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Introduction

Les infections fongiques systémiques restent des affections graves et leur incidence est
en progfeséion‘ significative ces dix dernieres années. A coté de l’appaﬁtion des myceSeS‘ I
d 1mportat1on dues a la multiplication des voyages, la cause pr1n01pale de cette croissance :
‘re81de dans l’augmentatlon considérable des facteurs de risques’ et plus partlcuherement du
o nombre cr01ssant de patients 1mmunodepr1mes liés au virus du- SIDA aux avancées en‘,
transplantatlon eten oncologie, a P'utilisation de cathéters vasculaires et au recours frequent a
des ant1b1ot1ques a large spectre. Ces infections sont associées a une élévation significative de .

la mofbidité et de la mortalité des patients hospitalisés (Blanchet B. et coll., 2004).

La 'fféQuenCe des infections 'nOSoconiiales a Candidd a connu rell.e'auesi une nette
augmentatlon au cours de la derniére décennie. Leur gravité est pr1nc1palement lide 2 la "
: d1ff1culte du dlagnostlc responsable d’une pnse en charge tardive. Dé ‘plus, ces dix dermeres
"annees ont connu I’ emergence d’infections dues a des souches habituellement saprophytes et 1
| a 1’appar1t1on de re51stances aux antifongiques classiques. Les moyens dlagnosthues sont N

B '11m1tes et peu fiables (Kettani A et coll, 2006)

, Les antlfonglques habltuellement utlhses en therapeuthue appartlennent a trOlS
,' famllles _ . v g ._
Les ant1fong1ques polyemques, dont le chef de ﬁle est l’amphotencme B :

' (Funglzone ). Cette molécule a longtemps été le « gold standard » dans le traltement

" des 1nfect10ns fonglques systémiques. Cela est dfi & son large spectre qui couvre- 1a s

| qua51-tota11te des especes de Candzda Des formulations 11p1d1ques de cette molecule' :

’ sont utlhsees aﬁn de réduire sa toxicité. La solublhsatlon en milieu Ilpldlque permet': -

'de dlmmuer la toxicité, principalement rénale. Le pnnc1pal inconvénient de ces’
formulatlons est le cofit, nettement superleur a celui des autres traitements; ’

o Les analogues nucleomdlques représentés par la 5-Fluorocytosine (Anc0t11®) Leur-'
utilisation a toujours été limitée du fait de leur toxicité médullaire potentiellé et ‘par Ie B
développement rapide de résistances, surtout en cas d’utilisation en monothérapie. : -

e Les dérivés azolés. Les seuls utiles dans les candidoses profondes sont les’tﬁaiel'é’s
pr1nc1palement le fluconazole (Tnﬂucan ) et I’itraconazole (Sporanox ) vu leur falblei.‘ A

toxicité et leur large spectre.
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e Deux autres molécules sont utilisées : le voriconazole, nouveau triazolé et la
caspofungine, représentant d’une nouvelle classe d’antifongiques : les inhibiteurs des
constituants de la paroi fongique (Kettani A. et coll., 2006).

Si le spectre antifongique de I’amphotéricine B couvre la plupart des espéces de Candida
pathogénes pour 1’homme [(Sanglard D. et Odds F.C., 2002), (Canuto M.M. et Rodero F.G.,
2002)], on observe des souches résistantes a la 5-fluorocytosine (Groll AH. et Gea-
Banacloche J.C., 2003) et au fluconazole [(Nguyen M.H. et coll., 1996), (Abi Said D. et coH.,
1997)]. o

"D’un autre cbté, | malgré la diversité des rinédic'ameﬁtsir aht.ifoﬁgicme's: b"leu_r
h pharmacocmethue complexe et variable, rend difficiles les études cliniques proposant des
| recommandatlons Si le suivi thérapeutique de l'amphoterlclne B n'est pas nécessaite, celui de
la ﬂucytosme et de litraconazole est 1ndlspensab1e Dans le cas du voriconazole et de la |
vcaspofonglne de nouvelles études sont attendues afin’ de préciser les recommandatlons

"'ent chez les neutropemques ou les patients de réanimation. Par aﬂleurs il conv1endra _‘

¢ leur pharmacoc1net1que car la sensibilité des souches de champignons nsque

1 luer defavorablement (Blanchet B. et coll., 2004)

Le cout du traltement est lu1 aussi, un element 1mp0rtant dans la strategle therapeut1que o

Le cout de revient par le fluconazole est nettement plus élevé que celui de l’amphotencme B. o

Quand au voriconazole et & la caspofungine, ils coltent trois fois plus cher que le fluconazole

: mals la résistance & ce dernier peut justifier leur utilisation (Kettani A. et coll., 2006). -

 Cest pourquoi, jusqu’a I’heure actuelle, le traitement de référence de ces mycoses

i‘nVasiV’es,- reste I’amphotéricine B (Asandei A. et Luchian T., 2008)

L”a‘lmphotéricirie B déoxycholate (Fungizone®) 4 été commercialisé depuis 1958.
'Pendant toutes ces années d’utilisation, cette molécule a sauvé des vies mais elle s’est révélée
toxique. Avec les critéres actuels elle n’aurait peutlétre pas ’autorisation de mise sur le.
marché. Elle est encore la molécule de référence pour son large spectre contre les mye'ose's'

invasives et le faible risque d’émergénce de résistance. C’est la molécule utilisée comme

eemparateur dans des essais cliniques testant de nouveaux antifongiques (Antaniadou A. et

Dupont B, 2005).
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L’amphotéricine B désoxycholate est une suspension colloidale d’amphotéricine B qul

a un nombre important d’effets secondaires ; la toxicité rénale étant la principale cause qui
limite son utilisation (Adler-Moore J.P. et coll., 2004). Cette toxicité est partiellement réduite
‘avec des formulations lipidiques de cet antifongique. Trois de ces préparations sont
actuellement sur le marché. Elles sont issues de la recherche visant a réduire la toxicité de la
‘ Fmgiédne@(néphrotoxicité et réactions générales pendant la perfusion) et représentent un
' progres galénique important. Elles ont des propriétés physico-chimiques et
phahnac'ocinétiquesb' différentes dont la traduction clinique n’est pas encore établie.
Clihil]uement elles ne sont pas plus efficaces que la molécule mére malgré ’avantage de
7pouvo1r administrer des doses plus fortes mais elles sont ‘significativement moins toxiques
‘(Antamadou A. et Dupont B., 2005). Cependant, leur important cofit de revient (jusqu’a 90
" fois plus chére que la Fung1zone ) limite énormément leur utilisation en clinique et plus

" partlcullerement dans les pays pauvres (Mariné M. et coll., 2008).

Notre pays est 1u1 aussi touche par les mycoses invasives dues aux raisotis cltées plus

‘haut ma1s en - pratique; nous ne pouvons pas utilisé les formulations hpldlques de

"l’amphotencme B car elles sont trop onéreuses.

C est pourqu01 dans le cadre d’une strateg1e de developpement de cette molecule"f_ .

S d’amphotencme B, nous nous sommes intéressés au moyen le moins onéreux d’augmenter ‘

:l’_mdex thérapeutique de cette molécule antifongique ; c'est-a-dire réduire sa toxicité tout en

maintenant son efficacité antifongique.

L’amphdtéﬁ‘cihé Bb ést insoluble dans I’eau (Andrés E. et coll., 2001). En effét,' en
| ‘solution 5queuSe I’antifongique se répartit schématiquement en trois états (Bolard J., 1'9'86) :
une forme agrégée responsable de la toxicité, une forme oligomérique A(essentiellemeht
dimeére) douée d’une moindre toxicité et une forme monomérique, peu toxique, responsable
de ’activité ahtifongique. L’équilibre entre ces trois formes n’est pas figé. Il varie selon l;_i » |
concentration d’amphotéricine B et le solvant (Legrand P. et coll., 1992). On comprend alors
I’importance du choix du support de solubilisation pour réduire la proportion des formes
' thiques d’amphotéricine B. L’amélioration de la sélectivité de 1’action de 1’amphotéricine Bﬁ_ .
| en solutlon lipidique donnée sera fonction du ou des l1p1des supports (Legrand P. et coll -

1996)
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| D’autre part, la proportion des différentes formes de 1’amphotéricine B en milieu
| aqueux dépend de I’environnement physico—chimique de cette molécule [(Cybulska B. et
“coll., 1995), (Dupont G. et coll., 1977)]. L’état d’agrégation de la molécule d’amphotéricine B
"'peUt étre modulé par la lumiére, le taux d’oxygéne, la température, la force ionique et le pH
'(Gruda L et coll., 1988). C’est ainsi qu’en favorisant la formation de super agrégats par la
modulation de I’environnement physico-chimique, la toxicité vis-a-vis des cellules animales a
:pu' étre réduite (Enlst C. et coll., 1978). De plus, le"préchanfage de la Fuhgizone® a 70°C

" pendant 20 minutes permet d’obtenir des formes super agrégées de lfaifnﬁlioféﬁcine B de

toxicité vis-a-vis des cellules animales hotes significativerent réduite, I’efficacité

antlfonglque étant preservee[(Gaborlau F. et coll 1997b), (Petit C. et coll ,1998)].
‘ _ Par allleurs, les travaux de Dupont G. et coll. 1977, ont montré que le pH module Iétat
a ﬂd’agregatlon de l’amphotencme B; lorsque le pH de la solution antlfonglque augmente de 74

o 9 l’amphoterlcme B forme de gros agregats dont la forme est plus expansee que celle des |

- isuper agregats de Funglzone preohauffoe

D’autre part lorsque le pH du mlheu diminue, jusqu’a pHS l’efﬁcac1te de ‘
."l amphotencme B au331 blen VlS a vis de Candida spp, de Cryptococcus neoformans que‘ -
. Fd’Aspergzllus est rédmte Eneffet, la concentratlon mlmmale inhibitrice est plus élevée a pHSf N
- ‘:'qu a pH 7 [(Te Dorsthorst D.T.A. et coll., 2004), (Te Dorsthorst D.T.A et ¢oll. 2005)] |

’ Il sembleralt alors, que le pH du milieu dans lequel se trouve l’amphotencme Bj Jouev
un role 1mportant dans Pactivité de cette drogue C’est pourquoi, nous avons entreprls‘
d’evaluer r 1mpact de la modulation du pH de la solution antlfonglque sur la toxicité sélective

B de la molecule d’amphotéricine B. Dans cette perspectwe nous avons étudié I'effet de la

" variation du pH des solutions d’ amphotéricine B, du plus acide (pH3,8) au plus alcalin

- (pH10,8), sur son activité aussi bien vis-a-vis des cellules animales hotes que vis-a-vis des

levures appartenant a I’espéce Candida albicans.

Le plan de travail que nous avons adopté est le suivant :
1- °  Réalisation de tests in vitro, ayant permis l’etude de l’effet dela’ vanauon du
- pH sur la toxicité sélective de l’amphoterlcme B vis-a-vis des érythrocytes

humaines et vis-a-vis du Candida albicans.

2- Etude spectroscopique de I’état d’agrégation de Pamphotéricine B.
3- - Mise en ceuvre de tests in vivo de toxicité et d’efficacité chez les rats Wistar,'
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Synthése bibliographique

La découverte en 1950 par Hazen et Brown de la Nystatine, polyéne a activité
antifongique synthétisé par les Streptomyces, a ouvert I’ére de I’antibiothérapie antifongique

(Drduhet E., 1978). Depuis, plus de 200 antibiotiques polyéniques furent découverts, mais des

- pfo'blér‘né‘s de solubilité, d’absorption et de toxicité n’ont permis 1’utilisation que d’un nombre

restreint de ces composés en thérapeutique (amphotéricine B, nystatine, Pyramicine...)

| (Bolard J. 1986).

L amphotencme B est la plus connue des ant1fong1ques polyemques Introduite en

- p'r‘atiQue cl1n1que en 1958, elle est le traitement de choix des infections fongiques systémiques

(Hartsel S. et Bolard J., 1996). Elle présente une activité' fongistatique a faible concentration

‘et fongicide pour des concentrations élevées (0,5 & 2 fois la concentration minimale inhibitrice -

« CMI») 'L’aihphotéricine B est active sur la plupart des fungi pathogénes (Blanéhet B. et

’ 'coll 2004) Elle est ut1llsee actuellement dans le traitement d'un grand nombre de mycosesf' |
' profondes (cryptococcose candidose, aspergillose, histoplasmoses; coc01d101domycoses '

o .'sporotnchoses ) Rares sont les souches résistantes a lamphoténcme B (Klemberg M.,

De plus, l’a.mphotencme B augmente la cytotox1c1te de d1fferents agents antltumoraux

[(KlkkawaF et coll., 1993) (Masuda H. et coll., 1991), (Medoff G. et coll. ,1981)]. 11 semble o
B aus51 qu 3 des doses subléthales, cet antifongique stimule la reponse 1mmun1ta1re ‘

) L’mcubauon des monocytes et des macrophages avec de faibles doses d’amphotéricine B . |
: 'permet Paccumulation de la drogue dans ce type de cellules, ce qui augmente
'L'remarquablement la capacité des cellules 3 tuer les Souches de Candida albicans sensibles a .

r amphoter1c1ne B (Martin E. et coll., 1994).

Cependant ces 50 années d’expenence ont aussi prouve l’lmportante toxicité " de

l’amphotencme B, limitant ainsi son utilisation. Cette toxicité se manifeste en clinique pat :

fievre, nausées, vomissements, diarrhées et arythmie [(Antaniadou A. et Dupont B., 2005),.
(Bourin M. et coll., 1993), (Clement J.S. et coll., 1990)]. Des toxicités pulmonaires et

" neurologiques ont été rapportées dans certains cas, ma1s la toxicité rénale reste la"-'-

complication majeure du traitement dont elle limite souvent la durée [(Antaniadou A. et

Duporit B., 2005) (Bolard J. et coll., 1997)].

v Son spectre d’act1on s etend aux Lezshmanza [(Hartsel S. et Bolard J 1996) (Petlt C et _‘ e
" coll 1998)] et aux prlons [(Demaimay R. et coll., 1994), (Mangé A. et coll 2000)]. -
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Synthese bibliographique

Dans le cadre du développement de la molécule d’amphotéricine B, plusieurs stratégies
ont été mises -en ceuvre ; il y a celles qui sont basées sur la modification de sa structure
chimique (dérivés d’amphotéricine B) et celles qui sont basées sur des formulations nouvelles.

 Plusieurs solutions ont été préconisées visant & moduler la solubilité de I’amphotéricine B
(ferrriulatiOns lipidiques, association - micelles mixtes amphotéricine B-détergents,
Vectonsatlon par les lipoprotéines). _

Ma1s avant d’aller plus lom, il est necessalre de connaitre les mécanismes de base de la

tox101te qui rejoignent les mécanismes d’ action de I’ amphotéricine B ; qui sont connus pour

‘ etre liés aux caractéristiques physico-chimiques de la molécule d’ampbhotéricine B.

1 PROPRIETES PHYSICO CHIMIOUES DE L’AMPHOTERICINE B v
_ | L amphoterlcme B est un ant1b10t1que isolé & partlr d’une " culture’ de Streptomyces
e ‘bbnodosus dont la structure a eté etabhe en 1970 Elle fait partle de Ia famille des macrolides
= | (molecule cychque fermee par une liaison' ester 1nterne) polyemques (Hammond ., 1977)
| | euléure est de 960 (Carbon C. et coll., 1994) Elle comprend une part1e ,

Son p01ds jm

}rlglde constltuee de 7 groupes hydroxyles Elle comprend aussi un aminosucre ;

L ) lam : samme(ﬁgure N°1) (HammondS 1977),._.

.

| Fig‘ ure N°1 : Structure de amphotéricine B(Hammond S., 1977).

o " La chaine rigide impose 4 la molécule une structure en batonnets dont une face est
. B hydrophile et 1’autre face est hydrophobe, limitant considérablement la solubilité de 1a v |
molécule en milieu aqueux. Elle est peu soluble dans les solvants organiques non polaires tels
que lés alCo_cj)ls"et'les esters, mais soluble dans les solvants organiques polaires tels que le
\
N
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diméthyl sulfoxide(DMSO) et le diméthyl formamide(DMF) ou encore les solutions

hydroalcooliques(Hammond S., 1977). L’insolubilité de cette molécule en milieu aqueux est

' responsable des phenomenes de base de toxicité, d’ou la nécessité de trouver des formulations

. plus solubles (Cybulska B. et coll., 1995).

2. MECANISMES D’ACTION DE L’AMPHOTERICINE B:

Le mecamsme & act1on de l’amphoterlcme Ble plus largement accepté est celui proposé

par de De Kruijif B. et Deimel RA. (1974) D’aprés leur model, I’amphotéricine B a une -

' »1mportante affinité avec les stérols membranaires (aussi bien I’ergostérol des cellules
L fong1ques que le cholesterol des cellules an1males) d’ou la formation de complexes

e AmB/sterols

e En effet il ex1ste des 11a1sons hydrogenes entre le 3 B OH des sterols (qu1 Jouent un réle

d aocepteurs de protons) et le groupe aminé de l’amphotérrcme B (qu1 joue le rdle de donneur
rsk1 J et coll,, 1990), (Lance M.Reet coll., 1996)].

xe est assocre 3la formatlon de canaux transmembranarres d’ou fuite

J.etcoll, 1995)].

Cependant l’afﬁmte de l’amphoterlclne B pour l’ergosterol est plus 1mportante que' e

o pur 1_: cholesterol (Seoane R. et coll 1998) La conformation stérique de l’ergosterol(ﬁgure
,_ ; v‘.N°2b) est plus favorable que celle du cholestérol (figure N°2a) pour établir des liaisons entre C
- 'ce type de sterol et la molécule d’amphotencme B [(Bratjburg J. et coll., 1990a), (Bratjburg J.

i et coll,, 1990b), G—Ierve M. et coll., 1989)]

| Figure N°2 : Structure du cholestérol (a) et de l’ergostérol )
(Bratjburg J. et coll., 1990a). |

. bolltes ‘ce qui provoque la ‘mort cellulaire [(Seoane R. et coll,, 1999), R
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Par ailleurs, il est apparu que I’amphotéricine B n’induisait de pennéabilité aux ions
potassium au travers des membranes contenant du cholestérol qu’a partir d’un certain seuil de

concentration (Bolard J. et coll., 1997).

Bolard J. et coll.(1991) démontrent que I*équilibre entre monomeres et agrégats joue un
" 16le impoi'tant dans D’activité de la drogue. La toxicité de I’amphotéricine B vis-a-vis des
membranes ‘contenant de D’ergostérol est observée a des concentrations auxquelles

l’afnphotéricihe B est entiérement sous forme monomeérique. Elle serait alors capable de

’ s’aSSOCier aux molécules d’ergostérol présentes dans la membrane (cellules fongiques), ce qui

‘ condmralt ala formatlon de canaux. En revanche, il apparait que la fuite de potassium induite
’par l’amphotérlclne B chez les membranes a cholestérol et plus partlcuherement chez le-

. globule rouge ‘survient uniquement lorsque I’amphotéricine B est sous forme d’ohgomeres
‘ dans le mlheu (figure N°3)

Le mécamsme lythue de 1 amphotérlcme B est alors basé sur la formauon de canaux_

" '1omques dans 1a membrane ces canaux sont formés de 4 a 12 unités de monomeres -

. 'bd’amphotérlcme B (Gruszek1 W.1. et coll., 2003). Ces oligoméres insolubles d’amphotéricine

B sont dus 4 Pinteraction electrostathue entre le NH* et le COO™ des molécules

‘.d’antlfong1ques adJacentes d’une part et aux liaisons hydrogenes mtramoleculanes d’autre' ) : ':

e part [(BagmsklM et coll 1997), (Khutotsky V., 1996)]. - o _
R D’autres etudes mettent en évidence le role des phosphohpldes membranalres En effet, : |
:l’mteractlon amphoterlclne B-stérol dépend de 1Ia composmon membranalre en -
'phosphohpldes (CleJan S. et Bittman R., 1985) Les cellules de Saccharomyces cereviciae "
| enrlch1es en phosphohpldes de type phosphatldylcholme (PC), phosphaudylethanolamme s

(PE) et phosphatldylserme (PS), acqulerent une résistance envers l’amphotérlcme B (Rao
| T.V. G.et coll 1985) Selon Hac-Wydro K. et Dynarowwz-Latka P. (2006) Pinteraction entre
les phosphohpldes et ’amphotéricine B réduit la concentration libre de 1’antifongique ce .qu1

~ réduit son action thérapeutique.

D’autre part, le NH** de 1’amphotéricine B forme des 11alsons hydrogenes avec le PO4 o .‘ :

du D1m1r1stoy1 phospha’udyl choline des bicouches lipidiques. Chacune de ces interactions est L

reSponsable de la création d’un complexe amphotéricine B/phospholipide. Dans ce cas de

ﬁgure les stérols ne servent qu’a modifier la fluidité de la membrane et aide l’amphoténcme i

Ba prendre I’orientation approprlee nécessaire 4 la formation des canaux. [(Asandel A et

‘Luchian T., 2008), (Czub J. et Baginski M., 2006)].
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Figure N°3 : Modéles hypothétiques illustrant les différentes possibilités de formation

de canaux transmembranaires :
(a): membranes a cholestérol,

(b): membranes a ergostérol (Bratjburg J. et Bolard J., 1996).
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Outre la faculté de former des pores au travers de la membrane plasmique,

l’amphoféricine B peroxyde les lipides [(Bratjburg J. et coll., 1985), (Sokol-Anderson M. L. et

* coll., 1986)], et inhibe I’action d’enzymes membranaires telles que 1’ATPase & proton de

Candida ou la Na*/K* ATPase des érythrocytes (Bolard J. et Vertut-Doi A., 1995).

" Dans le sérum, I’amphotéricine B est essenticllement sous une forme lide aux

lipoprotéines (Bratjburg J. et coll., 1984) et trés peu sous forme libre. Dans ce cas,

I’amphotéricine B va non seulement se lier aux membranes des cellules mammiféres mais

-~ aussi étre internalisée par endocytose (Vertut-Doi A. et coll., 1994). Des études ont montré .

que' c’est par la fixation de l’amphotéricine B aux lipoprotéines de faible densité(LDL) qui

possedent des récepteurs membranaires qui leur sont spécifiques, que l’internalisation de

'l amphoterlcme B va se faire[(Koldin M.K. et coll., 1985), (Wasan K.M. et coll. 1994)]

" Dautre part, l’amphoterlcme B induit une augmentatlon de la consommation du glucose

| "et de la productlon du glycérol et du tréhalose chez Saccharomyces cerevisiae. De plus, on
i ' note la réductlon de I’activité de la pyruvate carboxylase dans les mitochondries (Tran-Dmh
et coll  1991). |

La figure N°4 résume schématiquement les pnn01paux mécanismes d’acuon de

l’@photenclne B.

