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Liste des abréviations

Pour des raisons de lisibilité, la signification d’une abréviation n‘est souvent rappelée qu'a sa
premiére apparition dans le texte d'un chapitre. Par ailleurs, puisque nous utilisons toujours
I'abréviation la plus usuelle, il est fréquent que ce soit le terme anglais qui soit employé,

auquel cas nous lindiquons en italique ou nous présentons une traduction.

ABCD Dispersion colloidale de 'amphotéricine B
ADN Acide désoxyribonucléique

AMA Amphotéricine B-3- (N'N’-diméthylamino) propylamide
AmB Amphotéricine B

AME Amphotéricine B méthyl-ester

ARNmM Acide ribonucléique messager

CMI Concentration minimale inhibitrice

CMF Concentration minimale fongicide

Chol Cholestérol

CMmV Cytomégalovirus

DMSO Diméthyl sulfoxide

DMPC Dimyristoyl phosphatidy! choline

DMPG Dimyristoyl phosphatidyl glycerol

DSPG Distearoyl phosphatidyl glycérol

DO Densité Optique

EPC Phosphatidyl choline d'oeuf

FSC Forward scattering

HDL Hight density lipoprotein

HSPC Phosphatidyl choline de soja hydrogénée
LUVs Large unilamellar vesicles

LDL Low density lipoprotein

LDH Lactate déshydrogénase

MDR Multi drug resistance

MLVs Multi lamellar vesicles

ODN Oligodésoxyribonucléotide

ODN-PS Oligonucléotide phosphorothioate

PC Phosphatidylcholine

PE Phosphatidyléthanolamine

PS Phosphatidylsérine
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Introduction
/

Les candidoses systémiques ou profondes, dont la fréquence a augmenté, sont
associées a une mortalité élevée. Cette mortalité reste lourde en raison du délai au
diagnostic, et du terrain sur lequel elles surviennent. En effet, le nombre de ces
infections a considérablement augmenté depuis 25 ans, en raison d'une extension de

la population a risque, et de l'allongement de la survie des patients qui la constituent.

L'apparition de résistance aux antifongiques chez certains microorganismes et
linefficacité d’une antifongithérapie pour protéger 'organisme contre I'envahissement
de certaines souches pathogénes constituent un probléme sérieux. Ainsi, depuis
1950, 'année de la découverte de la nystatine par HAZEN et BROWN, plusieurs
antifongiques furent isolés, mais un nombre tres restreint est utilisé a des fins

thérapeutiques du fait de leur toxicité et/ou de leur inactivité in vitro.

C'est