12
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L Cél'Iule“h(”)'tev

— : ‘ o endosome

< AmB-LDL-

Cellule fongique
’ Flg ure N°4 : Mécanismes d’action anticellulaire de l’émpﬁotéricine B.
a- Formation de canaux transmembranaires avec les cellules aliimélles_.»
-~ ' b- Formation de canaux transmembranaires avec les cellules fongiqueS.
c- Inté‘rnalisation de Pamphotéricine B par liaison aux LDL.
d- ’P‘e"réx-ydé‘tion des membranes (Hartsel S. et Bolard J., 1996).
OI,';ah.iph:o“té'ricine B ; []cholestérol ; [ ergostérol
: 13
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3. LES DIFFERENTES FORMULATIONS DE L’ AMPHOTERICINE B :

L’amphotéricine . B habituellement administrée, commercialisée sous le nom de

- Fungizone™, est une suspension aqueuse associ€e au désoxycholate de sodium. Cependant,

'."”sb“n: *uﬁlisaﬁoﬂ reste délicate en raison de sa nephrotoxicité dose dépendante et de sa toxicité

algue 11ee ala perfusmn a type de nausées, vomissements ou encore fiévre (Kleinberg M.,

| 2006)

Depuls ces 10 dermeres années, les progres réalisés dans le developpement des nouvelles
formules galémques, ont permis de réduire sa toxicité tout en conservant son efficacité

clinique (Dupont B., 2002).

" Citons tout d’abord les dérivés d’amphotéricine B, ils sont obtenus en app'ovrtént des

modlﬁcatlons chlmlques sur la molécule mére afin d’augmenter sa solubilité en milieu

' aqueux Env1ron 20 denves d’amphoterlclne B ont été préparés. Le groupement carboxyle du

ol1de sert de base pour la préparatlon d’esters et d’amides, alors que le groupement

du mycosamme est employé pour la préparatlon du N-acyl N-guanidine, N—methyl N-‘

o 'gly osyl.et N-ammocyl [(Bolard I, 1991) (Cheron M. ‘et coll., 1988), (Jarzebsky A.et coll
1982)] 3 |

o L un des derlves d’amphoterlcme B le plus prometteur recemment synthetlse est le N-

(1 Plpendlneproplonyl) amphoterlcme B methyl ester (PAME) il est obtenu par subst1tut1on ‘ .

ch1m1que du groupement amlne et du groupement carboxthue de la molécule mére (ﬁgure -

N°5) Alors que 50% d’hemolyse est obtenu 4 une concentration d’amphotéricine B de

2 ug/mL 11 en faut 300ug/mL de PAME pour obtemr ce meme taux d’hemolyse Celaest dfi &

une mteractlon 1mportante entre le PAME et le D1palm1toyl phosphatldylcholme ce qui réduit

o fortement la tox1c1te de ce der1ve d’amphotencme B. De plus, l’efﬁca01te antlfonglque vis-a-

‘ 'v1s de Candzda albzcans est maintenue dans ces conditions, la concentratlon inhibitrice a 50%

est de O,ISug/mL pour le PAME (Hac-Wydro K. et coll, 2005).

PAME HO "OH

L)

‘ Fig'ﬁf'e N° 5: Structure du N-(1- Piperidinepropionyl) amphotéricine B méthyl
ester (Hac-Wydro K. et coll., 2005). |

14
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| Les formulatlons les plus prometteuses sont les formes lipidiques. Le principe des

. ';v émphoterlcme B llpldlques repose sur le captage préférentiel par le systéme réticulo-

dothe11a1 avec 11berat10n progressive d’amphotéricine B, plus partlcuherement au site de

_ioh Ce mode de transfert de I’amphotericine B protége les cellules de I’organisme, en

o partlcuher les cellules rénales. Ces composés sont différents en terme de structure physico-

éhlmique (tableau N°1) de taille, de pharmacoc1net1que de comportement en milieu

' blologlque et de tox1c1te (Germaud P. et coll, 2001). Les formulations lipidiques

d’amphoterlcme B commerc1allsees actuellement dans le monde sont (Andrés E. et coll,
2001) ' '

Amphoterlcme B en complexe lipidique (Abelcet®)

’ ':'L’amphoterlcme B en’ complexe 11p1d1que (amphoterzczn B lzpzd complex [ABLC]) :
| ' vv""commerc1allsee sous ‘le nom @ Abelcet ‘est une suspensmn d’amphotencme B et de
: phosphollpldes (dlmyl‘lstoy1 phosphatldylchollne et dimyristoyl phOSphatldylgIYCéml selon
- ; unratlo de 1: 3) Les partlcules forment des rubans de 1600 46 000 nm de long ‘

'Amphotérlcme B mcorporee dans des llposomes (Amb1some®)

= L Am isome® correspond é une formulation lipidique d’amphoténcme Bi 1ncorporee dans des

11pos mesbumlamellalres Ces 11posomes sont constltués de phosphatldylcholme hydrogene ‘

o b'des sphéres de 80 nm de dlametre

Amphoterlcme B en d1spers10n collmdale (Amphocll®)

. L amphoténcme B en dlspersmn collmdale (amphotericin B collozdal dlsperszon [ABCD]),
' ‘commerc1ahsee sous le nom d’Amphoc11® en Europe et d Amphotec aux Etats-Unls est
v' composée d’amphoterlcme B liée 4 du sulfate de cholestérol, selon un mélange equlmolalre

‘Les partlcules ont une forme de disque de 120 & 140 nm de diamétre et de 4 nm d’épaisseur.

15
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J. et coll,, 1997). .
: Nom Composition | Forme “%moles ’AmB
S B (rapport molaire) | (diamétre en p)
Funglzone Desoxycholate Micelles<0,4 34
AmBlsomew NSPC/Chol/DSPG | Small unflamellar 10
vesicules(SUVs) 0,08
ST (2/1/0,8). o
Abel'c'ét‘@" DMPC/DMPG Rubans 35
(ABLC) (1/3)° (1,6-11)
Amphocll® Cholestérylsulfate Disques 50
' ‘(ABCD) PR (0,12 x 0,004)
:Chol chblééterol DMPC “dimyristoy] phosphatidylcholine ;
‘DMPG dlrmrlstoyl phosphatldylglycerol
_ DSPG dlstearoyl phosphatldylglycerol
:NSPC phosphatldylchohne hydrogenee

Malheureusement ces forrnulatlons 11p1d1ques ont un cofit de revient 1mportant ce qu ‘

' ‘llmlte s1gmﬁcat1vement 1eur ut111sat10n en c11mque

Tableau N°1 : Caractéristiques des formulations lipidiques de ’amphotéricine B (Bolard

Toutes ces dlﬁ‘érentes forrnulatlons (11p1d1ques et denves) 1ndu1sent une reductlon de

formulations.

la t0x1c1te de l’amphoterlcme B envers les cellules hotes. Cette réduction de la toxicité est lice
. d’une part aune augmentatlon de la solubilité de la molécule d’amphotéricine B, d’autre part, -

elle est essentiellement liée & I’état d’agrégation de I’antifongique dans ces différentes

 Quel que soit le mécanisme d’action mis en jeu, I’activité pharmacologique et la

toxicit¢ de 1’amphotéricine B dépendent fortement de 1’organisation moléculaire dé

I’amphotéricine B dans les différentes formulations (Gagos M. et coll, 2008).

16
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Rappeioris qu’en solution aqueuse I’amphotéricine B se trouve sous trois formes
différentes (Bolard J., 1991) :
| - une forme monomérique soluble non toxique pour les cellules animales.

- | Une" forme oligomérique soluble toxique pour les cellules animales.

- Une forme agrégée insolubles toxique pour les cellules animales hotes.

Selon Hargreaves P.L. et coll. (2006) les nanodisques, renfermant les oligomeéres

: d’amphoterlclne B, sont moins actifs chez Saccharomyces cerevisiae que ceux renfermant les

monoméres. Ces oligomeéres sont moins aptes a reconnaitre et interagir avec 1’ergostérol

'me'mbvrahaire alors que les formes monomériques de I’amphotéricine B s’orientent

a perpend1cula1rement aux chaines d’acides gras des phospholipides de la bicouche lipidique du

: ‘nanod1Sque Ce qu1 permet I’insertion de la chame hydrOphobe de I’amphotéricine B entre les

o tétes polalres des phosphohpldes d’une part et de maintenir les groupements hydroxyles et le

' cycle de la mycosamme expose au rmlleu aqueux dautre part

- Par a111e »_'s,‘ 165 Fories li’pidiijﬁes de l’varhphotéricine B servent & véhiculer les formes

‘les moms tox1ques de l’amphoterlcme B vis-a-vis des cellules animales hotes [(Legrand P. et
| coll 1996) (Rldente Y et coll., 1999)]

D’ou 1’1mportance de trouver de nouvelles formulatlons d’amphoténcme B ayant le

'moms de formes tox1ques pour les cellules ammales

L’etat d’agrégatlon de la moleeule peut etre module par son env1ronnement physico-

- chlrmque (Hung C T et coll., 1988). Selon Legrand P et coll (1992) la concentranon de la
""_solut1on mére ¢t 1a nature du solvant favorisent la prédommance des  différentes formes
- da photerlcme B. D’apres leur étude, plus la concentration de la solution mére augmente .-

plus le taux d’agrégats augmente. D’autre part, le diméthyl sulfoxide (DMSO) favorise plus .

de formes agrégées que le diméthyl formamide (DMF).

- D’un autre coté, le prechauffage des solutions d’amphotéricine B 1ndu1t la formation

de super’ agregats qui sont de loin les formes les moins tox1ques envers les cellules animales.

Il's aglt d’une condensation entre les formes monomériques et les agrégats qui donnent cet .
état super agrége de la molécule. Ces super agrégats restent actifs envers les cellules .
fong1ques c1bles [(Gaborlaud F. et coll., 1997a), (Gaboriau F. et coll., 1997b), (Petlt Coet
coll 1998)] -
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‘Par ailleurs, ’augmentation de la force ionique diminue la concentration des

monoméres de ’AmA (amphotéricine B 3-dimethylaminopropylamide) (Blanc 1. et coll., 2000)

et du MFAME (N-methyl-N-D-fructosy! amphotericin B methyl ester) (Szlinder-Reichert J. et
coll, 2001).

De plus selon Toledo-Grijalba M. et coll. (2006), les anions sulfates, citrate et

| phosphate, réduisent la solubilité de I’amphotéricine B ce qui augmente la proportion des

agregats msolubles Alors que les anions thiocyonate et trichloracétate solublllsent

'completement l’amphotencme B et ses denves

:" L Il est a noter que le pH' module 1u1 aussi l’etat d’ agregatlon de l’amphotencme B. En

o rmheu alcalln, Iagrégat passe d’une forme plus compacte a une forme plus expansée & partlr ‘

1 ) de pH 9 pu1s se dlssocle pour des pH superleurs a 10 (Dupont G. et coll., 1977)

L D autr 'art» 1’act1v1té de l’antlfonglque est modulee en fonctlon du pI—I du m111eu A

L pH ac1de la (cc ncentratlon minimale 1nh1b1tr1ce) de l’amphoterlcme B pour le Candzda s

phosphohpldes et OH des sterols d’ autre part Cec1 soutient le modele selon lequel aux pH

' eleves il y a une destablhsatlon de I’ouverture des pores a amphotencme B. Par ailleurs, & pH
"‘aclde, les canaux A amphotenclne B sont select1fs pour les anions alors qu’a pH plus élevés,
les canaux sont sélectifs pour les cations. De plus, selon Gagos M. et coll. (2008), 1es.‘

- monoméres apparaissent aux pH superleurs a 10 alors que les agrégats apparaissent aux :

3<pH < 10

De'-l’ehsemble de ces différentes études, il ressort que le pH joue un role dans :

Tactivité de I’amphotéricine B.



: déégré'gation.

L Synthéée bibliographique

Mais le probléme qui reste posé est de savoir comment le pH peut moduler I’état

b o r - . ] r..° : r . 3 r 14 - .
d’agrégation de I’amphotéricine B, et par conséquent son activité sélective vis-a-vis des

~+ cellules cibles..

| Notre travail s’inserit dans

‘cette problématique. L’objectif de notre recherche est de

trouver une solution peu onéreuse qui permet I’augmentation de I’index thérapeutique.

C’est ainsi que nous avons entrepris d’étudier I’effet de la variation de pH des

solutions d’amphotéricine B sur sa toxicité sélective d’une part, d’autre part sur son état .

-
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Matériel et méthodes

A- EXPERIMENTATION IN VITRO

1. FEtude de la modulation du pH sur la toxicité sélective de ’amphotéricine B :

Pour réaliser les tests de toxicité sélective de I’amphotéricine B, nous avons utilisé d’une
part le globule rouge huihain, provenant d’un donneur unique sain, d’autre part, une souche de
la levure Candida albicans (la 444 IP Institut Pasteur de Paris), qui est maintenue par

repiquages successifs sur gélose Sabouraud et conservée a 4°C.

1.1. Preparatmn de la suspension ei‘ythrocytalre

Du sang fraichement preleve sur tube heparlne est centr1fuge a 4000 tours/mmutes'

o pendant 5 mlnutes Apres élimination du surnageant le culot est lavé 2 fois avec du tamponv ‘

L \phosphate salé’ pH 7.4 10mM (Na-Cl ISOmM), puis suspendue a nouveau dans ce méme

tampon Sl

ation des solutlons antnfonglques : v _

la} ¢ p aratloh des solutlons antlfong1ques, no.us avons utilisé :
- I "’photencme B (AmB) pure provenant des laboratoires SIGMA :
- bLe taihpon carbonate/blcarbonate lOmM aux pH allant de 9,5 2410,8.

: ﬁ_ b | - 'Le tampon acétate 7 acide acéthue lOOmM aux pH allant de 3,8 & 5 4.
. Le tampon phosphate salé pH 7,4 10mM (Na CI 150mM) (PBS).

. ‘A partlr d’une solution stock d’AmB & 10™M solubilisée dans du DMSO (d1methy1 '

ulfoxyde) on prépare des solutions méres d’AmB a 10° 4M dans les différents tampons |

aux différents pH Les solutlons ainsi preparees sont gardees a ’abri de la lurmere a

.temperature ambiante pendant 20 minutes avant leur utilisation pour assurer une meilleure

" stabilité et une bonne solubilisation de I’ AmB.

1.3. EValuaﬁoh de la toxicité dé I’ AmB vis-a-vis des globules rouges : R
Les globules rouges sont suspendus dans du tampon isotorﬁque PBSpH 74, a raisbn de
4000 cellules/ml. | o | o
La sus“penéion éfytHIOCytaire est incubée & 37°C sous agitation continue péndanf; 90 -
minﬁtés;: dés I’addition de la solution antifongique a une concentration finale de IO'SM.v . |
| Deé prélévements de 500y 4 partir de la solution réactionnelle sont effectués a intervalle
i'ég“ﬁlvi'e‘r. A ces prises d’essai, on ajoute 2ml d’une solution de lavage glacée (NaCl ISOrhM; : |

" MgCl,2mM).
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Aprés centrifugation & 4000 tours/minutes pendant 5 minutes sur centrifugeuse
JOUAN, on récupére le surnageant sur leqﬁel on dose le K" intracellulaire et I’hémoglobine
qui ont fuit de la cellule. Le K" est déterminé par photométrie de ﬂafnme (JENWAY/PFP7)
et ’hémoglobine sur le spectrophotometre SHIMADZU & une longueur d’onde A=750nm

1.4. Evaluation de Pactivité antifongique de ’AmB :

Les cultures de C. albicans sont réalisées sur milieu Sabouraud liquide (pH 5,8 + 0,2) en

~ présence et en absence des solutions antifongiques. La concentration cellulaire de départ est

de 12x10%ellules/ml.

Les solutions antifongiques sont ajoutées au milieu de culture en méme temps que

' 1’1noculum, la concentratlon finale utlllsee est de 2x10°M. L’incubation est réalisée a 37°C

. sous agltatlon contmue

La mesure de la croissance se falt par numération cellulalre sur cellule de Thoma, toutes

""les 90 mlnutes AR

scomque de l’AmB

) L’ étu‘ _jvctroscoplque de lAmB a été réahsee au Iaborat01re « Blophys1que: -

- vMolécul__ Cellulalre et Tlssulalre (BloMoCeTl) » Université P1erre et Marie Curie Paris v, .

o

2 1. Absorptlon electronlque _
L’absorptlon electromque d’une solutlon est exprlmee par la loi de Beer-Lambert

A py=loglp/I=¢gp)lc

Ou: | e
e :IO et I sont réspectiQement leg 'intensi»tés luminéusés incidente et transmise,
e cla concentration molaire dé la solution traversée.
e | (cm) I’épaisseur de la cuve contenant la solution.

e e(M'cem™) le coefficient d’extinction molaire.
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détermlnatlon des dlfferentes formes de I’AmB a été réalisée par dichroisme c1rcula1re:," o |

sur dlchrographe JASCO J-810et par absorptlon électronique sur CARY/15/UV v151ble E
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2.2. Dichroisme circulaire :
Le dichroisme circulaire est I’étude de la différence d’absorption d’un composé chiral

entre une lumiére polarisée circulairement a droite et une lumiére polarisée circulairement 2

* gauche. 11 est utilisé depuis environ 1960 et a eu un développement trés rapide. Il présente

l’avantage d’étre sensible a de petites variations conformationnelles, souvent 1mposs1bles a
détecter par une autre technique. _
Ae M .em™) est le coefﬁment' d’extinction molaire du dichrographe.

La cuve utilisée est en quartz de taille e=0,1cm.

2 3 Determmatlon des proportlons des dlfferentes formes de ’AmB :

 Les solutlons meres preparees a 10 M aux différents pH sont mamtenues a température

amblante pendant 20 minutes. Apres 5 mlnutes d’incubation & 37°C, chacune des solutions
B antlfonglques est d1v1see en deux partles I’une est incubée & nouveau & 37°C pendant 10
R mmutes (l’echantlllon a), l’autre est centnfugee 4 12000g pendant 10 minutes a 37°C & partir

A de laquelle'on récupere le surnageant (échantlllon b).

_:‘La lecture de l’absorbance de l’echantlllon (b) & une longueur d’onde X—409nm nous j»:. .

o vpel“m de‘ determmer la concentratlon des formes monomerlques Am de ’AmB. Ensuite, ce -
| meme échantlllon b est dllue 100 fois dans le méthanol et on lit I’absorbance 3 407nm ce qu1 '

nous donne la concentration des formes monomériques (Am) et oligomériques (As).

La proportlon des formes 1nso¥ub1es agrégées (Ans) est obtenue par I’ équatlon
‘ Ans = At—- (Am + As).

23



~ Matériel et méthodes

B- EXPERIMENTATION IN VIVO

1 Matériel biologique :

Notre étude a porté sur une souche de rats Wistar, provenant de institut Pasteur d’ Alger

et reproduits au sein de I’animalerie du département de biologie cellulaire et moléculaire, de

la faculté des Sciences, université de Tlemcen.

Nous avons 1sole des maéles 4gés de trois mois, de poids moyen de 200g. La nourriture
(aliment Aelf pour rats) et ’eau leur sont fournies ad Ilibitum. Ils sont maintenus & une
temperature moyenne de 25°C et soumis & un cycle lumiére / obscurité de 12heures /12heures.

La souche de levure utilisée pour les tests defficacité est le Candida albicans (la 444 IP

. ‘Instltut Pasteur de Parls) qu1 est maintenue par repiquages successifs sur gélose Sabouraud et

U conservée & 4°C

des solutmns antlfonglques

aratlon des solutlons antlfonglques, nous avons uuhsé

"'photer1c1ne B (AmB) pure provenant des laborat01res SIGMA
“Le tampon acétate / a01de acethue IOOmM pH 5, 4

o " Le tampon carbonate/blcarbonate 10mM pH 10,8,

Les solntlons tampon sont sténllsees par autoclavage a 120°C pendant 20 mlnutes

, A partlr d’une solutlon stock d’AmB 3 102M préparée dans le DMSO (d1methy1
Lo 'sulfoxyde) les solut1ons d’AmB sont preparees 4 10™M dans les différents tampons. Une fois

les solutlons preparees elles sont maintenues a 1’abri de la lumiére a température ambiante

pendant 20 m1nutes avant leur utilisation pour assurer une meilleure stablhte et une bonne

' ‘solub111sat10n de 1 AmB

3. Tests de toxicité :

3 1. Injectlon unlque »
Nous avons pris des lots de 6 rats W1star repartls dans des cages en plastique comme
suit :
- un lot témoin qui n’a subit aucun traitement.
- Un lot contrdle recevant la solutlon tampon acétate/acide acet1que IOOmM pH S54en
absence d’AmB, ‘ | | o
"= Un lot coritrdle recevant la solution tampon carbonate/bicarbonate 10mM pH 10,8 én-

absenee vd"AmB
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- Un lot test recevant la solution d’ AmB solubilisée a pH 5,4. _
- Un lot test recevant la solution d’AmB solubilisée 4 pH 10,8.

Les solutions antifongiques sont injectées a raison de 1mg/Kg au niveau de la veine
caudale. Les rats subissent une injection unique.

Les pr_élevements de sang se font & partir de la veine orbitale sur tubes secs, aprés 6
heures, 24'heUres 48 heures 1 semaine et 15 jours de I’injection.

Les sérums sont recuperes sur tubes Eppendorf aprés centrifugation 4 2000 tours/mmutes

pendant trois mlnutes

3 2. Injectlons repetees P : :
Nous avons prls des lots de 6 rats Wlstar repartls dans des cages en plasthue comme
'sult R |

RO lot temom qu1 n’a sublt aucun traitement.

v jabsence d AmB
e Un lot test qu1 re901t la solution d AmB solublllsee apH 54.

~ ... Les soliitibns“antifongiques sont injectées 4 raison de 1mg/Kg au niveau de la veine

caudale toutes les 48 heures

Les prelevements de sang se font a partir de la veine orbltale sur tubes secs, 24 heures o

pres chaque 111] ect1on

. : " Les serums sont recuperes sur tubes Eppendorf apres centrlfugatlon a 2000 tours/mmutes o

" pendant frois minutes.
3.3, Traitement des prélévements : |
B ' Des dosages d’urée et de créatinine sur sérum sont effectués a partir de chaque

prélévement.
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4. Tests d’efficacité :

La répartition des lots de 6 rats Wistar se fait comme suit :
- Un lot de rats infectés non traités.
- Un lot de rats infectés recevant des injections de tampon seul acétate/acide acétique
100mM pHS5.4.
- Un lot de rats infectés traités & la solution d’ AmB 2 pH5,4.

4. 1 Infectlon des rats par Candida alblcans

" Les cultures de C. albicans sont menées en milieu Sabouraud 11qu1de (PH 5 8 + 0, 2) La"

‘ ébncentratmn cellulaire de départ est de 12x10%ellules/ml. Une numération cellulaire, sur -

' cellule de Thoma, est réalisée aprés 18 heures d’incubation & 37°C.

La culture levurlenne ‘est centnfugee a 4000 tours/mmutes pendant 15 mmutes Le

| surnageant 'est rejeté, les cellules sont ensuite lavées deux fois avec une solution de lavage

, :'lz 2mM NaCl lSOmM) ‘Les levures sont’ suspendues dans du PBS (tampon
pH7_4 lOmM NaCl ISOmM) stérile (Souza L.C. et coll., 1993)

Al 'énons ensu1te le nombre de levures a 108cellu1es/mL dans le PBS stérile. -

_ "fa1t par voie 1ntra-per1toneale par l’1nJect1on de 0, 2mL de la suspension levunenne,-"

i emdre urie concentrat1on circulante finale de 2x10° cellules/mL (Espada R et coll .

;"»‘L’mfecuon est suivie par hemoculture Nous ensemeng:ons par etalement les suspenswns_
_erythrocytalres preparees sur gélose de Sabouraud (incubation & 37°C pendant 24 3 48

”"heures) aﬁn de suivre le nombre de levures viables, exprimées en unités formant colomes

- f(ufc)

"4, Traitement des rats aprés infection :

‘Les rats infectés sont traités par une injection d’AmB préparée a pHS5,4 & raison de
'lmg/kg toutes les 48 heures, au niveau de la veine caudale. o

"Le prem1er prélévement sanguin (& partir de la veine orbitale) se fait sur tube sec, 24

‘heures aprés la premiére injection.

Le traitement se poursuit jusqu’a une stérilité des rats ou bien alors jusqu’a la mort de ces' _

- rats.’
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4.3. Traitement des prélévements :
A partir de chaque prélévement, une hémoculture sur gélose sabouraud (incubation & 37°C

- pendant 24 4 48 heures) et des dosages d’urée et de créatinine sur sérum sont effectuds.

' 5 Dosage des parametres sériques :

Aﬂn d’evaluer la toxicité induite par la solution antifongique, nous effectuons des dosages
des parametres rénaux, a partir du sérum collecté.
Le dosage de I’urée et de la créatinine a été effectué sur auto analyseur BECKMAN CXO9.
La concentration d’urée est mesurée par méthode colorimétrique enzymatique UV a I’uréase.
' Quant au dosage de la créatinine, il est effectus par la méthode de Jaffé basée sur la réaction

de 1’a01de plcrlque avec la créatinine en milieu basique.

6 Etude statlsthue

oﬁs avons ut111se le loglClel Mlmtab version 12 2 pour une analyse de la variance

VA 1) et le test de Student (test t). Les différences entre les moyennes sont considérées

mgmﬁéatwes lorsque le p <0,05.
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Résultats et discussion

1. EFFET DU pH SUR LA TOXICITE SELECTIVE DE L’AMPHOTERICINE B.

"Dep'liis plusieurs années, des solutions visant 4 augmenter Pindex thérapeutique de

‘l’amphotencme B, sont recherchées. Dans le cadre du développement de cette molécule,
‘ plus1eurs strateg1es ont été mises en ceuvre. Il y a celles qui sont basées sur la modification de
sa structure ch1m1que telles que les dérivés d’amphotéricine B (Bolard J., 1991), et celles qui

' sont basees sur des formulations nouvelles ol plusieurs solutions ont été préconisées pour

moduler la solublhte de l’amphoterlcme B [(Dotis J. coll., 2006), (Hung C.T. et coll., 1988),
(Legrand P. et coll,, 1992), (Smith S.E. et Rawlins M.D., 1973), (Vertut-Doi A. et coll,
1994), ; (Wasan K.M. et coll., 1994), ( Wong-Beringer A. et coll., 1998)]
Malheureusement ces différentes formulations ont un cofit de revient eleve ce qui est un
1nc0nven1ent majeur pour les pays pauvres _ v
En solutlon aqueuse, I’ amphotencme B est un melange de dlfferentes especes

monomeres solubles oligomeres solubles et agrégats insolubles (Lopez-Berestem G. et coll,,

U s etudes ont montre que ce sont les super agregats d’amphotencme B qui sont les -
1S x1ques VlS a-vis des cellules animales hdtes [(Lasic D.D., 1992), (Toledo Grijalba M: - -
, 2006)] Drautre part, la proportlon des dlfferentes formes de I’amphotéricine B en

aqueux ‘dépend de r env1r0nnement physwo—chnmque de cette molecule [(Cybulska B. f‘

:'d amphotencme B peut &tre modulé par la lumiére, le taux d’oxygene la température, la force

1on1que et le pH (Gruda L. et coll., 1988) Par consequent en favorlsant la formation de super

" agregats par 'la modulation de I’environnement phys1co ch1m1que la toxicité V15-a-v1s des
' cellules ammales est redu1te (Emnst C. et coll 1978). D’un autre coté, la formation de super

’agregats par élévation de la température entraine une réduction de la toxicité vis-a-vis des

cellules ammales aussi bien in vitro (Gaboriau F. et coll., 1997b) que in vivo (Petit C. et coll.,

1998) sans perte notable de I’activité antifongique.
‘Sur la base de ces résultats, il nous a paru intéressant d’étudier dans un premier temps

I’effet de la modulation du pH du milieu sur l’activité biologique de la molécule

d’a‘r_nphotéricine B vis-a-vis du globule rouge et de la levure Candida albicans.
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1 1 Effet de la variation du pH sur la toxicité de Pamphotéricine B vis-a-vis du globule
rouge humain.

En se fixant aux stérols membranaires 1’ amphotéricine B induit une perturbation de la
permeablhte des cellules. Le premier élément indicateur de la perturbation des cellules
ammales est la fuite du K" intracellulaire. Cette fuite est suivie par celle des autres
| ‘metabohtes cellulaires et de la lyse (Bolard J. et coll., 1991). C’est pourquoi, afin d’évaluer la
tox101te des solutlons d’amphoterlclne B chez le globule rouge humain, nous avons d’abord
"dose le K 1ntra erythrocytalre Ensulte lorsque la membrane est fortement endommagée par
: l’actlon de l’ant1fong1que il s ensult une lyse. Cette derniére se traduit par la 11be_rat10n de
'1 hemogloblne chez le globule, c’est pourquoi nous avons dosé le taux /d hem@oblne.

"extracellulalre apres I’addition des dlfferentes préparations antifongiques.

. 1 1 1 Solutlons d’AmB preparees aux pH < 7 4

3 lernier reste constantapH 7 4 _ S L
De plus nous n’observons ni fuite de K* 1ntracellula1re ni hémolyse aprés 1 addltlon de

g ces solutlons tampons qui ne contiennent pas d’AmB.

Dans un second temps, nous avons évalué l’effet des solutlons méres d’AmB preparees a
'dlfferents pH acides (3,8, 4, 4,4, 5, 5,4). Les résultats obtenus sont regroupés sur les figures

o N°6 o 7 _

o Pour determmer le contenu cellulaire total en hémoglobine et en K, 500ul de la solution

érythrocytaire témoin (ot aucune addition n’a été faite) et 2mL d’eau distillée sont

-~ additionnés, et suite & une forte agitation les cellules sont totalement lysées, ce qui correspond

au' 100% de K* et d’hémoglobine.
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La figure N°6 représente I’effet des solutions méres d’AmB (10™*M) préparées a des pH

acides, sur la fuite du K intracellulaire chez le globule rouge (la concentration finale en AmB

est de 10°M).

La courbe (a) représente la courbe témoin ot aucune addition n’a été faite. Le K*
intra érythrocytaire reste constant. Nous n’observons aucune fuite de K vers Ie
milieu extracellulaire au cours des 90 minutes d’incubation a 37°C sous agitation
continue. ‘

La courbe (b) représente 1’effet de la solution d’AmB préparée dans du DMSO sur -
le globule rouge. Elle montre qu’en 5 minutes d’incubation les globules rouges ont
perdu 80% de leur K* et au bout de 30 minutes les cellules n’ont plus que 5% de

K" 1ntracellula1re

Les courbes (c) (d) (e) et (f) representent respec‘uvement, l’effet des solutlons

meres d AmB preparees dans les tampons a dlfferents pH a01des PH38;4; 4 A

B et 5) Nous remarquons que les erythrocytes perdent 80% de leur K™ intracellulaire

1nutes d’1ncubat1on et autour de 90% au bout de 90 mlnutes

La cour e (g) represente I’effet de Ia solutlon mere ‘d’AmB préparée a pH 5 4 les ‘

""globul' js"‘-'\rouges perdent 20% de leur K* intracellulaire aprés S5 rmnutes '

o d’1nc"'batlon a 37°C sous agitation continue. Ce taux reste constant durant 90_

Y 'mlnutes

D apres les resultats obtenus, nous remarquons que Ies solutlons méres d AmB:

o preparees a pH 38;4; 44 et 5 1ndu1sent une fulte trés importante du K" 1ntra .‘

_erythrocytalre (75 a 80% du total) en 5 minutes d’1ncubatlon Il en est de méme avec

:la solu‘uon Kk AmB préparée dans le DMSO. D’autre part avec la solution mére -

| d AmB preparee a pH 5,4, nous n’observons que 20% de fuite de K* intracellulaire. Il

semble qu ’il 'y a une protection du globule rouge de 80% par rapport aux solut1ons

d’AmB préparées aussi bien dans le DMSO que dans des tampons de pH3,8; 4;
4,4 et 5. '
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Figure N°: Effet des solutions méres d'AmB(10"M)
préparées a des pH acides sur I fuite de K chez le
globule rouge (la concé'nti‘ation finale est de 10'5M).

& courbe (a): Témoin

—{— courbe (b): [SM] & 10-4M d'AmB/DMSO
—A— courbe (c) :[SM] & 10-4M d'AmB/pH3,8
—¢— courbe (d): [SM] & 10-4M d'AmB/pH4
—O— courbe(e) :[SM] a 10-4M d'AmB/pH4,4
—aA— courbe (f): [SM] 4 10-4M d'AmB/pHS
—&— courbe(g): [SM] & 10-4M d'AmB/pH5,4

®L@ |

33




~ Résultats et discussion

La figure N°7 représente a 37°C I’effet des solutions méres d’AmB (10*M) préparées a

des pH acides, sur la libération de I’hémoglobine par le globule rouge (la concentration finale

en AmB est de 10°M).

La courbe (a) représente la courbe témoin ou il n’y a aucune addition
d’antifongique. Nous n’observons pas d’hémoglobine dans le milieu
extracellulaire durant les 90 minutes d’incubation.

La courbe (b) représente l’effet de la solution mére d’AmB préparée 4 10™* M dans
du DMSO. Le taux d’hémoglobine extracellulaire est de 70% aprés 5 minutes
d’incubation et atteint un taux de 90% au bout de 90 minutes, 100% représentant la

lyse totale des globules rouges.

'Les courbes (c), (d) et (e) representent respectlvement l’effet des solutlons meres

& AmB preparees aux pH 3 8 4 et 4,4. Les globules rouges perdent en 5 minutes

pres de 30% de leur hemoglobme et autour de 50% aprés 15 minutes d’incubation.

o Cette perte ést autour de 80% au bout de 90 minutes d’incubation.

o 'l"3.0: mllnutes d’1ncubat10n les globules rouges perdent 50% de leur hémoglobme ‘.3

La courbe (f) représente l’effet de la solut1on mére d’AmB preparee a pHS. Apres ,

e :Cette perte est estimée a 70% au bout de 90 mmutes d’mcuba’uon

o :La COurbe (g) représente l’effet de la solutlon mere d’AmB preparee a pH 5.4, Le

RN IES taux d hemogloblne extracellulalre est de 20% au bout de 90 minutes d’incubation.

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons que les solutions méres d’AmB piéparées

l' a pH 3,8;4; 4 4 et S induisent une 11beratlon massive de ’hémoglobine au bout de 90
m1nutes d’1ncubat1on 11 en est de méme avec la solutlon &’AmB préparée dans le DMSO. En o
effet nous observons une lyse totale des érythrocytes. D’autre part avec la solution mére

" d’AmB preparee 4 pH 5,4, la libération de ’hémoglobine n’est que de 20% en 90 mmutes :

d’incubation. Il semble qu’a ce pH le globule rouge soit mieux protege de I’action de ’AmB

’ qu’aux solutions d’AmB préparées aussi bien dans le DMSO qu’aux pH 3,8 ; 4; 4,4 et 5. De

plus, cette perte d’hémoglobine est parallele 4 la fuite de K intra érythrocytaire.

34



Résultats et discussion

100 1

80 -

60

40

[hémoglobine] extracellulaire (%

20 A

3 ()

(] Ee)
: 0 (c)
. RO

®

&
v

——— + - + ()
5 10 15 30 60 90 -
Temps(heures)

" Figure N°7: Effet des solutions méres d'AmB(10™*M)

préparées a des pH acides sur la perte de I'hémoglobine

chez le globule rouge (la concentration finale est de

10°M ) |
—6— coutbe (a): Témoin ,
—{}— courbe (b): [SM] & 10-4M d'AmB/DM SO
—/— courbe (¢) :[SM] a 10-4M d'AmB/pH3,8
—>¢ courbe (d): [SM] 4 10-4M d'AmB/pH4
—O— courbe(e) :[SM] 4 10-4M d'AmB/pH4,4
—a— courbe (f): [SM] & 10-4M d'AmB/pH5
—e— courbe(g): [SM] 4 10-4M d'AmB/pHS5,4
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1.1.2. Solutions d’AmB préparées aux pH > 7,4 :

‘Comme précédemment fait aux pH<7,4, nous avons tout d’abord, testé I’innocuité des

' dlfferentes solutions tampons de pH>7,4 utilisées pour la solubilisation de I’amphotéricine B.
' L’addition des solutions tampons carbonate/bicarbonate (10mM) aux pH 10 et 10, 8 au

rmheu reactlonnel en quantités équivalentes a celle de la solution antifongique 2 a_]outer,

n mdult aucune modification du pH du milieu. Ce dernier reste constant & pH 7.4.

De plus, tious n’observons ni fuite de K" intracellulaire, ni hémolyse suite a I’ addmon de

ces solutions tampons en absence d’AmB. Il en est de méme avec le PBS (10mM) pH7, 4

Ensulte nous avons evalue l’effet des solutlons méres d’AmB preparées a des pH alcallns '

’Les résultats obtenus sont regroupés sur les ﬁgures N°8 et 9.

i Laﬁgure N°8 fépréééﬁfe .l;eff’et'dés Sblutions mér'és ’AmB (10*M) préparées a des pH
RRER "alcalms, sur la fulte du K 1ntracellula1re chez le globule rouge (la concentration finale en
L "AmB est de 10 5M) '

' La courbe (a) represente la courbe temom sans aucune addition. Le K+ mtra )

o 'el'ythrocytalre reste constant. Nous n’observons aucune fuite vers le mlheu' -

"'extracellulaue au cours des 90 minutes d’incubation & 37°C sous agltatlon .

o contmue

La courbe &)) représente l’effet de la solutlon d’AmB preparee dans du DMSOF
Les globules rouges perdent 80% de leur K* en 5 minutes d’incubation. Les_

cellules sont totalement vidées de leur K* au bout de 90 minutes d’incubaftio'n, o

vLé'céu’rb'e (c) représente ’effet de la solution d’AmB préparée & pH 7,4.' Noh‘s
' rémafquons que les érythrocytes perdent 80% de leur K* intracellulaire aprés 5

‘minutes d’incubation. Au bout de 60 minutes d’incubation, cette fuite est estimée a

90%. ‘ A

La courbe (d) représente Peffet de la solution mére ¢’ AmB préparée apH 10. Ty a
une fuite massive du K" intra érythrocytaire (90%) aprés 5 minutes d’incubationi.

Au bout de 60 minutes d’incubation la fuite est totale. , _ _

La éburbe (e) représente I’effet de la solution mére d’AmB-'prépar.ée' apH 10;8. Le

taux de K' extracellulaire est estimé & 25% aprés 5 minutes d’incubation. Ce taux -

reste constant durant les 90 minutes d’incubation.
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| D’apres les résultats obtenus, la solution meére d’ AmB préparée a pH 10,8 permet une

protection des érythrocytes. En effet, alors qu’avec les solutions d’ AmB préparées aussi bien

‘dans du DMSO qu’a pH 10 ou 7,4 il y a une fuite quasi-totale de K* intra érythrocytaire, avec

la solution mére d’AmB préparée a pH10,8 il n’y a qu’une fuite de 20% du K' intra

érythrocytaire.
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Figure N°8:Effet des solutions méres d'AmB(10™*M)
préparées a des pH alcalins sur la fuite de K chezle

-+ globule rouge (la concentration finale est de 10'5M).

—&— courbe (a): Témoin

—3— courbe (b): [SM] & 10-4M d'AmB/DMSO
—— courbe (¢) :[SM] a 10-4M d'AmB/pH7,4
—¥— courbe (d): [SM] & 10-4M d'AmB/pHI10
—8— courbe (e) : [SM] & 10-4M d'AmB/pH10,8
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La figure N°9 représente I’effet des solutions méres d’AmB (10™M) préparées a des pH

alcalins, sur la perte de ’hémoglobine par le globule rouge (la concentration finale en AmB
est de IO'SM). .

D’af)"rés:
" apH 7,4 et 10 induisent une totale

‘minutes d’incubation €

de 90% aprés 15 mmute

mmutes d’1ncubat10n

La courbe (a) représente la courbe témoin sans aucune addition d’AmB. Nous

n’observons aucune perte d’hémoglobine durant les 90 minutes d’incubation.

La courbe (b) représente

d’incubation.

I’effet de la solution mére d’AmB préparée 3 10* M dans

du DMSO. 1l y a une libération massive de 1’hémoglobine prés de 70% aprés 5

t atteint un faux de 95% au bout de 90 minutes

La courbe (c) représente 1’effet de 1a solution d’AmB préparée a pH 74. Les .

= 90 rmnutes d mcubat1on .

La courbe (d) represente

' gl()bules"rouges perdent pres de 80% de leur hémoglobme aprés 5 minutes et pres,"

s d’incubation. Cette perte est autour deé 95% au bout de -

Peffet de 1a solution mére d’AmB préparée a pH 10. Les

globules rouges perdent 60% de leur hémoglobine aprés 5 minutes d’incubation, et

|
!
i

|

¢ 90 minutes d’incubation.

- P%es de 75% apres 15 minutes. L’hémolyse est estimée 4 80% au bout de 90%
La courbe (e) represente l’effet de la solution mere d’AmB 'p'ré'parée a pH 10,8.

‘Les globules rouges peE:rdent 10% \de leur hémoglobine au bout de 5 min.utes‘-

‘d’incubation et 15% aprfés 15 minutes. Ce taux d’hémoglobine est de 20% au bout
d

les résultats obtenus, nous remarquons que les solutions méres d’AmB préparées -

f.l,;.émolxse. au bout de 90 minutes d’incubation, Il en est de

" méme avec la solution d’AmB préparée dans le DMSO. D’autre part, avec la solution mére

d’AmB préparée a pH 10,8 la perte d’hémoglobine n’est que de 20%. I semble qu’il y a une

‘ dansleDMSOqu apH10ou74.

protection du globule rouge & pH 10,8 par rapport aux solutions d’AmB préparées aussi b1en_
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Flg N°9 Effet des solutions méres d'AmB(lO M)
préparées a des pH alcalins sur la perte de I'némoglobine
chez le globule rouge (la concentration finale est de
10°M)

—— courbe (a) Témom

—{3— courbe (b): [SM] 2 10-4M d'AmB/DMSO
—— courbe (c) :[SM] & 10-4M d'AmB/pH7,4
—X¥— courbe (d): [SM] & 10-4M d'AmB/pH10
—&— courbe (e) : [SM] a 10-4M d'AmB/pH10,8
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‘Résultats ét discussion

De I’ensemble des résultats, il ressort clairement que la toxicité de I’amphotéricine B vis-

~ a-vis du globule rouge est modulée par le pH de la solution mére. En effet, dans les mémes

conditions expérimentales (concentration de la solution mére d’AmB a 10°M, la

“concentration finale est & 10°M), les solutions stock d’antifongiques préparées aux pH 3,8,
 pH 4, pH 4,4, pH 5 et pH 10 induisent une fuite totale de K* intracellulaire et entre 70% et

'80% d’hémolyse. Cette toxicité est presque de méme amplitude en présence des solutions

préparées dans le DMSO qui induisent une lyse compléte des globules rouges eén 10 minutes
d’iricubation. En revanche, les solutions d’AmB préparées aux pH 5,4 et pH10,8 n’induisent

u'une fuite partielle de K intracellulaire (20%) et d’hémolyse (perte de 20%
quune tuite p

d’\hé’mdgl(')bine) en 90 minutes d’incubation, la toxicité de ’AmB est réduite de 80%. Il
' semble qu'avec la solution mére de 10“M d’AmB préparée dans le tampon acétate/acide
TR acethue (100mM) pH 5,4 ou dans le tampon carbonate/bicarbonate (10mM) pH 10,8 qu’il y

S 'ai':b‘fr'(n)‘técti()n du globule rbug_e.
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Résultats et discussion

1.1.3. Effet de la concentration croissante de ’AmB :

Sur la base des résultats obtenus il apparait que c’est 2 pH 5,4 et 4 pH 10,8 qu’il y a une

H'p'r'otecti'on du globule rouge humain. C’est pourquoi, nous avons envisagé de faire des courbes
" 'doSe/répODSe a ces pH. Nous avons fait varier la concentration finale d’AmB de 2x10°M a
C20x10°M.

La ﬁgure N°1O représente ’effet de concentratlons croissantes d’ AmB sur la fuite de K*

intracellulaire chez le globule rouge (le temps d’incubation est de 90 minutes). Les solutions

- meres utilisées de 107 "M ont été préparées dans des tampons de pH 5,4 ou 10,8.

e La courbe (@ montre 1’effet de la concentration croissante de lAmB pour les
solutions meéres préparées a 10*M dans le DMSO. Les globules rouges perdent
tout leur K* 1ntracellula1re pour une concentratlon finale d’AmB égale 210 6M

e Sur la courbe (b) est porté l’effet de la concentratron croissante de I’ AmB pour les
solutlons meres preparees a 10 M a pH5.4.La fuite de K intra érythrocytaire est

- de 20% pou:r des concentratlons firiales d’AmB allant de 2x10'6M 4 10x10°M. Ce

' 'taux est de 30% pour des concentrations finales de 15x10°M et 20x10°M

o La courbe (c) represente I’effet de la concentration croissante de I’AmB pour les I

: 'solutlons méres preparees 210*Ma pH 10,8. Les globules rouges perdent 20% de
‘leur K" intracellulaire pour des concentrations finales allant de 2x10°M a
' lelO'GM Ce taux est de 30% pour des concentrations finales de 15x10° 6M et‘ .

20x10*r4 |
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100

.80 -

60 -

[K+] extracellulaire (%)

20 A

®), ()

[AmB] x 10°M

Figure N°10: Effet de Ia concentration croissante de
I'amphotéricine B préparée a pHS,4 et pH 10,8 sur la
fuite de K chez le globule rouge.

—e— courbe (@): [SM] 2 10-4M d'AmB/DMSO
—A— courbe (b): [SM] a 10-4M d'AmB/pH5,4

—&—courbe (c) : [SM] & 10-4M d'AmB/pH10,8
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- Résultats et discussion

Sur la figure N°11 est porté ’effet de concentrations croissantes d’AmB sur la perte de
1’hémoglobine par le globule rouge (le temps d’incubation est de 90 minutes). Les solutions

méres de 10“M d’AmB ont été préparées dans deux tampons différents I’un 4 pHS5,4 ’autre 4

pH 10 8.

e La courbe (a) represente I’effet de la concentration croissante de I’AmB pour les
”solutlons préparées dans du DMSO. Les globules rouges perdent 70% de leur
hémogloblne pour une concentration finale d’AmB égale 4 2x10°M. Cette
'hém'olyse est presque totale a partir d’une concentration finale égale a 8x10°M.

o Les courbes (b) et (c) représentent respectiVém‘ent Peffet de la concentration
croissante de I’AmB pour les solutions préparées a pH 5,4 et 10,8. La perte de-
I hemoglobme est estimée a 20% pour des concentratlons d’AmB allant de
3x10°M & 10x10°M; L’ hemolyse est estimée a 30% pour les concentratlons
finales ¢’ AmB de 15x10°M 4 20x10°M.

' Il ressort de 1 ensemble des resultats obtenus qu’en augmentant la concentratlon ﬁnale

b' "d AmB Jusqu a 20x106M la toxicité vis-a-vis du globule rouge est largement réduite en .
| :utlhsant des solutlons méres d’AmB a pH 5,4 et 10,8 ; nous n *observons que 30% d’hemolyse' '
; dans ces condltlons expérlmentales alors que les solutions méres préparées dans le DMSO

.1ndu1sent une lyse totale des érythrocytes a une concentration finale de 2x10° M.
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[hémoglobine] extracellulaire (%
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bFigure N°11: Effet de la concentration 'ci'bisséhte de

I'amphotéricine B préparée a pHS5,4 et pH 10,8 surla
perte de I'hémoglobine chez le globule rouge.

—&— courbe (a): [SM] & 10-4M d'AmB/DMSO
~—— courbe (b): [SM] 4 10-4M d'AmB/pHS5,4

—B— courbe (c): [SM] & 10-4M d'AmB/pH10,8
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~ Résultats et discussion

'1' 2 Effet de la variation du pH sur Pactivité antifongique de l’arnphotéricine B vis-a-vis
| des levures Candida albicans.
Les resultats obtenus jusqu’a présent, montrent que 1a toxicité de ’AmB envers les
o globules rouges dépend du pH de la solution stock, c’est pourqu01 il nous a paru nécessaire de
' vfarre le parallele entre les effets toxiques décrits plus haut et I’activité antifongique sur
' C albzcans dans les mémes cond1tlons experlmentales |
Dans un premler temps nous avons testé ’innocuité du solvant L’addition des différentes
solutions tampons aux différents pH (pH de 3.8 a lO 8) en absence d’AmB en quantités
équrvalentes a “celle de la solution antifongique a aJouter n’induit pas de modification du pH
‘du m1l1eu de culfure (pH5.,8), les cro1ssances sont réalisées a pHS5,8 £0 ,2, et nous n observons.
s aucune mhlb1t1on de la croissance chez les levures C. albzcans

De plus quel que soit le pH de la solution mére, pour une concentratlon ﬁnale d’AmB de

o lO ¥ M la cro1ssance des levures est inhibée durant les 10heures de suivi. Cest pourquoi afin

| ""de m1eux apprécrer l’effet du pH des solutions stock d’AmB sur I’activité antifongique de la
'molécule nous avons redurt la concentration finale & 2x10° 6M

1 2 1 Solutlons d’AmB preparees aux pH <17, 4
| La ﬁgure N°12 représente Peffet de la variation du pH (de 3, 8 a 5 4) de la solut10n mere_-

A AmB preparée a 10'4M sur son activité antifongique vis-a-vis des levures la concentration

‘ﬁnaledAmBestde2x106M o .
La courbe (a) represente la culture temorn sans aucune add1t1on Apres une phase
de latence de 2 heures, les levures sont en phase exponentielle de croissance ; le
nombre de cellules augmente pour atteindre le maximum au bout de 8 heures
d’incubation. Les levures atteignent la phase stationnaire qui va jusqu’a 10 heures
‘d’incubation. | |
- o La courbe (b) represente I’effet de la solution mére d’AmB ‘préparée-. dans du
DMSO. 'Le nombre de cellules de départ reste constant durant les 10 heures
d’incubation. |
e La courbe (c) représente I’effet de la solution mére d’AmB préparée a pH 3,8 sur
la croissance de C. albicans. Aprés une phase de latence de 2 heures, le nombre de

cellules augmente et atteint un maximum de 50% par rapport a la culture témoin

au bout de 8 heures d’incubation.
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. Les courbes (d), (e), (f) et (g) représentent respectivement ’effet des solutions
méres ¢’AmB préparées a pH 4 ; 4,4 ; 5 et 5,4. Nous observons un prolongement

dela phase de latence durant les 10 heures d’incubation.

D’apres les resultats obtenus il ressort clalrement qu en faisant varier le pH des

'solutlons méres d’AmB préparées 3 10 M de pH 4 a pH 5,4, ’activité antifongique est

mamtenue v1s-a-v1s de la levure C. albicans durant les 10 heures de su1v1 En effet, la

' crmssance des levures semble étre totalement inhibée dans ces conditions de culture. Par contre,

pour les solutions méres &’AmB préparées 4 pH 3,8, nous observons une perte de P’efficacité

estimée 4 50%.
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Figure N°12: Effet des pH acides des solutions méres
d'AmB solubilsées a 10M (la concentration finale a
2x10°°M) sur son activité antifongique vis-a-vis de C.
' albicans.
~—6— courbe(a): Témoin

—a— courbe (b)-(d)-( €)-(H)-(g):[SM] & 10-4M d'AmB préparées dans du DMSO et
dans des tampons de pH4 - pH4,4 - pHS et pHS5,4
—A— courbe( ¢): [SM] & 10-4M d'AmB 2 pH3,8
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1.2.2. Solutions d’AmB préparées aux pH>74 :
La figure N°13 représente ’effet de la variation du pH (de 7,4 4 10,8) de la solution mére

- d’AmB préparée a 10™*M sur son activité antifongique vis-a-vis des levures, la concentration

finale d’AmB est de 2x10°M.

e La courbe (a) représente la culture témoin sans aucune addition. Aprés une phase
de latence de 2 heures, les levures sont en phase exponentielle de croissance ; le
nombre de cellules augmente pour atteindre le maximum au bout de 8 heures
d’incubaﬁon. Les levures atteignent la phase stationnaire qui va jusqu’a 10 heures
d’incubation. “ .

e La courbe (b) représente I’effet de la solution mére d’AmB préparée darvlsv du
DMSO. Le nombre de cellules de départ reste constant durant les 10 heures
d’incubation. ’ - | - | '

e Les courbes (C); (a) et (e)" réprééente’nt réispéétivemehtvl’effet des solutions méres

' d’m?préparées apH 7,4, 10 et 10,8. Aprés une phase de latence de 6 heures, le
ho'ﬁillbzr{e'%de'bellmés'augmente trés peu, en effet le maximum atteint est de 10% par
rapport 4 la culture témoin au bout de 10 heures d’incubation. La croissance est -

inhibée 3 90%.

| D5aprés les tésultats obtenus, il ressort clairement qu’en faisant varier le pH des

sdlutiOns méres a 10* M &’AmB de pH 7,4 a pH 10,8, I’activité antifongique est maintenue

vis-a-vis de la levure C. albicans. En effet, la croissance des levures semble étre totalement -

inhibée dans ces conditions de cultures.
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Figure N°13: Effet des pH alcalins des solutions méres

d'AmB solubilisées 3 10“M (la concentration finale 2

2x10°°M) sur son activité antifongique vis-a-vis de C.
albicans.

~0-— courbe(a): Témoin

—=— courbe (b)[SM] & 10-4M d'AmB/DMSO

—4— courbe(c)-(d) et (¢): [SM] & 10-4M préparées dans des tampons & pH7,4-|

10 et 10,8
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1.2.3. Effet de la variation du pH sur P’activité antifongique de Pamphotéricine B 2 une

concentration finale de 2x107M :

Suite aux résultats que nous avons obtenus, il semble que la souche de levure que nous

avons utilisée est sensible & I’action de I’AmB pour une concentration finale de 2x10°M quel

qué soit les conditions de pH de la solution antifongique excepté 4 pH3,8 ot I’ AmB perd son

activité vis-a-vis de la levure.

~ C’est pourquoi, afin d’avoir une meilleure appréciation‘de Peffet de la modlﬂatio_n du

pH sur Pactivité antifongique de la molécule, nous avons réduit la concentration fifiale de_-

? . -7 : . “
I’AmB a 2x10"M. Ceean )

a- Solutlons &’ AmB préparées aux pH <74 4

La figure N°14 représente 1’effet de la variation du pH (de 43a 5 4) de la solutlon mére

&’AmB preparée 4 10*M sur son activité antifongique vis-a-vis des levures, la concentration

ﬂnale d AmB est de 2x10" 7M

Sur la courbe (a) est porte le nombre de cellules obtenues par umté de volume de :

bla culture temom sans aucune addition. Elle représente la référence 100% de

CI'OISSEII’ICG

La courbe (b) montre l’effet dela solutlon mere d AmB préparée dans du DMSO L
‘Le nombre de cellules .de départ reste constant durant les 10 heures d’incubation.
'La courbe (c) représente I’effet de la solution d’AmB préparée a pH 4. Aprés une -

'phase de latence de 4 heures, le nombre de cellules augmente et atteint un

maximum de 30% par rapport & la culture témoin au bout de 8 heures d’inbubatibn.
Les levures sont ensuite en phase stationnaire. La croissance est inhibée & 70%. -
La courbe (d) représente I’effet de la solution d’AmB préparée & pH 4,4. Aprés’
une ﬁhase de latence de 4 heures, les cellules entrent en phase exponentielle ot ie
maximum atteint est 25% par rapport 4 la culture témoin au bout de 8 heures
d’incubation, le taux d’inhibition est estimé & 75%. - |
Sur la courbe (e) est porté ’effet de la solution d’AmB preparee a pH s, Nous |
remarquons suite & une phase de latence de 4 heures, que la croissance atteint un
maximum de 20% par rapport a la culture témoin au bout de 8 heures d’incubation.
L’inhibition est estimée & 80%.

La courbe (f) montre I’effet de la solution mére d’AmB préparée & pH 5.4. Le:

nombre de cellules de départ reste constant durant les 10 heures d’incubation.
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" Figure N°14: Effet de I variation des pH acides des
 solutions méres d'AmB solubilsées 3 10°*M (la
~ conce ntxﬁtibxi finale est 3 2x10""M) sur son activité
antifongique vis-a-vis de C. albicans.

—0-— courbe(a): Témoin

—a— courbe (b):[SM] 4 10-4M d'AmB/DMSO
—&— courbe(c): [SM] a 10-4M/ pH4

—¥— courbe(d): [SM] 4 10-4M d'AmB/pH4,4
~8— courbe(e): [SM}d'AmB/pH5

—2A— courbe(f):[SM]d'AmB a 10-4/pH5,4

52



Résultats et discussion -

Les résultats obtenus montrent que la modulation du pH des solutions méres d’AmB
modifie I"activité de I’antifongique vis-a-vis de la levure C. albicans. Aux pH 4, 4,4 et 5,

I’AmB perd jusqu’a 30% de son activité antifongique en comparaison a une solution témoin,

- préparée dans du DMSO (pour une concentration finale de 2x107M). En revanche, & pH 5,4

la molécule reste pleinement active envers la levure durant les 10 heures de suivi.

b- Solutions d’AmB préparees aux pH >74:

La figure N°15 représente 1’effet de la variation du pH (de 7, 4210 ,8) de la solutlon -

mére 10*M ¢’ AmB sur son activité ant1fong1que vis-a-vis des levures, la concentration finale

d’AmB dans le milieu de culture est de 2x107M. _
e La courbe' (a) représente la culture témoin sans addition d’antifongique, Cest la

| ’ reference 100% de croissance: _ _
e Sur la courbe (b) est porte 1’effet de la solutron mére d’AmB préparée dans du
’DMSO le nombre de cellules de départ reste constant durant les 10 heures

i 'vd’mcubatlon | n |

e '}Les courbes (c), (d) ot (e) reprééenterlt’ res’pe‘etbi’vement’ Peffet de la solution - .
L d AmB preparee 4 pH 7,4, 10 et 10 8. Le nombre de cellules de départ reste

a constant durant les 10 heures d’mcubatlon

Les resultats obtenus montrent qu en presence de solutlons méres d’AmB preparees

S aux pH 7, 4 10 et 10,8, l’antlfonglque est pleinement actif envers les levures C. albicans. ‘
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Figure N°15: Effet de Ia variation des pH alcalins des
solutions méres d'AmB solubilsées 2 10™M (la

concentration finale est 2 2x10'7M) sur son activité
antifongique vis-a-vis de C. albicans .

—&— courbe(a): Témoin
~—a— courbe (b):[SM] & 10-4M d'AmB/DMSO

—A— courbe(c), (d) et (e): [SM] & 10-4M d'AmB préparée dans des tampons de
pH7,4-10et 10,8
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Les résultats obtenus montrent que la variation de pH des solutions meres d’AmB
module la toxicité sélective de cette molécule aussi bien vis-a-vis du globule rouge humain,
que vis-2-vis de la levure Candida albicans. En effet, les solutions méres d’AmB (10*M)
préparées au pH 3,8, 4, 4,4, 5, 7,4 et 10, induisent une fuite totale du K" intracellulaire et une
lyse cellulaire. Il en est de méme pour les solutions d’AmB préparées dans le DMSO. En

' révanche, a pH 54 et 10,8, la toxicité vis-a-vis du globule rouge est fortement

réduite puisque dans ces conditions I’AmB n’induit que 20% de fuite de K' intra -

érythrocytaire et comparativement aux solutions meéres habituellement préparées dans du |
DMSO qui induisent une totale hémolyse chez le globule rougé, les solutions meéres d’ AmB
préparées dans des tampons de pH 5,4 ou 10,8 n’entrainent qu’une libération d’hémoglobiné ‘
limitée (20% de I’hémoglobine totale) tout en maintenant son activité vis-a-vis de la levire

Ccz_ndida albicans.
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$. EFFET DE LA VARIATION DU pH SUR L’ETAT PHYSIQUE DE LA -

‘MOLECULE D’AMPHOTERICINE B :
En solution aqueuse, I’amphotéricine B est un mélange de différentes espéces :
monom¢éres solubles, oligoméres solubles et agrégats insolubles (Mazerski J. et coll., 1982).

~ Quel que soit le type de formulation utilisée et quel que soit le mécanisme d’action mis en

ceuvre, la toxicité de I’amphotéricine B est lice a ’interaction entre un certain type de forme

de 1a molécule présente dans le milieu, avec les cellules cibles.
Cette information a orienté les investigations vers la détermination de la forme

d amphoterlclne B qui est responsable de la toxicité cellulalre

Bolard J. et coll.(1991) démontrent que 1’équilibre entre monomeres et agrégats joue un

‘1ole 1mportant dans |’activité de la drogue. La toxicité de I’amphotéricine B vis-a-vis des
. membranes contenant de I’ ergostérol est observée a des concentrations auxquelles
lamphoterlclne B est entiérement sous forme monomérique. Elle serait alors capable de
s ass001er aux molecules d’ergostérol presentes dans la membrane (cellules fongiques), ce qui
B condulralt a la formatron de canaux En revanche, il apparait que la fuite de potassium induite

‘ par l’amphoterlcme B chez les membranes 2 cholestérol et plus ‘particuliérement chez le

" globule rouge survient uniquement lorsque I’amphotéricine B est sous forme d’ohgomeres. o

- dans le mlheu

Alors que les monoméres d’amphoterlcme B sont trop courts pour étre toxiques v1s a-’

v1s des cellules anrmales ils peuvent en s’associant tete-beche former des diméres ayant une
: plus grande longueur (Bolard J. et coll., 1997). Par consequent le seuil de concentration au-
dela duquel l’ol1gomere apparait semble determmer Pactivité de l’amphotencme B.

Par allleurs le prechauffage des solutions d’amphoterlclne B permet d’augmenter la

tallle des agregats (Ernst C. et coll., 1978). La formation de ces super agrégats survient dans

les solutlons meéres & faibles concentrat1ons ol il y a un maximum de monomeres. Les

agregats vont se combiner aux monomeres formant ainsi les super agrégats (Gaboriau F. et

coll;, 1997a). La formation de ces super agrégats diminue fortement la toxicité aussi bien in

vitro envers le globule rouge (Gaboriau F. et coll., 1997b) que in vivo chez les souris (Petit C.

et coll., 1998)

~ De ces études, il ressort clairement que c’est sous la forme de super agregats 1nsolub1es |
que l’amphotérlclne B est de moindre toxicité vis-a-vis des cellules animales. Cette

découverte a été d’un intérét fondamental, puisque la recherche de nouvelles formulations

. s’est orientée vers les moyens de favoriseér cet état super agrégé de la molécule.
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B "'spectr

Toutes ces études montrent que ’activité de I’amphotéricine B est fortement liée a son
état physique.

C’est pourquoi, sur la base des résultats que nous avons obtenus jusqu’a présent qui

" montrent que V’activité de la molécule d’amphotéricine B aussi bien vis-a-vis du globule

rouge humain que vis-a-vis des levures, semble étre fonction du pH de la solution mére, nous
avons voulu voir sous quelle forme se trouve I’amphotéricine B en fonction de.chaque
condition de pH.

Dans un premier temps nous jiavons voulu voir si les différentes formes de I’AmB

présentes dans les solutions antifq‘)ngiques sont fonction du pH de ces derniéres. C’est

pourquoi nous avons préparé les différentes solutions meéres d’antifongiques a une
"cbneentratidnde 10™M a différents pH (3,8 ;434,455,223 5,4;7,4;9,5;10;10,5 et 10,8)
'et nous avons analyse ces solutions méres par le dichroisme circulaire (DC) et par

o spectroscople d’absorbance

‘Le d1chr01sme clrculau'e nous permet de mieux apprecler les formes agregees alors que la

cople d’absorbanee nous permet de mieux apprecler les formes monomériques. Les

' 'solutlons sont' preparees le _]01.11‘ méme de leur utilisation et maintenues 20 minutes a

| temperature amblante avant analyse

Rappelons que 1o plc du coefﬁ01ent d’extmctlon ‘molaire des super agregats est observe

| aux longueurs d’ondes autour de 322nm, celui des agrégats autour de 339nm alors que les .

menomeres absorbent a des longueurs d’ondes autour de 409nm (Gaboriau F. et coll., 1997a),
" Selon Legrand P. et coll. (1992), I’AmB solubilisée 4 10*M dans le DMSO présente un

plc @ extinction melaire du dichroisme circulaire autour de 330nm (centré a 340nm), ce qui

‘correspond & la présence de formes agrégées. La spectroscopié d’absorbance met quant a elle

en évidence les formes monomériques et oligomériques solubles, ot des pics d’absorption

' rheléeulaire d’intensité décroissante sont observés 4 413nm, 390nm, 369nm et 350nm.
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%.4. Etat physique de ’AmB dans des conditions acides (pH<7,4)
4,4.4Etat de la molécule d’AmB solubilisée a2 10*M dans du tampon acétate/acide
acétique pH 3,8 :
La figure N° 16A représente le spectre de dichroisme circulaire d’une solution meére
&’ AmB solubilisée & 10™*M dans du tampon acétate/acide acétique pH 3,8. Nous remarquons
un pic du coefficient d’extinction molaire As = 409,372 Mol .cm™ 2 une longueur d’onde de
328nm. En effet, le doublet excitonique est centré a 342nm, dont la composante positive a
328nm est de As = 409,372 Mol'l.cm'l, et la composante négative a 352nm est  de
Ae = -277,75 Mol .cm™, ce qui suggére la présence des formes agrégées insolubles. Nous
observons aussi, trois autres bandes négatives & 366nm (As =-277,99 Mol .cm™), 4 390nm
| (As—-166 032 Mol™.cm™) et & 421nm (Ae = -99,71 Mol ™.cm™), S
" Les spectres d’absorpuon de Ia solution mére ’AmB solublhsee a 104M dans du tampon
} 'acetate/amde acéthue pH 3,8 sont regroupés sur la figure N°16B. Nous observons des pics
y d’absorptlon de O 83 et 0, 85 pour des longueu:rs d’ondes de 417nm et 422nm respectivement.
‘Ils sont trés falbles par rapport au pic observé 4 une longueur d’onde autour de 336nm, qui est
| Testlme a 1 45 ce qu1 nous lalsse supposer quil y a peu de formes monomériques solubles.
‘ L’ensemble des spectres enreg1stres (par dichroisme 01rcu1a1re et par I’absorptlon -
" Imoleculalre) suggere que T AmB solubilisée a 10*M dans du tampon acétate/acide acet1que_'

pH 3, 8 est essentlellement sous forme d’agregats msolubles
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Figure N°16 : Spectres du Dichroisme Circulaire (A) et d’absorption (B) des

solutions méres d’AmB (10*M) a pH 3,8.
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9.4.2 Etat de la molécule d’AmB solubilisée 2 10*M dans du tampon acétate/acide

~acétique pH4 :

La figure N°17A représente le spectre de dichroisme circulaire d’une solution meére
d’AmB solubilisée 4 10*M dans du tampon acétate/acide acétique a4 pH4. On note a une

longueur d’onde de 328nm un pic du coefficient d’extinction molaire

" Ag = 385,803' Mol'l.cm'l. Le doublet excitonique est centré a 346nm, dont la composante
'pOSitive a 329nm est de Ae = 385,803Mol .cm™, et la composante négative a 357nm est de

 Ae=-239,015 Mol .cm™, ce qui nous laisse supposer la prédominance des formes agrégées

insolubles. On observe aussi trois bandes négatives ; & 369nm  (Ae = -280,90 Mol.cm™), 4
391am (Aa =-181,217 Mol'".cm™) et 4 421nm (Ae =-108,36 Mol .cm™).
Les spectres d’absorptlon d’une solution mére d’AmB solublhsee a 104M dans du

tampon acetate/a01de acétique 4 pH4 sont regroupés sur la figurée N°17B. Les pics

'd’absorptlon sont de 0,92 et 0, 93 pour des longueurs d’ondes de 419nm et 421nm
1 respectlvement Ils sont trés falbles par ‘rapport au pic observé a une longueur d’onde autour
B de 341nm, qu1 est estimé a 1, 56 ce qui laisse supposer une faible présence de monoméres
-’ _ ‘solubles . » ,
o L ensemble des spectres enreglstres (par dichroisme c1rcu1a1re et par l’absorptlon‘

| moleculalre) suggere que la solution mére d’AmB solubilisée & 10*M dans du tampon‘

acétate/ac1de acet1que a pH4 est essentiellement sous forme d’agrégats insolubles.
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Figure'N°17 : Specires du Dichroisme Circulaire (A) et d’absorption (B) des

solutions méres d’AmB (10“M) a pH 4.
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&.4.3.Etat de la molécule d’AmB solubilisée 2 10“M dans du tampon acétate/acide
‘ aCéfique pH4,4 :

| La figure N°18A représente le spectre de dichroisme circulaire d’une solution mére

B ik AmB solubilisée & 10*M dans du tampon acétate/acide acétique a pH4,4. Nous remarquons

a4 une longueur d’onde A=329nm, un pic du coefficient d’extinction molaire

Ag = 243,729Mol™ .cm’, ce qui suggére la présence des formes agrégées insolubles. En effet,
le doublet excitonique est centré i 346nm, dont la composante positive 4 329nm est de
AF385,803M61'1.Cm'1, et la composante négative 4 356nm est de Ae = -135,22 Mol .cm™.

On note aussi trois bandes négatives ; 4 369nm (Ae=-181,106Mol’.cm™), & 393nm

' (Ae=-132,07 Mol".cm™) et 2 422nm (Ae = -83,53 Mol-.cm™).

‘Les spectres d’absorption d’une solution mére d’AmB solubﬂlsee a 104M dans du :

tampon acétate / acide acétique a pH 4,4 sont regroupés sur la ﬁgure N°18B. Les pics

B d’absorptlon sont de 0,86 et 0,88 pour des longueurs d’ondes de 419nm et 422nm

“respectlvement Iis' sont plus faibles que le pic observé a une longueur d’onde autour de
e _""‘“344nm, qu1 est estlme al 34 ce qu1 suggére une faible présence de monomeres solubles. -

R ensemble “dés spectres enregistrés (par dichroisme circulaire et par I’absorptlon

molecu1a1re) nous lalsse penser que I’AmB solubilisée 4 10*M dans du tampon acétate/ ac1de

iacethue a pH 4,4 est essent1ellement sous forme d’agrégats insolubles.
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Figure N°18 : Spectres du Dichroisme Circulaire (A) et d’absorption (B) des
solutions méres d’AmB (10M) 2 pH 4,4.
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Z.A4.4Etat de la molécule d’AmB solubilisée a 10°M dans du tampon acétate/acide

acétique pHS:

 La figure N°19A représente le spectre de dichroisme circulaire de la solution d’AmB
solub.il"is'éé 4 10*M dans du tampon acétate/acide acétique pHS. Nous remarquons a une
longﬁem' d’onde A=328nm, un pic du coefficient d’extinction molaire Ae=157,778Mol ™ .cm™,

qui'sérait dfi 4 la présence des formes agrégées insolubles. En effet, le doublet excitonique est

' centre a 347nm dont la composante positive & 328nm est de Ae=157,778Mol".cm™, et la

composante negatlve 4 357nm est de Ae = -86,389Mol.cm™. On note également trois bandes

négatives ; 4 370nm (Ae = -120,67Mol  .cm™ ) 4 390nm (Ae = -93,44 Mol .cm™) et 4 422nm

(As =-62 Mol.cm™).

" Les spectres d’absorptlon de la solution d*’AmB solublhsee a 104M dans du tampon
acétate/acide acétique pH5 sont regroupés sur la figure N°19B. Les pics d’absorption sont de

0,81 et 0,82 pour des longueurs d’ondes de 418nm et 421nm respectivement. Ils sont

beaucoup plus falbles que le pic observé a une longueur d’onde autour de 342nm; qui est

estimé A 1,16 ce qu1 est probablement dii & une faible proportion de monomeres solubles.

L’ensemble des spectres enregistrés (par dichroisme circulaire et par l’absorptlon

:g moleculalre) suggere que la solution d’AmB solubilisée & 10*M dans du tampon acetate/ac1d_e

acétique pHS5 est essentiellement sous forme d’agrégats insolubles.
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Figure N°19 : Spectres du Dichroisme Circulaire (A) et d’absorption (B) des

solutions méres d’AmB (10*M) a pH 5.
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2.4.S Etat de la molécule d’AmB solubilisée a2 10*M dans du tampon acétate/acide
acétique pH 5,2 :
~ La figure N°20A représente le spectre de dichroisme circulaire de la solution d’AmB
solubilisée 2 10*M dans du tampon acétate/acide acétique pH 5,2. On remarque qu’il existe

un pic du coefficient d’extinction molaire de Ae=118,853Mol”.cm™

a une longueur d’onde de
' 328nm, qui serait éventuellement dfi & la présence des formes agrégées insolubles. En effet, le
double’t excitonique est centré a 345nm, dont la composante positive a 328nm est de
'A8—118 853Mol ™ .cm™ et la composante négative 2 357nm est de Ae = -55,28Mol L.cm’ L On
' observe aussi trois bandes négatives ; 4 370nm (Ae = -81,91Mol’ cm'l) 4 393nm (Ae=-68,33
Mol om’ ) et 4 422nm (Ae=-46,41 Mol .cm™).

Les spectres d’absorptlon de la solution ’AmB solublllsee a 10*M dans du tampon
g ‘acetate/a01de acethue pH 5,2 sont regroupes sur la ﬁgure N°20B. Les pics d’absorption sont
de O 80 et 0,82 aux longueurs d’ondés de 417nm et 422nm respectlvement qui sont plus
" '_fa1b1es que celul observe an une longueur d’onde autour de 341nm, qu1 ‘est estimé a 1,12. Ceci
L "'.’-’:i":nous laisse supposer que les monoméres solubles sont peu présents dans ces conditions

'.experlmentales | | . | |
. L ensemble des spectres enreglstres (par dlchro1sme clrculalre et par I’absorptlon o

| moleculalre) suggere que la solution d’AmB solubilisée & 10*M dans du tampon acetate/ac1de. :

' acethue pH 5 2 est essentiellement sous forme d’agrégats insolubles.
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Figure N°20 : Spectres du Dichroisme Circulaire (A) et d’absorptioh (B)' désv

solutions méres d’AmB (10*M) a pH 5,2.
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9 A.(Etat de la molécule d’AmB solubilisée 2 10“M dans du tampon acétate/acide

acétique pH 5,4 :

La figure N°21A représente le spectre de dichroisme circulaire de la solution d’AmB
solubilisée & 10*M dans du tampon acétate/acide acétique a pH5,4. On note & une longueur
d’onde de 327nm un pic du coefficient d’extinction molaire Ae = 106,404Mol.cm™, le
doublet excitonique est centré a4 347nm, dont la composante positive & 327nm est de
Ag = 106,404Mol " .cm™ et la composante négative & 357nm est de Ag = -53,75Mol™.cm™, ce
qui seraif doala pre’éen‘ce des formes agrégées insolubles. On observe également trois bandes
négatives ; 4 371nm (Ae = -78,029Mol " .cm™), 2 393nm (Ae = -61,57 Mol .cm™) et 4 422nm
(Ae = - 41,87Mol " .cm™). o | o

Les ‘spectres d’abSorpfiori de la solution d’AmB solubilisée & 10;4M déns'dﬁ"tammn '

aoetate/amde acethue a pH 5,4 sont regroupés sur la figure N°21B. Les pics d’absorptlon sont:'

de 0 77 et 0, 78 aux longueurs d’ondes de 417nm et 422nm respectwement, et de 1,06 & une

longueur d’onde de 340nm, ce qux suggere une faible proportion de monomeéres solubles.

L’ensemble des spectres ‘enregistrés ' (par dichroisme circulaire et par l’absorptlon ‘

moleculalre) lalsse supposer que la solution d’AmB solubilisée a 10*M dans du tampon

acetate/aclde acet1que a pH 5,4 est sous forme d’un mélange de formes monomenques.‘ o

' solubles et agregeesl insolubles.
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Figure N°21 : Spectres du Dichroisme Circulaire (A) et d’absorbance (B) des

solutions méres d’AmB (10'4M) a pH 5,4.
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~ Les spectres du Dichroisme Circulaire nous permettent d’apprécier la présence des formes
agrégées (longueurs d’ondes autour de 339nm) et super agrégées (longueurs d’ondes autouf
de 322nm) de ’AmB. Les spectres d’absorption quant & eux, nous permettent de mieux

- apprécier les formes monomériques solubles (aux longueurs d’ondes autour de 409nm).

- Lafigure N°22 regroupe les spectres obtenus du dichroisme circulaire (DC) des solutions
meres &’ AmB solubilisées 2 10*M dans du tampon acétate/acide acétique aux pH inférieurs a
7.4 ) R , b, . , |

| Nous rerharquons 'qué les pics du coefficient d’extinction mbiairé Ae sont obtenus aux
longueurs d’ondes autour de 330nm, ce qui suppose que les solutions méres d’AmB
solubilisées a 10“M dans du tampon acétate/acide acéthue aux pH inférieurs a 7,4 renferment
des formes agrégees R
' '-f D autre part fnous constatons qﬁe 1orsque 1e pH de la solutlon mere augmente de pH3 8 a

1evcoefﬁc1ent d’extmctlon nlolmre As dmunue ce dernier” passe de 409 372 Mol em

H de la solutlon mére d AmB (solubilisée' a10° M) diminue (]usqu a pH3 8) plus le

ce qu1 suggere qu a pH 5 A il y a peu de formes agrégees

d’agrégats augment ‘

v f""'Par allleurs aucun p1c de At nlest observé aux 1ongueurs d’ondes de 322nm ce qu1

L lalssera1t penser qu 11 n’ y a pas de foxmatlon de super agrégats aux pH des solutlons meres

allant de 3,8 & 5 4 ce qu1 devrait &tre confirmé par d’autres méthodes ou d’autres techmques

" de mesures telles que la diffusion de lumiére ou la viscosité.
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Figure N°22 : Spectres du dichroisme circulaire des
solutions ’AmB préparées a 10™*M aux pH
inférieurs a 7,4.
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La ﬁgiire N°23 représente les spectres d’absorbance des solutions méres d’ AmB préparées
4 10*M aux pH inférieurs a 7,4.

Nous remarquons qu’aux pH allanf de 3,8 4 5,2, le signal de 1’absorbance aux longueur‘s'
d’ondes autour de 417nm et 422nm est d’urie part presque de mémme amplitude pour toutes ces
.condltlons‘ de pH d’autre part il est assez faible (absorbance inférieur a 1). Ces spectres
seraient en faveur d’une faible proportion de formes monomenques de la molécule d’AmB
dans ces condltlons de pH. De plus, le maximum d’absorbance est observé 2 des longueurs
d’ondes autour de 340nm ce qui confirmerait la présence des agregats _ |

Par allleurs le spectre d’absorbance de Ia solution d’AmB préparée & pHS 4 semble avoir
un aspect plus etale pour des longueurs d’ondes allant de 420 3 300nm, ce qui semblerait étre
en faveur de formes 1nterméd1a1res & AmB entre agrégats et monomeres solubles dans ces -

. o condltlons de pH
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Figure N°23 : Spectres de I’absorption des solutions
&’AmB préparées 3 10”°M aux pH inférieurs 2 7,4.
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2. 5. Etat physique de ’AmB dans des coﬁditions alcalinés (pH =27,4)

3.9, A Etat de la molécule d’ AmB solubilisée a 10“M dans du PBS pH 7,4 :

. " La ﬁgure' N°24A représente le spectre de dichroisme circulaire enregistré pour une

+ solution d’AmB solubilisée 2 10"*M dans du PBS pH 7,4. On remarque qu’il existe un pic du
coefficient d’extinction molaire Ae = 196,059Mol™.cm™ & une longueur d’onde de 327nm. Le
do‘ublet 've'x’c.itonique est centré & 347nm, dont la composante positive & 327nm, et la
compdsant'e‘briéfgati\fe a 357nm est de Ae = -107,668 Mol™.cm™ , ce qui suggere la présence
dés fonn¢$ a'gfé'gé'e‘s‘v insolubles. De plus, on observe trois bandes négatives; a 369nm
(e = 136,55 Mol'.cm™), & 392n0m (As=96,83 Mor‘:cm") et 4 422mm
(As—-6104M01 em). e -

Les spectres d’absorptlon de 1a solutlon d AmB solublhsee a 10 M dans du PBS
| pH7 4 sont regroupes sur la figure N°24B On observe des plcs d’absorptlon de 0,68 et 0,70

" pour des lon urs d’ondes de 417nm et 422nm’ respectlvement Un autre pic d’absorbance

longueur & onde autour de 343nm estimé a 0 95

es  spectres enreg1stres (par dlchrmsme c1rcu1a1re et par l’absorptlon
_ ous 1a1sse penser que 1a solution d’AmB solubilisée 4 10“M dans du PBS pH'

' elange de formes solubles et msolubles
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2.2 Etat de la molécule d’AmB solubilisée 2a 10'_4M dans du tampen
c’arbdna’te/bicarbonate.pH9 5: o
‘Les spectres de dichroisme circulaire enregistrés pour une solution d’AmB solub1hsée a
10™*M dans du tampon carbonate/bicarbonate pH9,5 sont regroupés sur la ﬁgure N°25A. On
note' 4 une longueur d’onde de 329nm un pic du coefficient d’extinction molaire
Ae = "113'8,14M01"1.cm'1. Le doublet excitonique est centré & 338nm, dont la composante
\poSiti:\?'e 4 329nm et la composante négative 4 349nm est de Ae = -662,69 Mol™. cm” ce qui
lalsse penser qu ’il y a des formes agrégées insolubles. On note un epaulement a 364nm et
deux bandes negatlves sont enreglstrees I'une & 391nm (Ae =-185, 157 Mol .em” ) l’autre a

| 421nm (Ae =-98, 34Molt.em™). o | -

| Les spectres d’absorptlon pour une solution d’AmB solub1hsee a 10 M dans du tampon '

B "v":carbonate/blcarbonate pH9,5 sont regroupes sur la ﬁgure N°25B. Les’ plCS d’absorp’aon sont

1':de 1, 04 et 1,2 pour des longueurs d’ondes de 385nm et 408nm respectlvement ce qui serait du'

: ‘ob':"'rve a une longueur donde autour de 335nm, ce qui pourrait étre 1ié a la presence de
s ’*:fformes agregees insolubles. 11 semblerait que dans ces conditions d¢ pH 9,5 PAmB est un .

g ""melange de formes solubles et de formes insolubles.
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Flgure N°25 Spectres du Dichroisme Circulaire (A) et d’absorptlon (B) des
solutions méres d’AmB (10“M) 4 pH 9,5.
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99 3. Etat de la molécule d’AmB solubilisée a 10*M dans du tampon
carbonate/blcarbonate pH10 : v
La figure N°26A représente le spectre de dichroisme cuculeure enregistré pour une

solut1on &’ AmB solublhsée 4 10°M dans du tampon carbonate/bicarbonate pH10. On

remarque un pic du coefﬁc1ent & extinction molaire Ae = 1295,14Mol™ cm’ '3 une Iongueur‘ L

d onde de 332nm avec un doublet exc1ton1que centré & 344nm, dont la composante positive &
332nmeet la comp_osante négative a 354nm est de Ae = -752,87 Mol.cm™. Ceci suggére qu’il
y ades formes vagfé‘gvées insolubles, v | |

On ob‘sefve‘ aussi un épaulement 4 365nm et deux bandeé ' né‘gativés' Pune & 391"nm_
(As~—318 11 Mol .em’ ) Iautre 4 422nm (Ae = -171,56 Mol ™ .cm” ) v

Les spectres d’absorptlon de la solution d’AmB solubilisée & 10'4M dans du tampon..

X carbonate/b1carbonate leO sont regroupés sur la ﬁgure N°26B. Les pics d’absorption sorit de

e onde autour de 337nm, ce qui suggére quiil y a des formes agrégées insolubles. Il‘ "
| semblera1t alors que I’AmB solublhsee 4 10™M dans du tampon carbonate/bicarbonate pH 10’-1

- est un melange de formes solubles et 1nsolubles
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1 59 et 1, 30 pour des longueurs d’ondes de 386nm et 409nm, ce qui laisse penser qu’il y a des’_

L monomeres solubles Un autre p1c d’absorptlon estimé a 2,50 est ‘observé a une longueur‘:' L
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Flgure N°26 Spectres du Dichroisme Circulaire (A) et d’absorptlon (B) des

s solutlons méres d’AmB (10M) a pH 10.
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LA, Etﬁt de la molécule d’AmB solubilisée 2 10“°M  dans du tampon
‘ carbonate/blcarbonate pH10,5:
Les spectres de dichroisme circulaire enregistrés pour une solution d’ AmB solubilisée a
‘ ( SR ,“ . ; 10'4M dans du tampon carbonate/bicarbonate pH10,5 sont regroupés sur la figure N°27A. On
S ‘'note & une longueur d’onde de 336nm un pic du coefficient d’extinction molaire
Ae = 390, 118M01 .cm™avec un doublet exmtomque ‘centré a 350nm dont la composante
' pos1t1ve a 336nm et la composante négative a4 358nm est de Ae = -662,69 Mol™*.cm™. Ce
| T spectre est beaucoup plus faible que celui observé pour une solution d’AmB’ solub111see alo
- ‘M dans du tampon carbonate/bicarbonate pH 10. Ce résultat nous la1sse supposer qu’a pH
10 5 il ya dlssomatlon des agrégats que nous avons observé a leO ‘ce qui donneérait des
formes oligomériques solubles _ s IR '
o - De plus trois bandes négatives. sont enreglstrées a 369nm (Ag = -209 34M01 .cm’ ) a
- ‘.,'.. 393nm ( Ag = -143 72 Mol .cm™) et & 423nm (Ae = -82,23Mol.cm™).

Les spectres d’absorptlon pour une SOlUthI’l d’AmB solubilisée a IOAM dans du tampon -

'b éfe/blcarbonate leO 5 sont regroupes sur la figure N°27B. Les plcs d’absorptlon sont.

F S g 'de 1 54 et 1 30 pour des longueurs d’ondes de 385nm et 408nm respectivement, qui seraient -~ .
R, ‘du a la presence de monomeres solubles Un autre pic d’absorptlon estlme a 1 80 ést observe a
| ‘des longueurs d’ondes allant de 345nm a 365nm Cet aspect du spectre d’absorptlon est un
e . "argument supplementalre en faveur d’une dissociation des agrégats (observes apH 10) a  pH e
. 10, 5.
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Flgure N°27 : Spectres du Dichroisme Circulaire (A) et d’absorptwn (B) des
' solutions méres ’AmB (10*M) a leO 5 '
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| 2. 45 Etat de Ila molécule d’AmB  solubilisée 4 10“M dans du tampon
carbonate/bicarbonate pH10,8 :
_ La figure N°28A représente le spectre de dichroisme circulaire enregistré poﬁr une
] T solution d’AmB solubilisée a4 10*M dans du tampon carbonate/bicarbonate pH10,8. On
L rernarque un pic du coefficient d’extinction molaire Ag = 297,708Mol.cm™ 4 une longueur
'd’oride de 337nm. Le doublet excitonique est centré 3:369nm, dont la composante positive a
337nm et la composante négatlve a 377nm est de As = 27,368 Mol.cm™. Ce spectre est
A T beaucoup plus faible que celui observé a pH 10 ce qui ‘'serait dit & une dissociation des
N - agrégats observés a pH10. Cette d1ss001atlon semble étre plus 1mportante que celle observee a
pH 10,5 puisque le pic de Ae a ce dernier pH est plus important que celui observe apH 10 8
‘ - On observe également deux bandes négatives & 396nm (As—-40 79 Mol cm'l) eta 425nm .
‘ T SR (As——-26 90Mol™.cm’ ) S '
| | " Les spectres d absorptlon pour une solution d’AmB solub111see 4 10"'M dans du tampon :
B :,-ij : .carbonate/bwarbonate leO 8 sont regroupes sur la figure N°28B. On observe des plcs _'
| 'd’abso

o "qur s ggerent la presen(:e de monomeres solubles. Ut autre pic d’absorptmn, estimé a 1 ,75, s

nv_de 1 62 et 1, 38 pour des longueurs d’ondes de 385nm et 408nm respectlvement_ :

st observe a des longueurs d’ondes allant de 350nm a 365nm. Cet aspect du’ spectre

o :'observes apH 10
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Fig ure N°28 : Spectres du Dichroisme Circulaire (A) et d’absorption (B) des G ] o

solutions méres d’AmB (10*M) a pH 10,8.
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La figure N°29 regroupe les spectres‘obtenus du dichroisme circulaire (DC) des solutions
méres d’AmB solubilisée 4 10*M dans du tampon carbonate/bicarbonate aux pH supérieurs &

Aicusi i)i'c de coefficient d’extinction molaire Ag n’est observé aux longueurs d’ondes de
322nm ce qui nous laisse supposer qu’il n’y a pas de formation de super agrégats dans les
solutions d’AmB préparées entre pH7,4 et 10,8. ‘ L

Les pics du coefficient d’extinction molaire Ag sont obtenus pour des longueufs d’ondes
entre 330nm et 337nm. Nous remarquons que lorsque le pH de la solution mére augmente —
de 74 a 10— l'amplitude de Ae séleve de 196,059Mol ™ .cm™ & 1295,14Mol .em”, il
sémblerait alors que 1’AmB est essentiellement sous forme d’agrégats iﬂsolﬁble‘s‘ dans ces
condltlons de pH. De. plus Pintensité du’ coefficient d’extinction molalre Ag est trés _
1mportante a pH 9, 5 (1138 14M01 cm™) et pH 10 (1295 14Mol ™ .cm’ 1 ce qui suggere que la : .
| proportlon des formes agregees est 1mportante dans ces conditions. ' ' '
_ v D”un_ autre cote, ce coefﬁcwnt d’extinction molaire chute brutalement au-dela de pH 10 a
En et, v11‘ passe de 1295 14Mol .cm™ a pH 10, a 390,118Mol ™ .cm™ Y3 pH 10,5 et 297, 708 a‘ Lo
pH 10 8:' Il semblerait que les agregats observés a pH10 se sont dissociés a pH 10,5 et 10 8
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Figure N°29 : Spectres du dichroisme circulaire
des solutions d’AmB préparées a 107*M aux pH
o~ supérieurs a 7,4.

~——[SM] & 10-4M d'AmB/pH7,4 ——[SM] 4 10-4M d'AmB/ pH9,5
——[SM] 4 10-4M d'AmB a pH10 —— [SM] 4 10-4M d'AmB/ pH10,5
~—— [SM] & 10-4M d'AmB/pH10,8
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La figure N°30 représente les spectres d’absorbance des solutions méres d’AmB
solubilisée & 10*M dans du tampon carbonate/bicarbonate aux pH supérieurs & pH7 4.

Nous femarquons qu’aux pHL 5 et a pH 10, les spectres d’absorbances sont de méme
aspect mais d’amphtude différente. En effet, des pics d’absorbance sont observés a des
longueurs d’onde de 385nm et 408nm ce qui suggere la présence de formes monomériques
solubles. Mais un autre pic maximal (supérieur aux précédents) est observé a une longueur
d’onde autour de 337nm aussi bien & pH 9,5 qu’a pH 10 qui serait probablement dt a la
présence d’agregats 1nsolubles |

Par ailleurs, & pH 10,5 et 10, 8 nous remarquons d’une part que l’aspect du spectre |

S aﬁalsse et que des pics d’absorbance sont observés pour des longueurs d’ondes de 408nm,

& autre part que le spectre s*étale entre 350nm et 365nm, ce qui est un argument en faveur de "
la dlssoclatlon des agregats obtenus au-dela de pH 10 (spectre du DC figure N°27 et 28).. it :
: sembleralt qua pH 10,5 et 10,8 la solution d’AmB est un mélange entre formes

L monomenques ‘et oligomériques solubles
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Figure N°30 : Spectres de Pabsorption des solutions
d’AmB préparées 2 10 M aux pH supérieurs a 7,4.

——[SM] & 10-4M d'AmB/ pH7,4 —— [SM] 4 10-4M d'AmB/ pHO5
———[SM] & 10-4M d'AmB/ pH10 ——[SM] & 10-4M d'AmbB/ pH10,5
——— [SM] 4 10-4M d'AmB/pH10,8

Absorption
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2.2, Etude des pics de dichroisme circulaire en fonction du pH de la solution mére
d’AmB :

D’apres les fésultats obtenus jusqu’a ce niveau de 1’étude, nous constatons que chaque

“solution d’AmB solubilisée a 10*M aux différents pH présente des spectres différents du

dichroisme circulaire et de I’absorbance. Cette différence est observée essentiellement sur les

spéctfes du dichroisime circulaire. Tl semblerait que l’aspect du spectre est fonction du pH de

~ la solution. C’e’sf pQuiquoi, afin d’apprééier I>effet pH, nous avons regroupé les différents pics

du dichroisme ciréﬁlairézi obtenus (aux longueurs d’ondes autour de 328nm pour les pH<7,4 et

de 329 et 337nm pour les pH>7,4) en foncﬁon du pH de la solution mére d’AmB solubilisée &
10° 4M sur la ﬁgure N°31 | '

' Nous remarquons que pour une longueur d’onde X—328nm lorsque le pH de la

v 'vsolut10n mére augmente de pH 3,82 pH 5,4 — I'intensité du doublet ex01ton1que Ae diminue

_mr:t10n plus 1mportante en agregats Au-dela de pH 10 (pH 10,5 et 10,8) ce Ae chute

L "brutalement ce qui suggere une diminution des formes agrégées dans la solutlon )
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1400 ~

1200 -

' Figure N°31: Effet du pH de la solution mére d'AmB sur les spectres

46 54 62 7 78 86 04 10,4-: :

du Dichroisme Circulaire (pic maximum obtenu i une longueur d'ounde
* autour de 328nm pour les pH<7,4 et entre 329 et 337nm pourles
© pH>T7,4).
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2y Détermination des proportions des différentes formes de ’amphotéricine B
D’aprés les spectres enregistrés du dichroisme circulaire et de 1’absorbance des 'différenfes. B
solutions d’AmB solubilisées & 10*M dans les différents tampons aux différents pH, il
semblerait que I’AmB est soit essentiellement sous formes monomériques et oligomériques
sblubles' ou bien. sous formes d’ag‘régats insolubles, c’est pourquoi nous avons voulu
déterminer les différentes proport1ons de ces trois formes de ’AmB. -

Apres avo1r 1ncube les solutions méres &’ AmB (solublhsees 410" M dans les différents
tampons aux dlfférents pH) 5 minutes a 37°C ‘nous les avons d1v1se en deux parties, I’ une
mcubee a nouveau 10 minutes 4 37°C et diluée 100 fois dans du méthanol (l’échantﬂlon a) qu1 -
nous donne la concentratlon totale en AmB. L’autre est centnﬁlgée a1 000g pendant 10

. mmutes et ona recupere le surnageant (echan‘ullon b) sur lequel on détermine les formes
;! 2 "monomerlques d’une part d’autre 1})art apres Pavoir dilué 100 fois dans le méthanol on

determme les formes solubles ohgo'anues et monomenques

s01t le pH de la solution mére d’AmB et quel que soit la nature du tampon o

: AmB est a mérme 10“‘M SRS o C _

| i La ﬁgure N°32 represente 1" proportlon des d1fferentes formes de I’AmB preparee a

: IR . 10 4M en fonctlon du pH dela solut10n mere v , S o | |
R _’0.  L AmB solublhsee 2 10"M dans du DMSO est repartle en 0 78x10“"M d’agregats

| | o 1nsolubles 0, 18x104M d’oligomeres solubles et 0, 035x10 M de monomeres-- '

r— o »."solubles | | R S

o o A pH3 8 la concentratlon des formes agregees est de 0, 93x10’4M celle des formes '

o monomerlques est de 0 (%12)(10 M et celle des formes solubles ohgomenques est

“de 0, 052x104M Dans ces conditions expérimentales ’AmB est essent1ellement |

sous forme d’agrégats insolubles (a 94%). |

e ApH4 la concentration|des formes agrégées est de 0 98x10 M, celle des formes

‘ den51té opthue de Péchantilion « a » (qui nous donne la concentration totale en -

th] B) est 1dent1que ce qu1 conﬁrme' que dans toutes ces solutions la concentration totale en

monomernques est de 0,013x10*M et celle des formes solubles ohgomérlques est-' = ‘-

de 0 007x104M Dans (Les conditions expérimentales l’AmB est essentlellement L

sous forme d’agrégats 1nLolubles (2 98%). _ =
e ApH 4 4 la concentration des formes agrégées est de 0, 93x10'4M celle des formes

'monomer}ques est de 0,010x10™M, et celle des formes solubles oligomériques est.
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de 0,052x10™*M. Dans ces conditions expérimentales 1’AmB est essentiellement
sous forme d’agrégats insolubles (a 94%).

A pH 5 la concentration des formes agrégées est de 0,96x10™*M, celle des formes

‘monomériques est de 0,011x10™*M, et celle des formes solubles oligomériques est

de 0,028x10*M. Dans ces conditions expérimentales ’AmB est essentiellement
sous forme d’agregats insolubles (& 96%). |

A pH 52 la concentratlon des formes agregees est de 0 96x10‘4M celle des formes
monomériques est de 9,01 1x10 .4M’ et celle des forrnes solubles oligomériques est
de 0,027x10“M. Dans ces conditions expérimentales I’AmB est essentiellement

sous forme d’agrégats insolubles (& 96%).

A pH 5 4 1a concentration des formes agrégées est de 0, 94x10 M celle des formes :

’ ‘monomenques est de 0,011x10™*M, et celle des formes solubles ollgomenques est™

de 0, 046x10™M. Dans ces conditions expérimentales I’AmB est essentlellement

'sous forme d’agregats 1nsolubles (a 94%)

: ':A pH ‘7 4 la concentratlon des formes agregees est de 095x104M celle des' -
" formes monomenques “est' de 0, 013x10‘4M et celle des formes solubles
o "ohgomerlques est de 0 033x10'4M Dans ces condltlons expenmentales I’AmB est'
essentlellement sous forme d’agregats 1nsolubles (294%). H ‘
. A pH 9, 5la concentratlon des formes agregees est de 10‘4M Dans ces cond1t10ns o

g experlmentales 1 AmB est totalement sous formes d’agrégats insolubles (100%)

A pH 10, la concentratlon des formes agrégées est de 0,36x1_04M, celle des formes :
monomériques est‘de 0,10x10™*M et celle des formes solubles oligomériques est de

0, 54x10'4M Dans ces cond1t10ns experlmentales T’AmB semble &tre sous forme

a& agregats solubles et 1nsolub1es

A pH 10, 51a concentratlon des formes agregées est de O 02x1 04M celle des
formes monomériques est de 0,16x10° ‘M et celle des formes solubles
oligomériques est de 0,82x10*M. Dans ces conditions expérimentales, I’AmB est .

totalement sous formes solubles oligomériques et monomérique.

A pH 10,8 la concentration des formes agrégées est de 0 02x10'4M celle des

formes monomériques est de 0,19x10*M et celle des formes solubles =~

oligomériques est de 0,78x10'4M. Dans ces conditions expérimentales, I’AmB est B

totalement sous formes solubles oligomériques et monomériques.
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D’apreé les résultats obtenus, il apparait que pour les solutions méres d’AmB

préparées a 10*M dans du tampon acétate/acide acétique aux pH allant de 3,8 25,4 ,1’AmB

~ est essentiellement sous forme d’agrégats insolubles (entre 95 et 98 %). Ces résultats sont en

" accord avec les spectres du dichroisme circulaire qui montrent des pics du coefficient -

d’extinction molaire & des longueurs d’ondes autour de 330am (correspondants aux agrégats).

Menestde ﬁlémé pour leé solutions méres préparées a pH 7,4 (10"*M dans du tampon PBS).

Pour :le‘s‘ solut1ons meres d’ AmB préparées a 10° 4M dans du tampon

carbonate/b1carbonate a pH 9,5 ’AmB est totalement sous forme d’agregats 1nsolubles ce qui

[ exphque l’1mportance de Pintensité du coefficient d’extinction mola1re du dichroisme

e ’ c1rcula1re observe dans ces conditions de travail (figure N°25) A pH 10, 'AmB est v

essent1ellement sous forme d’agregats solubles et msolubles ce qu1 exphque le deplacement

du p1c du coefﬁc1ent d’ext1nct1on molaire Ae vers une autre plage de longueurs d’ondes En' "

De Plus n' ‘.S vremarquons que lAmB solub111see dans du DMSO est sous forme.'

| 'd’agregats solubles et msolubles ce qu1 esten accord avec les resultats de Legrand P. et coll R

| (1992)

L D un autre cote il ressort d’apres la ﬁgure N°33 que pour des pH de la solutlon merev. 3

1 de pH3 84 9 5, la proportlon des agregats msolubles est max1male (autour de 95% de PPAmB- .'
'totale) alors que la proportlon des monoméres et des ol1gomé1'es solubles est neghgeable En
| 'revanche a partlr de pH 10 il o’ y a plus d’agregats insolubles qu1 ‘sont formes I’AmB est
"'essent1ellement sous forme d’ol1gomeres solubles (agrégats solubles). De plus, la proportion

'des monoméres solubles dans ces conditions expérimentales augmente, elle passe de lO%'

pour pH10 & 20% pour un pH10,8. )
Nos résultats sont en accord avec ceux de Gagos M. et coll. (2008) qui montrent quaux -
pH allant de 3 2 10 ’AmB est sous forme d’agrégats insolubles, alors qu’aux pH supérieurs a .

10 I’AmB est sous forme de monoméres solubles.
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DISCUSSION

R Les résultats que nous avons obtenus montrent que'la ‘Variation du pH de la solution
= mere d’AmB préparée 2 10*M, module 1’état d’agrégation de la molécule. En effet, pour des
FQ'pH fortement a01des (de 3,8 a 5,4) ou fortement alcalins (de 9,5 a.10,8), ’AmB est sort ‘.
essentlellement sous forme d’agregats insolubles ou sous forme de monoméres solubles, ou.
b1en alors un melange entre les deux formes ; monomeéres solubles et agrégats solubles. Les
plCS d’absorbance ou d’extinction molalre ne sont observés qu aux longueurs d’ondes autour
de 328nm Par contre, nous n’avons pas note la presence de supers agrégats. De plus, il ’
apparalt que dans des conditions de pH basiques (pH9 5) P’intensité du coefficient
‘d extlnctlon molaire est beaucoup plus important qu’aux pH fortement acides (pH3,8 45 4) o
_ En effet Ac est de 1138,14 Mol Lem™ a pHY,5 alors qu’il n "est que de 409,372 Mol .cm™ a
Quant aux solutlons méres d'AmB pre’paire’es 2 10“M da concentration finale est de-
- 2x10 6M) A pH 3,8, elles perdent leur efficacité vis-a-vis du C. albicans (la 444 IP Institut
‘Pasteur de Pans) Cette perte d’e Lctivité pourrait étre due a une dégradation partielle de ln,‘- |

S Dans les 11m1tes d’obser\ration utilisées, aux pH allant de 4 & ’1>0,8 ‘et”pou‘r d'e's .
) concentratlons finales de l’antlfon gique de 2x10"°M, la croissance des levures dans le milicu
de Sabouraud (pH 5 8) est inhibée durant les 10 heures de suivie, I’activité antifongique est

preservee dans ces conditions expgrimentales. D’un autre coté, 1’ activité de ’AmB prépare'e a.

| "part1r d’une solutlon mére & 10*M dans les différents tampons aux différents pH ut111see a
une concentratlon finale de 10°M vis-a-vis des erythrocytes suspendus dans du tampon PBSa
pH 7 4 depend du pH de la solution mére. Les solutions antlfonglques préparées dans du’
'tampon acétate/acide acétique aux pH 3,8, 4, 4,4 et 5, dans du PBS & pH 7,4 et dans_du:_‘ "
‘tampon carbonate/bicarbonate 4 pH 10, induisent une fuite totale du K* intra érythrocytaire et |
‘une totale hémolyse. Alors que les solutions antifongiques préparées a pHS5,4 dans du tampon |
acétate/acide acétique et & pH 10,8 dans du tampon de carbonate/bicarbonate, sont p'eu.
-t‘oxique‘s vis-a-vis des globules rouges ; la toxicité est réduite de 75%(20 a 25% de fuite de

K.
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L’ensemble des résultats obtenus a pH5,4 et 10,8 montrent une importante réduction
de la toxicité vis-a-vis des cellules animales hotes et une préservation de I’efficacité

antifongique vis-a-vis de la levure C. albicans.

La qnestien qui se pose est de savoir si ces résultats trés encourageants sur le plan

pharmacologique peuvent &tre expliqués sur la base des données spectroscopiques.

Rappelons tout d’abord que I’AmB est une molécule amphotére ; elle posséde un

groupement carboxylique COOH qui’ confere 2 la molécule son pouvoir acide. Et un

' groupement amine NH>' de la glucosamine, qui confere a la molécule son pouvoir basique.

Par consequent la charge globale de I’AmB varie en fonction du pH du milieu.

- LepK du groupement carboxthue de ’AmB est de 5,5 et celui du groupement amine

estde 10 (Hung C.T. et coll., 1988) Le le de cet antlfonglque est alors autour de 7,5. A ce
B pH la l’AmB est sous forme de zw1ttér10n

Selon r équat1on de Henderson—Hasselbalch '
R pH pK + Log([A” ]/[AH])

Lo Nous avorns alors calcule 1es d1fferentes concentratlons des fractmns COO et NH3+ de

| '1 AmB en fonction du pH du m111eu dans lequel elle est dissoute (figure N°34) :

~ pH= 55+Log ([COO]/[COOH]) et pH=10+Log ((NH;] /[NH;').
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Ll

1,2

38 4 44 5 52 54 74 95 10 105 108
pH

Figure N°34: Les différentes proportions de NH'" et de
COO’ de I' AmB en fonction du pH du milieu.

—8—[NH3+] - — 3% - [COO0-1
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Manmng :

Résultats et discussion

Par ailleurs, en solution aqueuse I’AmB est sous plusieurs formes (Gaboriau F . etcoll.,

1997a)

- les monomeres d’AmB solubles actifs envers le C. albicans et non actifs envers les.

erythrocytes presentant un faible spectre de dichroisme circulaire.

- les ol1gomeres solubles ou agrégats solubles d’AmB, actifs vis-a-vis des levures et
des erythrocytes presentant un 1mportant pic de dichroisme circulaire centré autour
de 340nm ' _ _

- Les agregats & AmB peu actlfs envers C albzcans et les erythrocytes presentant un

1mportant pic de dichroisme c1rcula1re centré autour de 340nm

- Les super agrégats d’ AmB qui apparaissent aux hautes temperatures (prechauffage

20 minutes 4 70°C), peu actlfs envers les erythrocytes presentant un important plC ‘

de dlchr01sme clrculalre centre autour de 320nm

De par sa structure l AmB est un poly—electrolyte Il est generalement admis (Bolard
J 1991) que les agregats &’AmB sont dans unie configuration hélicoidale. A pH acide, les

' charges pos1t1ves sont focalisées & la” surface de la trlngle formee par cet arrangement :
Llexistence des charges le long d’une macromolecule et plus partlcuherement d’un poly-
electrolyte 1ndu1t des 1nteractlons electrostat1ques a longue ou moyenne portée ; ¢ est ce,

qu’ on appelle ecrantage par les « contre ions libres » (Sp1ter1 M.N. et coll 1997)
La co'ndenS’atiorl des' contre ions - ’AmB étant sous forme d"'a'gr'égats:a pH acide .

pourra1t se produlre par les groupements CH;COO du tampon acetate/a01de acétique selon le e .

modele de Manmng (Manmng G. S., 1978) Il se pourrait alors que cet ecrantage ou

« screemng » Soit & l'ori glne de la réduction de toxicité observée a pH 5.4.

Trois longueurs principales sont nécessaires au traitement de cette théorie de

- La premiére est la distance curviligne « a » entre les charges le long de la chaine."

Dans ’ensemble des travaux théoriques exposés, la répartition des charges est

supposée homogene | _ |
- La longueur d’écran de Debye « rd », qui est l'echelle sur laquelle les interactions
| electrostathues sont écrantées (Debye P. et Hiickel E. 1923)
> ra’ = (ekgT) | (8ng ) =1/ 8x I]
Ou I ‘es't la force ionique de la solution =% Zl z,-z Cis o

| aest la constante diélectrique ;

98
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kg la constante de Boltzmann ;
gela charge de I’électron ;
o 'z la charge de I’ion ;
7 R T température en °Ke1v'inp;’
= . Zi la valence de I’espéce ioniq’ue i;
i la concentration molaire.
La longueur de Bjerrum lb =e? / ekpT, qui correspond 4 la taille au-dessus de
—[ laquelle linteraction electrostathue entre 2 charges élémentaires devient supéneure a
| l'energle thermique kT ; _
- La troisiéme longueur caractér1st1que est la longueur de declln A ou « Decay
‘lenght » en contre jons qui se profile uniquement dans le régime non lmealre'
| T ': R o @ ecrantage ‘Cette longueur représente le degré de réduction de la .
© conductivité due & 1’assoc1atlon des contre ions au poly électrolyte. Cette
' longueur est fortement lide 2 Ia densité de charge surfaclque o:
| A= ekBT/47wez—— 1/(471'0'/qu;, z) :

Selon 1a 101 de Gauss en umte cgs une dens1te de cha;rge surfacrque genere pres d’elle
' d1stance moyenne de cette’ surface de Ia valence de I’jori z en presence de I’énergie kBT

Les i/aleurs 're‘latives des :'llongu'eurs « a‘»} « g » et €A >.>' de'ﬁnissent 1es diffe’rents‘ :

‘ reglmes de l’ecrantage des macro ions associés aux différents comportements compétitifs. Ces -

— reg1mes nous permettent de d1st1nguer entre la forme linéaire et la forme non hnealre de :
B lequatlon de Poisson-Boltzmann, et sur le plan effectif de distinguer entre une geometne

plane ou cylindrique (tableau N°2)(Rouzina I et Bloomfield V.A., 1996).
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Résultats et discussion

Tableau N°2 : Régime pour la résolutlon de ’équation de Poisson-Boltzmann. (Rouzina

L et Bloomfield V.A., 1996)

1 Ces | Condltlon Descrlptlon
1 rd <lz <a | Lmealre plane
u ‘2 Az <Hrd <a Non. l1nea1re plane
3 Az <..a <74 Non 11nea1re cylmdnque |
| 4 ra<a <, Linéaire, cylmdn’que (ps‘eudo plane)
5 a<ry<li, ' Linéaire, cylmdnque
6 - a<i<rg Non l1nea1re cyllndnque

La concentratlon en ions CH3COO du tampon acetate/ac1de acethue (dont le pK est v
de 4,8) est elle aussi fonction du pH (ﬁgure N°35) ce qui pourra1t justifier l’hypothese

. proposee en demontrant qu 11 ex1ste un maximum d’ecrantage a pH 5,4. De plus, lorsque le

o 'pH augmente de 437, la concentrat1on en ions acétate augmente alors que les charges

= pos1t1ves de la trmgle formee par le poly electrolyte d1m1nuent.

2,5 .

10'M

Figure N°35: Les différentes proportions de CH;COO"
du tampon acétate/acide acétique en fonction du pH du
~ milieu

—a—[CH3C00-]
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Résultats et discussion

L’hypothése de départ est qu’il existe un maximum d’écrantage a pH5,4 d’ol

‘réduction de la toxicité.

- Selon les travatix de Ganis P. et coll. (1971), dans une molécule d’AmB, la 10ngueur
vdes halsons 51mples (C— C) est de 1,50+0,05A° et celle des doubles liaisons (C = C) est de
1, 33:t 0 05A° Par consequent la longueur de la partie hydrophobe de I’AmB est de 22A°.

D’autre part tenant compte de la structure hélicoidale des formes agregees de I’AmB (Bolard

~ J.etcoll 1991) et des parametres geometrlques donnés par Milli€ P. et coll. (1999), nous avons

estimé que le rayon de courbure « a » (correspondant 2 la distance entre les charges le long de

la chaine du poly 'élet:trolyte) est de 13A°.

' Par la suite; nous avons déterminé la longueur de Debye « 14 » et la longueur de Decay.

« %\ » en fonction du pH suivant lés équations citées précédemment (tableau N°3):

Tableau N°3 La longueur de Debye «ra» et Ia longueur de Decay « x » en

T fOllCthll du pH

| n@) | 249

R

42 23 57

45 19 5.7

4,6 16 5.7

43 15 6,3

5 134 71

52 12,6 3.1

54 11,7 95
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- Dans un second temps, nous avons déterminé dans quel régime proposé par Rouzina I
: et Bloomﬁeld V.A. (1996) se situent nos solutions d’AmB en fonction du pH :

De pH 3,84 pH 5: A <a<rq, ce qui correspond au systéme cylindrique non

 lindaire. Dans ce cas de figure, la fraction d’acétate liée par unité de surface

' chargée (u) est:

E=1-1 /g (€ étant le coefﬁment de Manmng-Oosawa)

| E=0,2 entre pH 3,8 et 4,6, et il augmente brutalement au dessus de 0,98 a pH5
| (tableau N°4)‘. '

pH>5:%<rd <a, ce qui correspond aﬁ systéme non linéaire p'llz'iné.. Dans ce
deux1éme cas de figure, la tringle formée maintient toutes les charges
neutrahsees La fraction d’acétate liée par unité de surface chargée = 1
(tableau N°4). Cependant, vu que la charge des agrégats diminue avec la

déprotonation du groupement carboxylique de 1’ AmB, I’écrantage diminue,

Un raximum d’écrantage est observé apH 5.

Tableau N°4 Estlmatlon de la surface d’écrantage de l’AmB par les contres ions

S cHcoo o o
"p_H' T sit" [ A | 1€ | & | CH,COO | Charge AmB | & x Charge AmB
(A°) | coulomb/m® | (A°) , -
T38| 33| 094 57| 08| 02 0,09 | 02
42| 23| 094 57| 08| 02 0.2 1 02
45| 19|  094| 57| 08| 02 034 0,95 0,19
461 16]  094| 57| 08| 02 038 0,89 0.18
48] 15 0,85] 63| 0,68] 0,32 0,5 0,86 0,27
T 5| 134 0,75 7,1] 0,98 0,98 0,6 0.8 0,78
52| 126 0,66 | 8,1 1 0,7 0,68 0,68
54| 11,7 0,56 | 9,5 1 0,8 0,55

055
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* Résultats et discussion -

Au pH 5,4, oi I’on note le maximum de protection des globules rouges, on devrait
R ~ observer un maximum d’écrantage. Or ce n’est pas le cas d’aprés le modele proposé. Cette

i ; v'abﬁtradic'ﬁbn 'pbiirrait étre expliquée d’une part par ’incertitude du modéle géométrique de

. ‘-i:'_l AmB' d’autre part, par le fait qu’a pH 5,4 nous sommes & la limite du pouvoir tampon de

o acetate/a01de acet1que (IOOmM)

‘L’intérpréfatic'):n'.que nous donnons & cette réduction de toxicité qui serait due a
| l’écrantagé' des formes agrégées de ’AmB pourrait étre étendue aux dérivés chargés de
I’AmB tel que le 3;dimefhylarninopropylamide « AMA » [(Blanc I. et coil., 2000), (Chéron M.
et coll., 1988)] ou le N-méthyl—N—D—fructosyl amphotericin B methyl ester « MEFAME » (Szindler-

© Reichert J. et coll. 2001). - |

* Quant & Porigine de I’importante réduction de Ia toxicité observée & pH 10,8, elle est
| lom d’etre lide a un effet écran par des contre-ions. En effet, a ce pH I’AmB est chargée
L négatlvement et par conséquent ne peut pas interagir avec les anions des carbonates.
- Cependant ‘dans’ ces cond1t10ns de leO 8 I’AmB est entidtement sous forme de monomcrcs
. ou d’ohgomeres solubles (figure N°32) En effet, la longueur d’onde du spectre dlchrorquc se :
'deplace et le coefﬁ01ent d’extlnctlon molaire A¢ chute brutalement (figure N°29), ce qui
exphque la dlssomatmn des formes agregees Or ce sont les formes monomériques qui sont les
moms tox1ques envers les cellules ammales _ o
- En conclusmn nous suggerons I hypothése selon laquelle la reductlon de la tox101te de
o AmB envers les globules rouges observée a pH 5 4 est due a un écrantage de cet
' antlfonglque par les groupements acétates du tampon sans réorgamsatlon des formes agregees :
“de ’AmB. D’autre part a pH 10,8, la reorgamsatlon des formes de I’AmB et la déprotonation

de l’amme dela mycosamine sont responsables ce cette reductlon de toxicité.
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Résultats et discussion

L’Mphotéricine B a la posologie de 0,5 a 1,5 mg/kg/jour reste le traitement de

| reference de la plupart des mycoses Fystém1ques notamment chez les immunodéprimés. Son

R efﬁcac1te est Varlable smvant la nature de I’agent fongique 1ncr1m1né et du terrain sous-jacent

i greffes de moelle transplantat1ons d’organes hémopathies et cancer, infections par le VIH,

:‘cort1cotherap1e d1abete

) Une réponse & l’amphoterrclne B est ainsi observee dans 60 a 80 % des candidémies et
seulement 50 % des cand1doses chroniques disséminées [(Rex J.H. et coll., 1994), (Edwards

JE. et coll 1997)], 20283 % des aspergilloses pulmonaires invasives [(Denning DW, 1994)

" (Andres E. et coll., 1995)] 70 % des cryptococcoses (en association avec la ﬂucytosme).'

[(JolyV et coll 1996) (Van der Horst C. M. et coll., 1997)]..

" Des réactions d’intolérance 1mméd1ates sont observees chez 70 3 90 % des pat1ents

b' [Gahs H. A. ¢t Drew R. H 1990] Elles comportent de 1a figvre et des fnssons (30450 % des_ ‘
"tra1tements) plus rarement des cephalées des nausées (20 %) des vomissements et des

B d1arrhees Un bronchOSpasme une hypotens1on, voite des troubles dir rythme cardiaque sont

; »'"t1onnellement rapportes Une parue de ces effets secondaires serait 11ée 4 la libération de ‘

. "‘pro taglandlnes et de cytokmes [Cleary J. D et’ coll 1992] Parm1 les autres mamfestauons N

.....

-des ve1mtes des thrombophlébltes et des réact1ons allerg1ques Plus1eurs substances (telles o

S que le paracétamol) sont susceptrbles de prévemr ou datténuer  ces effets seconda1res._“

[(Goodwm S D. et coll 1995) (Rosa G. et coll. 1997)] La durée optlmale de perfusion reste

un sujet de controverse Une me1lleure tolerance lors de perﬁ131on rapide (une ‘heure) a ete’ '

. _'suggeree (Gales M A. et Gales B. J. 1995) mais la major1te des auteurs s’accorde pour-
" recommander une perfus1on intraveineuse - en quatre heures en part1cul1er lors de
P 1nstaurat1on du tra1tement ou s’il éxiste une 1nsufﬁsance renale une hypokaliémie ou des

- troubles cardlaques (Cruz JM. et coll,, 1992)

La prrnclpale toxicité de l'amphotencme B est renale Celle—c1 est davantage hee a la.

dose cumulative d'amphotéricine B qu'a la concentration sérique. Ainsi, une dose cumulative -

de 3 44 g peut étre a l'origine d'une insuffisance rénale irréversible. En revanche, avec de plus
fa1b1es doses, linsuffisance rénale dev1ent révers1ble & l'arrét du traitement (Blanchet B. et
coll 2004) S R .

S Des troubles metabol1ques a type d’hypokal1em1e d’hypomagnesem1e et d’acidose

' métabohque (Clements J.S. et Peacock J.E., 1990), ainsi qu’une toxicité médullaire (anemle

leucopénie et/ou thrombopéme) (Galis H.A. et Drew R.H., 1990 sont également s1gnales
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de l’amphotencme B, présentent une toxicité renale in

‘Fung1zone class1que (KlembergM 2006)

~ solution contenant du désoxycholate de sodium mais qui contrairement a la Fungizone

Résultats et discussion

La pvharmacocinéti'que de I’amphotéricine B est complexe et partiellement étudiée chez

1';hofrlhié' (Kan V.L. et coll., 1991). L’amphotéricine B se lie fortement aux protéines

- plasmauques 1 a 95 %) aprés administration par voie intraveineuse. Sa demi-vie
""plasmauque est de 24 3 48 heutes, ma1s sa demi-vie d’élimination est proche de 15 jours

| (Atkmson A J. Jr. et Bennett JE., 197 8) Des concentrations élevées d’amphotéricine B, sont

trouvees dans le foie (14 4 41 % de la dose administrée), les reins (0,3 & 2 %) et les poumons
(1 2 a6 %) (Chr1st1ansen K. J.et coll., 1985). | ‘
| Malgre son efﬁcac1te l’amphoterlcme B pose un sérieux probleme de toxicité en
prat1que cllmque ¢’est pourquoi il est indispensable de ,trouver une solution permettant une_
augmentat1on de I’index thérapeuuque _ ‘
Le pnnc1pal progres des formes l1posomales repose sur l'absence de degradauon de -
l'amphoterlcme B dans la circulation sangume permettant ainsi sa diffusion de mamere.__

1ntacte dans les tissus. De plus, la capture selectwe des liposomes par le systéme réticulo-.

' endothehal permet l'obtent1on de fortes concentrations d’ant1fong1ques dans le poumon, la '
. rate le f01e et les gangllons lymphathues, t1ssus atteints par les agents pathogenes (Blanchet -
' B et coll 2004) De plus pluSIeurs mllhers de patients traités par ces formulations l1p1d1ques‘ o

rieure 4 celle de ceux traités par la |

Ma1s 1’1nconvement majeur de ceés formulatlo lipidiques est I’important coftt de"
rev1ent de ces preparatlons Afin de paher a ce probléme ‘certaines. solutlons ont été proposees o

dont le prechauffage de la Funglzone a 70°C pendant 20 minutes [(Gaboriau F. et coll

1997b), (Pet1t C. et coll 1998)] qui permet une réduction de la tox1c1te fouit en maintenant o

l’efﬁcac1te

Plus recemment, Espada R. et coll. (2008) et Marme M. et coll (2008) proposent un -

| poly-agregat d’amphotéricine B obtenu par la solubilisation de I’antifongique dans une

® n’est
pas réajustée a pH 7,4, permet de réduire la toxicité rénale tout en maintenant 1’efficacité |

antifongique vis-a-vis de Candida glabrata.
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Résultats et discussion

Les résultats que nous avons obtenus dans la partie in vitro de notre étude, montrent

- 'Que les solutions ’AmB solubilisées 4 10™*M & pH5,4 (dans du tampon acétate/acide acétiqué

100mM) et pH10,8 (dans du tampon carbonate/bicarbonate 10mM) permettent une réduction
de I_‘é' t(').xic'ite"vis-ét-vis du globule rouge tout en maintenant I’efficacité antifongique chez C.

albicdns 11 nous a semblé alors, indispensable de passer aux tests in vivo afin de voir si nous

- retrouvons des résultats similaires.

Clest pourqu01 nous avons étudié I’effet de ces deux formulatlons d’AmB preparees a

pH 5,4 et 10,8 chez les rats Wistar..

Notre travail se réparti comme suit :
1- des tests de toxicité chez des rats Wistar sains.

2- Des tests d’efficacité chez des rats Wistar 1nfectes par Candzda albzcans

B
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Résultats et discussion

1. EVALUATION DE LA TOXICITE RENALE CHEZ LES RATS WISTAR :

La néphrotoxicité est la principale atteinte chez les patients traités a ’amphotéricine B,
alors que cette dernicre reste une des principaies solutions efficaces pour le traitement des
mycoses invasives. Avec les formulations lipidiques, la toxicité rénale est largement réduite
(Kleinberg M., 2006).

Rappelons que J'urée provient de la destruction des protéines et qu’elle est enticrement
filtrée par les glomérules. La créatinihe sanguine quant a elle, constituant des protéines
musculaires, est éliminée uniquement par les reins et n'est pas affectée comme ['urée par des
facteurs extra rénaux. .

Le dosage de 'urée (urem1e) et de la créatinine (creatlmnemle) dans le sang permet alors
' d'appremer facﬂement et pour un cofit redult la fonction renale
On a vu precédemment que lorsqu on utilise des solutlons d’AmB solublhsees a 10 M a

o "pH 5 4 et 10 8 la tox101té in vitro vis-a-vis des globules rouges est largerment réduite, c’est

ks _."‘"“pourqu01 afin d’évaluer 1’act10n de ces solutions sur la fonction rénale, nous avons fait des

' ”dosages sér1ques de l’urée et de la créatinine chez les rats Wlstar

. Dans un premler temps nous avons mesuré le pH sangum des rats 3 heures apres avo1r-‘
o ’mjecte les différentes solutlons tampon acétate/acide acétique (100mM) pH 5.4 et tampon» 7
' "carbonate/blcarbonate (IOmM) pH 10,8.

Compafativéfnént“aﬁ" pH thsiologique du rat qui est de 7,4, en 'inje:c'ta'nt jusqu’a 3mL
(volume maxunale qu on puisse introduire chez un rat) de ces solutions tampons aux rats
Wlstar nous n observons aucune modification du pH sanguin des animaux. Ce dermer est
mamtenu constant 4 pH 7,6 % 0,02. L’addition de ces solutions tampons ne modifie pas le pH

sanguin des rats.
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Résultats et discussion-

Evaluation de la toxicité rénale aigu€ suite & une injection unique :

Pour évaluer la toxicité rénale aigué des solutions antifongiques, nous avons tout d’abord

apprécié I'effet d’une injection unique de la solution d’AmB solubilisée a 10*M dans du

tampon acétate/acide acétique (IOOmM) a pH 5,4 et dans du tampon carbonate/bicarbonate

- (10mM) pH10,8. Les rats ont été suivis pendant 15 jours sur le plan du comportement en

général et des paramétres rénaux. Les prelevements en vu d’analyse, ont été effectués a 6

heures, 24 heures, 48 heures, une semaine et 15 jours (le suivi se fait sur les mémes rats du

début jusqu’a la fin de l’experlence)

Les lots de 6 rats Wistar méles, sont répartis comme suit :

un lot temom qui n’a subit aucun traitement. _

Un lot contrdle qui a regu la solution tampon acetate/amde acethue (lOOmM) a pH5 4.
Un lot test qui a re¢u la’ solution d’AmB solubilisée & 10*M dans du tampon
acetate/amde acétique (100mM) & pH 5,4, & raison de Img/kg.

Un lot controle qui arequ la solution tampon carbonate/blcarbonate (1 OmM) apH 10,8

'.Un lot test’ qul a recu la solution ’AmB solubilisée & 10*M dans du tampon
. "carbonate/blcarbonate (10mM) a pH 10,8 a raison de lmg/kg.
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Evaluation de la toxicité rénale aigué de la solution d’AmB préparée a pH 10,8 chez
les rats Wistar sains : ‘

Les rats traités aussi blen par la solution tampon que par la solution antlfonglque n’ont
présenté aucun trouble du comportement (ni agressivité, ni asthénie) suite a 1’1njectlon a
raison de 1mg d’AmB /Kg.

Les paramétres sanguins étudiés sont Purée et la créatinine. Les résultats obtenus sont
regroupés suf la figure N°36. _

e Nous remarquons que la conéentraﬁon en urée chez les rats males Wistar qui’n; ont

subi aucun traitemerit (lot témoin), est constante durant 15 jours. Il en est de méme.

- pour la concentration en créatinine qui reste constante durant les 15 jours dé suivi.

e Chez les rats méles Wistar qui ont tegu une injection unique d’une solution té;fﬂpoh e

carbonate/bicarbonate (IOmM) a pH 10,8 (le volume injecté est équ1valent au

volume d’une 1n3ect1on d*une solution d’AmB solublhsee 410*M dans du tampon -

N 'carbonate/bmarbonate (IOmM) a pH 10,8 a raison de’ lmg/Kg) le taux durée est ,
' constant durant une semaine, il augmente ensmte de maniére 31gn1ﬁcat1ve 15 Jours.__
' *"apres l’mjectlon (p =0 017) La concentration en creatlnme est elle aussi constante ‘
durant une’ semalne et augmente de manidte significative au bout de 15 j Jours par :

: rapport 4 la concentration du lot témoin =0 0047) ‘

o Le taix d’urée chez les rats males Wistar qui ont regu une injection unique d’uh've" |

solution d’AmB solubilisée & 10“M dans du tampon carbonate/bicarbonate -

(lOmM) pH 10,8 (lot test) augmente significativement six heures apres“

I’injection par rapport au lot temom (p—O) Cette augmentatlon est suivie d’unefv o

d1m1nut1on mgmﬁcatwe 24 heures apres (p=0,09). La concentration en urée
rejoint la concentration témoin 48 heures aprés 1’injection. La concentration en
créatinine quant a elle augmente significativement 48 heures aprés I’injection

(p=0,036), ce taux reste élevé durant les 15 jours de suivi.

- Les résultats obtenus montrent que I’injection de 1a solution d AmB solublhsee a
104M dans du tampon carbonate bicarbonate (10mM) a pH 10,8, induit une perturbation des
paramétres rénaux (urée et créatinine) et que ces perturbations persistent au-deld d’une

semaine de suivi.
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08
|

0,7

0 heure .6héure§s 2dheures 48 heures Zjours. 15 jouvrs

Temps - -

'O Témoin @ Contrdle pHI0,8 @ AmB/pHIOS

10 -

créatinine (mg/L)

6 heures 24heures 48 heures 7 jours 15 jours

Temps

" O Témoin @ Contrdle pH10,8 @ AmB/pHI0,8

Figure N°36 : Effet d’une injection unique d’une solution d’AmB solubilisée 2 v10'4‘M .
dans du tampon carbonate/bicarbonate (10mM) 2 pH 10,8, a raison de 1mg/kg, sur les

paramétres sanguins (urée et créatinine) chez les rats Wistar.
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1.1.2. Evaluation de la toxicité rénale de la solution d’AmB préparée a

pHS,4 chez les rats Wistar sains :

Les rats traités aussi bien par la solution tampon que par la solution antifongique n’ont

présenté aucun trouble du comportement (ni agressivité, ni asthénie) suite a Iinjection a
raison de 1mg d’AmB /Kg.

Les paramétres sanguins étudiés sont I’urée et la créatinine. Les résultats obtenus sont

regroupés sur la figure N°37.

Nous remarquons qué les concentrations en urée et en créatinine, des rats males
Wistar qui n’ont subi aucun traitement (lot témoin) sont constantes durant les 15
jours de suivi. ‘ o | - '

Chez les rats males Wlstar qui ont regu une 1nJect10n umque d’une solutlon

tampon acétate/acide acethue (100mM) & pH5,4 (le volume injecté est equlvalent_ "

“au’ volume d’une 1n_]ect10n d’une solution &’ AmB solubilisée 2 10“M dans du
:tampon acetate/a01de acet1que (IOOmM) a pH 544 raison de Img/kg), le taux .

d°urée est constant au cours des 15 j jours de suivi. De plus, nous n’obseérvons pasf o

de dlfference s1gmﬁcat1ve avec le taux d’urée du lot témoin (p>0 30). Il en est de-_

méme pour la concentratlon en créatinine, cette derniére est constante durant 1es L

15 Jours de suivi et ne differe pas s1gn1ﬁcat1vement de la concentratlon en'vz e

créatinine du Iot témoin 0,4<p<0 8).

SIX heures apres P 1nject10n unique d’une solutlon d’AmB solublhsee a 1O4M R

dans du tampon acétate/acide acétique (100mM) a pH 5,4, nous observons une -
éugmentation peu’éiéniﬁcétive du taux d’urée chez les rats males Wistar (du l ot
test) par rapport au lot témoin (p=0,043), cete concentration rejoint celle du Lot
témoin 24 heures apfés P’injection. Quant 4 la concentration en créatinine, elle rie
varie pas signi'ﬁCatiVement durant les 15 jours de suivi. De plus, nous ne notons
pas de différence significative avec la concentration en créatinine du lot témoin
(0,3 <p<0,8). -

Les résultats obtenus montrert que l’injectiOn unique d’une solution d’AmB

solubilisée & 10*M dans du tampon acétate/acide acétique (100mM) a pH 5,4, a raison de:_

Wistar.

Img/kg n’induit pas de perturbation des paramétres rénaux urée et créatinine, chez les rats
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A partir de cette premilre série expérimentale, il semble que la solution d’AmB
préparée a pHS,4 soit mieux tolérée par I’animal que celle préparée & pH 10,8 sur le plan

rénal, suite a une seule injection a raison de Img d’AmB/kg.
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Figure N°37 : Effet d’une injeéﬁoﬁ uniqlie d’une solutliOn'd5AinB solubilisée 2 10°M |

dans du tampon acétate/acide écétique (100mM) a pH 5,4, a raison de 1mg/kg, sur les

paramétres sanguins (urée et créatinine) chez les rats Wistar.
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Evaluation de la toxicité rénale aigué suite a des injections répétées :

La.premiére série des tests de toxicité a montré que la solution d’AmB, préparée a pH 5.4,
n’induit pas de perturbations des parameétres rénaux, contrairement a la solution d’AmB
préparée a pH 10,8, C’est pourquoi, dans un second temps, nous évons’ évalué la toxicité de la
solution d’AmB solubilisée 4 10*M dans du tampon acétate/acide acétique (100mM) a pH
5,4, 3 raison de 1mg/kg, suite a des injections répétées toutes les 48heures, jusqu’a la mort de
I’animal. Les prélévements, en vu d’analyse, ont été effectués toutes les 48 heures (le suivi se
fait sur les mémes rats du début jusqu’a la fin de I’expérience). Le premier prélévement se fait

* 24 heures aprés la premiére injection.

Les lots de 6 rats Wlstar males sont repartls comme suit :
- un lot témoin qui n’a subi aucun traitement. _
- Un lot controle qui est traité par des 1nJect10ns répetees de solutlon tampon
’acetate/amde acéthue (100mM) a pH5.4. o
- - Un lot test qu1 est tralte par des mjectlons repetees de solutlon d’AmB solub111see a
: :10'4M dans du tampon acétate/acide acethue (100mM) a pH 5,4, a raison de lmg/kg

. On note qu’a partlr de la deuxiéme injection, une agressivité et une asthénie chez les rats |
" des lots contrdle et test. De plus la queue de ces rats est fortement endommagée au niveau de

Iinjection.
Aprés la quatriéme injection quatre rats sur six du lot test sont morts alors que les rats des

deux autres lots (témoin et contrdle) sont vivants. Nous obtenons 100% de létalité du lot test

apres la 31x1erne 1nJ ect1on
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Les parametres rénaux étudiés sont I'urée et la créatinine. Les résultats obtenus sont
regroupés sur la figure N°38. v

Sur la figure N°38A, nous remarquons que la concentration d’urée des rats du lot contrdle
n’augmente pas de maniére significative aprés la 3°™ injection (p=0,32). Pour le lot de rats
test traités a I’AmB, nous observons une augmentation non significative du taux d’urée aprés
la premiére injection, par rapport 4 la concentration d’urée avant traitement des rats
(p = 0,08). Ensuite, cette concentration diminue aprés la deuxiéme injection et reste constante

jusqu’a la troisiéme injection.

Sur la figure N°38B, nous remarquons que le taux de créatinine des rats du lot contrdle
varie significativement d’une injection a I’autre. Cette différence est essentiellement observée

entre la "pr‘er:hiér:e ¢t la deuxiéme injection (p=0,04). La concentration en créatinine est plus

importante apres la premidre mjectlon Il en est de méme pour le lot de rats test traités a

X 1 AmB ou nous observons une Variation significative de la concentration en créatinine suite

1 dlfférentes 1nJect10ns (p—O 047) Cette différence est toujours observée entre la premiére

¢ et la deux1eme mjectlon D’autre part, aprés chaque injection, le taux de créatinine ne varie

"kpas d’un lot 4 I'autre. Nous n’observons pas de variation significative entre les lots fests,

controle et temom (0 3<p<0 5)
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Figure N°38 : Effet d’injections répétées d’une solution &’ AmB solubilisée 2 10“M dans

du tampon acétate/acide acétiqué (100mM) 3 pH 54, 4 raison de lmg/kg, sui'_les '

- paramétres sanguins (urée et créatinine) chez les rats Wistar sains.
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D’aprés les résultats obtenus dans cette partie de 1’étude, il ressort que 3 injections
répétées de solutions d’AmB solubilisée 2 10™M dans du tampon acétate/acide acétique
(100mM) a pH 5,4, & raison de 1mg/kg toutes les 48 heures n’induisent pas de perturbation
significatives des paramétres rénaux (urée et créatinine). Dés la quatriéme injection de la
solution antifongique quatre rats sur six, du lot test, sont morts et & la sixiéme injection, nous-

observons 100% de 1étalité du lot test alors que les rats du lot contréle (qui ont regu des
| injections répétées de solution tampon pH 5,4) et du lot témoin (qui n’ont recu aucune

injection) sont vivants.

Ces résultats sont encourageants, sachant que la principale toxicité liée a I'injection d’une

solution de Fungizone® (AmB désoxycholate de sodium) est sur le plan rénal.

" Suite 4 ces résultats nous avons voulu effectuer des tests d’efficacité,
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2. EVALUATION DE L’EFFICACITE DE LA SOLUTION D’AMPHOTERICINE

B PREPAREE A pH 5,4 CHEZ LES RATS WISTAR INFECTES PAR Candida

albicans :

Dans cette }partie de notre travail, nous avons étudié I'efficacité de la solution @ AmB
solubilisée 2 10'4M dans du tampon acétate/acide acétique (100mM) a pH 5.4, A raison de
lm'g/kg' toutes les 48 heures, chez des rats Wistar infectés par une souche de levure

appartenant au genre Candida albicans.

2. 1. ‘D'é'terminatio'n du tx’emps d’incubation des levures avant traitement chez les rats
 Wistar : v v
Dans un prem1er temps nous avons déterminé le temps d’1ncubat10n des levures aprés

in"oc‘ulatlo‘n de la souche, avant le traitement de I’animal. -

S Nous avons pr1s un lot de rats males Wlstar sains auxquels nous avons mocule 0, 2mL

! pensmn de loscellules/mL de Candida albicans, et nous avons suivi la concentration -
e en levure dansle sang par hémoculture. Les résultats obtenus sont regroupés sur le tableau

Tableau N°5 Concentratmn des levures dans le sang chez les rats Wlstar "

Temps Nombre de levures (ufc)
24 heures 0
48 heures T 1,650
72 heures 1,65x10°
96 heures - 1,65x10°
168 heures 1.65x10°
740 heures 1,65x10°

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que les levures apparaissent dams T g ..
48 heures aprés inoculation aux rats. Le nombre de levure est de 1,65x10* ufc/mL aprés 48 -
heures. 1l passe & 1,65x10° ufc/mL aprés 72 heures d’incubation et reste constant durant 10

jours (240heures). -
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Sur le plan comportemental, nous notons une perte de 1’appétit et une baisse d’énergie
chez les rats, 72 heures apres inoculation des levures, ce qui coincide au temps de propagation
des levures dans le sang. Les animaux restent en vie durant les 16 jours de suivi.

- Leffet de cette inoculation des levures sur les paramétres rénaux est présenté sur la figure
N°39. _ ‘ A

-, Sur lé figure N°39A, rious remarquons que chez les rats infectés, la concentration en ﬁrée
ne differe pas significativement de celle des rats témoins sain (sans infection) durant les 16
jours de suivi (p>0,5).

Sur la figure N°39B, nous fem'arquo'ns’ que le taux de créatinine augmente

signiﬁcativement au 3°™ jour chez les rats infectés par rapport a ceux du lot témoin

(= 0,037), ensuite il se stabilise pour augmenter 4 nouveau au 10 jour de I’inoculation

(p <0,005).

o 'Ce"sj résultats montrent que l’inoculation des levures induit une perturbation de la
L créatmme qui féﬂé’te'uné' 'pe'fttirbation rénale 72 heures aprés 1’inoculation, ce temps concorde

o . avecl’appar1t1on des levures dans le sang.

i A paftir de ces résultats, nous avons fixé le temps dincubation & 72 heures, avant d_e L

' 'comimencer le traitement des rats infectés. Ceci est en accord avec les travaux de Espada R et. o

coll., (2008), qui commencent le traitement des rats 72 heures aprés inoculation de la le‘vu:r_e'" s

Candida glabrata,
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Figure N°39 : Paramétres sanguins (urée et créatinine) chez les rats infectés par la

levure Candida albicans, n’ayant subi aucun traitement.
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2.2. Les tests d’efficacité.
Pour les tests d’efficacité, les lots de 6 rats méles Wistar sont répartis comme suit :
- un lot témoin infecté non traité.
. Un lot contrdle infecté traité- par des injections répétées de solution tampon
'acétate/a(:lde acétique (100mM) a pH5,4. .
- Un lot test infecté traité par des injections repétées de solutlon d’AmB solubilisée 2
10‘4M (_lans du tampon acétate/acide acétique (100mM) a pH 5,4, a raison de lmg/kg.

On note dés la premiére injection, urie agressivité des rats infectés des lots contréle et test.
De plus aprés la deuxiéme injection, la queue de ces rats est fortement endommagée.

Suite 2 la sixidme injection, tous les rats des lots test et contrdle sont morts.

Les paré;rhétres ‘rénaux étudiés sont I'urée et la créatinine. Les résultats obtenus sont
- regroupes sur la ﬁgure N°4O

VN°40A nous rernarquons que la oonoentrahon de l’uree chez les rats mfectes

traités a la solutlon‘ tampon (lot contrdle) augmente s1gn1ﬁcat1vement par rapport au lot de rats

mfectésnon traltes (p—O 01 1), suite a la prermére injection. Ce taux d’urée est constant au

- | cours' des 1nJectlons suwantes (p—O 87). Cette augmentation du taux d’urée (par rapport au lot: .
: ;\' ix ."‘temom 1nfecte non tralte) est également observée chez les rats traités a la solutlon - :
E o antrfonglque (lot test), suite a la prermére injection ( p=0,011). La concentration en urée chez
,t les rats 1nfectés et traltes al AmB reste stationnaire suite aux cing 1nJectlons
' Sur la ﬁgure N°40B nous remarquons que la concentration en créatinine ne varie pas - |
~ . su1te a la premlere 1nJectlon aussi bien pour les rats du lot contrdle traités par la solutlon
T ’:tampon, que pour les rats du lot test traités avec la solution d’ AmB (p—O 75). En revanche
S '\f"su1te aux deux1erne, tr0151eme, quatneme et cinquieme mJectlons, il y a une importante
augmentatlon de la créatinine chez les rats des lots test (traités & I’AmB) et contrdle (traités

™+ parlasolution tampon), par rapport au lot témoin (p=0).
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Fig ure N°40 : Effet d’injections répétées d’une solution d’AmB solubilisée 4 10“M dans ‘
du tampon acétate/acide acétique (100mM) 2 pH 5,4, a raison de Img/kg, surles:

~ paramétres sanguins (urée et créatinine), chez les rats Wistar infectés par C. albicans.
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Il ressort de ces résultats, que le traitement par la solution d’AmB solubilisée & 10™*M

dans du tampon acétate/acide acétique (100mM), a pH 5,4, a raison de Img/kg, toutes les 48

L ~ heures, n’induit pas de perturbations importantes du taux de 1"urée chez les rats infectés, par

‘.'66ﬁt‘1‘é' bri'o‘us' notons u’n'e’ importante perturbation du taux de la créatinine. Ceci est lié
n 'essentlellement d’une part, 4 la solution tampon acétate/acide acétique (100mM), d’autre part,
~va l’mfectlon par C. albzcans puisqu’en absence de tout traitement, le taux de créatinine
augmente s1gn1ﬁcat1vement 72 heures apres l’inoculation des levures et que cette

augmentation est d’autant plus importante au 10°™ jour ur.

Qilant a Pefficacité de cette solution d’AmB, les résultats de l’hémbCulture, obtenus suite

a chaque injection, sont reportés sur le tableau N°6.

Tableau N°6 : Concentratlon des levures dans le sang chez les rats ‘Wistar, apres

traltement par Ia solution d’AmB preparee a pI-IS 4

[Ratinfectén® |

Nombre de levures (ufc)

‘ 72 heures 24 hearas 24 heures 24 heures 24 heu‘res 24 heures
| Capres: “‘aprés aprés aprés aprés aprés
R inoculation | injection 1 | injection 2 | injection3 | injection4 | injection 5
1 1,7x10> [ 3,5x10° 0 0 0 -0
2 1,7x10° | 3,5x10° 0 0 0 0
3 17x10° | 3,5x10° | 1,6x10° 7X10° 0 0
4 1,7x10° | 3,5x10° | L,6x10° 7x10° 10° 10°
5 17x105 3,5x10° | 1,6x10° 7x10° 10° 10°
6 I 7x1o5 T3,5x100 | L,6x10° 7x10° 10° 10°

' b’aprés le tableau N°6, nous remarquons qu’apres la premiére injection de la solution

d’AmB, solubilisée & pH 5,4, le nombre de levures passe de 1,7x10’ufc/mL (avant traitement
des rats) a 3,5x10*ufc/mL, chez tous les rats du lot. Suite a la deuxiéme injection, deux rats _.
~ sur six n’ont plus de levure dans le sang (Oufc/mL suite & 1’hém‘ocu1t_hre) contrairement aux
qiiat’fe autres rats de ce méme lot test, qui ont un taux de levure, dans le sang, de 1,6x10*
‘ufe/mL. Ce dernier passe & 7x10° ufc/mL aprés la troisiéme injection. Suite & la quatriéme -
injection, trois rats sur six n’ont plus de levures dans le sang (Oufc/mL suite & I’hémoculture)
alors que chez il"és; 3 autres nous dénombrons les levures 3 10%ufc/mL. 1l en est de méme apréé

- lacinquieme injection.
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D’apres les résultats obtenus, nous remarquons que le nombre de levures diminue suite
“aux injécﬁo'r‘ls' d’AmB solubilisée a pH 5,4. Cependant, nous n’obtenons pas une efficacité
_‘tOtfét_le parce traitement, puisque I’hémoculture de 50% des rats traités est positive et que le

tra1tement nie ‘peut étre poursuivi car nous observons une totale létalité aprés la sixiéme

: i‘njvéctlidh de cette solution antifongique.
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DISCUSSION

La série de tests réalisés dans cette deuxiéme partie de 1’étude, nous a permis d’évaluer
la toxicité des solutions d’ AmB solubilisée 2 10*M, a pH 5.4 et pH10,8.

Nous remarquons que, suite 3 une injection unique d’une solution d’AmB, préparée a

pH 5.4, les concentrations en urée et en créatinine ne varient pas significativement par rapport

au lot de rats témoins, alors que suite & une injection unique d’une solution d’AmB,

‘solubilisée a pH 10,8, les con‘centrations en urée et en créatinine varient significativement par

‘rapport au lot témoin. Il semblerait que la solution d’AmB preparee apH 5.4, ait moins d’effet

sur la fonction rénale que la solution ¢’ AmB préparée a pH10, 8.

De plus trois 1r1]ect10ns répétées- de solutions d’AmB solublhsee a 10'4M dans du

N tampon acetate/ac1de acethue (100mM) a pH 5,4, 4 raison de Img/kg toutes les 48 heures'.

“ n 1nd sent pas de perturbatlons 51gmﬁcat1ves des paramétres rénaux. Il semble que dans ces

ns experlmentales la fonctlon ténalé he soit pas atteinte, or la principale toxicité de

lv AmB estv la tox1clte renale Ces résultats semblent étre en accord avec les tests in vitro qm

L montrent une reductlon de la tox101te envers les globules rouges, en présence d’une solutlon ‘

R d AmB solublllsee a pH 5 4 j‘v

Par allleurs sulte a 1’1noculat10n de 0 2mL d’une suspenswn de levures C. albicans

 444 IP @ partlr d’une suspenswn mére de 10° cellules/mL) a des rats Wistar par voie
' "pentoneale l’1nfect10n se mamfeste 72 heures apres par une hémoculture positive. En effet n
| ' cet examen révéle une concentration levunenne “maximale de 1,7x10° ufc/mL cette‘

3 'concentratlon per51ste en absence de tout traitement, durant les 16 j jours de suivi.

Quant aux parameétres rénaux, nous remarquons que le taux d’urée ne varie pas
significativement par rapport au lot de rats témoins sains, alors que la concentration de la
créatinine augmente significativement 72 heures aprés inoculation des levures aux rats. Cette

augmentation coincide avec la concentration maximale de levures présentes dans le sang.

Le traitement des rats par la solution d’AmB solubilisée 2 10™M dans du tampon.

acétate/acide acétiqﬁé (100mM) apH 5,4, a raison de Img/kg, toates les 48 heures, ne permet

‘pas d’obtenir une ti’(jtale"efﬁéacité chez tous les rats infectés par la levure Candida albicans.

Nous remarquons au niveau de I’hémoculture une absence de levures chez 50% seulement des
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~ rats infectés et traités par cette solution d’AmB, préparée a pH 5,4, aprés 9 jours (injection
répétée toutes les 48 heures). Cette efficacité partielle de la solution antifongique pourrait étre
liée & la souche de levure utilisée, puisqu’il s’agit d’une souche qui peut développer des
mycéliums dans les tissus infectés. D’autre part, cela pourrait étre 1ié a la dormance des
levures (Boucherit Z et coll., 2007).
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Conclusion générale

Le but qui avait été définit pour le présent travail était la détermination in vitro de ’effet
de I’état physique de la molécule d’amphotéricine B, un antifongique polyénique, sur son

activité aussi bien vis-a-vis des globules rouges humains (modéle universel de cellules

| animales) que vis-a-vis de Candida albicans, levure responsable de 1’une des principales

mycoses systémiques.

En éffet, si ’on est bien documenté au sujet de Pinfluence de environnement physico-
chimique sur ’équilibre en solution aqueuse entre les différentes formes solubles et insolubles
de ’amphotéricine B et que ce sont les formes super agrégées insolubles obtenues notamment

par préchauffage 20 minutes & 70°C qui sont les moins toxiques vis-a-vis des cellules

animales (Gaboriaud F. et coll, 1997b), on a en revanche, trés peu d’informations sur 1’effet

"du pH , d’une part, sur P’état physique de Pantifongique, d’autre part, sur son activité

s pH de solutlons meétes d’amphotenclne B des plus amdes (pH 3 8) aux plus

i_”‘alcalms (leO 8), “ont ete étudiés d’une part in vitro sur le plan de 1’activité antifongique, de |
-lla tox1c1’oe v1s-a—v1s des érythrocytes et sur 1’état physique de I’antifongique, d’autre paﬂ zn

i 'vzvo par des tests de tox1c1te et d’efficacité chez les rats Wlsta.r

* Les résultats que nous avons obtenus montrent que :

1- La tox1c1te de l’amphotencme B vis-a-vis des globules rouges depend du pH de la
solutlon mére. En effet lorsque 1’on met en contact de ces cellules 10”°M d’AmB

S préparée & partir de solutions méres de 10*M, solubilisées dans des tampons de
différents pH (pH 3,8, pH 4, pH 4,4, pH 5 et pH 10), nous observons une fuite quasi
totale de K intracellulaire et entre 70% et 80% d’hémolyse, résultats de méme
amplitude que ceux observés habituellement en présence d’une solution pr'e'pa’r'e’é
dans du DMSO. Par contre, les solutions d’AmB préparées aux pH 5,4 et pH10,8 ‘
n’induisent qu’une fuite partielle de K" intracellulaire (20%) et d’hérhdgiobihe‘
(20%) en 90 minutes d’incubation. La toxicité de I’AmB est ainsi réduite de 80%.
Ces deux derniéres conditions de pH semblent peﬁnettre une protection du globule

rouge.

129



- Conclusion générale

2-

L’utilisation de solutions méres d’amphotéricine B solubilisées 4 10*M a des pH de
5,4 ou de 10,8, permet d’augmenter in vitro la concentration finale d’amphotéricine
B jusqu’a 2x10°M, sans augmenter trés significativement la toxicité envers les
érythrocytes (30% d’hémolyse), alors qu’avec une solution préparée dans du
DMSO, une concentration finale d’amphotéricine B de 2x10° 6M induit une lyse

totale des globules rouges.

Loquue le pH vde la solution mére d’arhphotériciﬁe B Vaﬂe de: 43 10,8 D activité
antifongique est maintenue vis-a-vis de C. albicans (444 TP Institut Pasteur Paris)
durant les 10 heures de suivi, pour une concentration finale de 2x10"°M, par contre,
apH 3,8 l’atﬁphetéricine B perd 50% de son efficacité envers les cellules. De plus
pour une concentration finale de 2x107M, les solutions antifongiques préparées &

pH 4,44 ét 5 perdent jusqu’a 30% de leur activité en comparalson 4 une solution

. témom, préparee dans du DMSO, alors quapH 5.4, 7,4, 10 et 10 8 la molécule reste

B plemernent actlve envers la levure durant les 10 heures de suivi de la culture en

" "‘mllleu sabouraud l1qulde

Les solutlons meres d’amphoterlcme B solub111sees a 10“‘M a pHS 4 oua leO 8

' permettent Ta reductlon de la toxicité cellulaire de la molécule envers les

| erythrocytes tout en maintenant I’activité antifongique vis-a-vis des levures

: cultlvees dans du sabouraud liquide.

| LOfsQile le pH de la solution mére d’amphotéticihe B a‘ﬁgmente de pH3,8 apH5,4,

le ~coefficient d’extinction molaire Ae diminue, ce dernier passe de
409,372 Mol™.cm™ & 106,404 Mol .cm! (aux longueurs d’ondes autour de 328nm).
Or il est habituellement considéré Que lorsque l’intensité du signal du dichro'l‘sme
circulaire (Ag) diminue, le taux des agrégats d’AmB baisse [(Legrand P. et coll., o
1992), (Gaboriau F. et coll., 1997b)]. a

Lorsque le pH de la solution mére eugrﬁente de 7,4 2 10 amplitude de Ac s’éléve
de 196,059Mol " .cm™ 4 1295,14Mol” .cm™, aux longueurs d’ondes autour de 330nm,
l’ampho'té'rifcine B serait essentiellement sous forme d’agrégats insolubles dans ces
condltlons de pH, puisque selon Gaboriau F. et coll., (1997a), les agrégats

d amphoterlcme B sont observés aux longueurs d’ondes autour de 330nm. De plus,
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I’intensité du coefficient d’extinction molaire Ae est trés importante 3 pH 9,5
(1138,14Mol".cm") et pH 10 (1295,14M01".cm") ce qui suggere que dans ces
conditions la proportion des formes agrégées est importante. D’un autre coté le
coefficient d’extinction molaire chute brutalement au-deld de pH 10, dans ces
conditions de pH les agrégats d’amphotéricine B semblent s’étre dissociés. Ce

résultat est en accord avec les travaux de Dupont G. et coll. (1977).

Pour des pH de la solution mére allant de pH3,8 2 9,5, la proportion des agrégats
insolubles est maximale (autour de 95% de I’AmB totale) alors que celle des
monomeres et des oligoméres solubles est négligeable. En revanche, a partir de pH

10 il n’y a plus d’agrégats insolubles qui sont formés, I’AmB est essentiellement

'sous forme d’oligoméres solubles, la proportion des monomeéres dans ces conditions

éipéfifﬁéﬂtales augmente, elle passe de 10% pour pH 10 4 20% pour un pH 10,8.

| La réductmn de la tox101te de l’amphoterlcme B vis-a-vis des globules rouges

' humalns obseérvée a pH 5,4, pourrait &tre due  un écrantage des formes agregees de =

"'1a molécule’ par les contre ions CH3COO™ du tampon acétate/acide acethue S
| (IOOmM) selon le modele de Manning G.S. (1978), alors que celle observée a pH

10 g seralt doala reorgamsatlon de ’amphotéricine B en formes solubles, qui selon

Gaborlau F. et coll. (1997b), ne sont pas actives sur ce méme type de cellules.

Les tests in vivo ont révéle que 1’1nject10n d’une solutlon d’amphoterlcme B A raison

Cde lmg/kg, solubilisée a 10*M a pH 5, 4 w’induit pas de perturbatlon notable des

'parametres rénaux chez les rats Wistar, alors qu’a pH 10,8 elle induit une vanatxon‘

51gn1ﬁcat1ve des concentratlons sériques d’urée et de créatinine. De plus, trois =

injections répétées de solutions d’amphotéricine B, préparées a pH5,4, toutes les 48

heures (a raison de lmg/kg), ne semblent pas perturber les paramétres rénaux chez :‘ e

les rats Wistar par rappbrt au lot témoin. Il est & noter que la toxicité rénale est
Patteinte limitante d’un traitement & 1’amphotéricine B (Kleinberg M. et coll,
2006).
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10- Le traitement des rats Wistar infectés par la levure Candida albicans (444 1P
Institut Pasteur Paris), par la solution d’AmB, solubilisée a 10“*M dans du tampon
acétate/acide acétique (100mM) & pH 5,4, & raison de Img/kg toutes les 48 heures,
ne permet pas d’obtenir une totale efficacité chez tous les rats ; I’hémoculture est

négative (0 ufc/mL) chez 50% seulement de ces rats aprés 9 jours.

1l ressort de notre étude qué la variation du pH des solutions méres d’amphotéricine B
module i vitro I"activité de la molécule aussi bien vis-a-vis des érythro'cytcé que vis-a-vis des
levures. D’autre part, 1’état physique de I’Mphotéribine B est hui aussi modulé par cette
variation de pH, en effet, I"utilisation de solutions méres d’amphotéricine B, préparéeé dans -

des milieux tamponnés & pH 5,4 et 10,8, permettent de réduire la toxicité envers les cellules

' ammales tout en mamtenant Pefficacité antifongique. De plus, 4 pH 5,4 I’amphotéricine B ne

semble'pas perturber la fonctlon rénale chez I’animal.

En défimtlve la preparatlon d’une nouvelle formulatlon d’amphoténcmc B a partir

: 'solutlon mére tamponnee 4 pH 5.4 semble étre uné solution possible parmi d’autres

L Elle a l’avantage d’étre facde d’acces, peu onéreuse et qui permet une augmcntatmn de

rapeuthue Il demeure entendu que cette formulation devrait étre améliorée par

es-autfes modlﬁcatlons (notamment des conditions physico-chimiques telles. que la

; : 'f temperature, Ia force 1omque ajout de détergents...) qui se sont par ailleurs révélées avoir des

% jeffets posmfs

' Pour completer ce travaﬂ il seralt intéressant de :

 vérifier si des résultats de réduction de toxicité hepathue sont retrouves in vivo chez
I’animal, v

- vérifier si des résuliats d’activité antifongique analogues sont retrouvés in yivo cest

a dire chez I’animal contaminé suite a des injections répétées toutes les 24 heures.

- étendre I’étude a d’autres levures pathogénes.
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Résumé | g

- L’amphotéricine B, chef de file des anttfonglques polyéniques, reste ;usqu’a Theure actuelle le
traitement de choix dans les mycoses profondes et systémiques. Cependant il présente une forte toxicité. -
vis-a-vis des cellules ammales qui est liée pour une large part & son insolubilité en milieu aqueux. Dans ce
milie, trois formes de 1’AmB sont en présence : les monoméres solubles, les oligoméres solubles et les
agrégats insolubles. Pluswurs études ont montré que I"activité de ’AmB est liée 4 son état physique d’une
part, et que ce demier est modulé par I’environnement physico-chimique d’autre part. Le pH de la solution
est I'un de ces facteurs qui peut jouer un rle important dans I'activité de cette drogue. C’est pourquoi nous-
avons entrepris d’évaluer 1'impact de la modulation du pH de la- sehmon anufongtque sur la toxicité
sélective de la molécule &’ AmB. Dans cette perspective, nous avons dans un ‘premier temps btudié l’effet
de la variation du pH des solutions d’ AmB, du plus acide (pH3,8) au plus alcalin (pH10; 8), sur’ son
activité aussi bien vis-a-vis des cellules animales hétes que vis-3-vis des levures appartenant & 1’espéce
Candida albicans, et déterminé 1’état physique de 1’ amphotéricine B dans chaque csndmon de pH. Ensuite
- nous avons effectué des tests in vivo chez les rats Wlsmr o

1 ressort de notre étude que 1a toxicité de I’ AmB vis-3-vis des globules r@uges humains est fortement
réduite lorsque la solution mére d’ AmB est préparée a pH 5.4 ou 10,8 tout en maintenant I'efficacité
antifongique, et que 1’état d’agrégation de l’anufonglque dépend du pH de la salutwn mére. De plus les
tests in vivo ont mentré que la solutlon d’AmB préparée 4 pH5,4 n’altére pas la fonction rénal chez
Panimal.

Mots clés: antlfonglques polyémques, amphoténcme B, pH, tox:clté actmte, levure, agregats,
’monoméres, olzgomeres

Abstract

Amphotencm B;a leadmg polyemc antifungal, remains till now the treatment of choice in the deep and
‘systemic mycoses. However, it has a high toxicity towards animal cells which is linked in a large part to its
insolubility in aqueous mediums. In this medium, three forms of AmB are involved: the soluble monomers,
the soluble oligomers, and the ken to assess the impact of the pH modulaaon of the antifungal solution on
the selective toxxclty of the AmB molecule. In this perspective, we have first smdied fect of the pH
variation of the AmB stock soluuons, from the most acid (pH3;8) to the most alk H10,8), on its
activity towards the host animal cells as well as towards the yeasts- ‘belonging to the species Candida
albicans. Then we have determined the physical state of AmB in each condition. fpH.

It appears fmm our study that the wxmlty of AmB towards the human »bcytes 1 greatly reduced

' ifungal efﬁclency,
and that the state of aggreganon of the annﬁmgal depends on the pH of tlns Furthore in vivo study,
show that stock solution of AmB prepared at pH 5,4 didn’t affect the kidney of tmce wistar, ‘
‘Keywords: AmB, pH, toxmty, erythrocytes C albicans
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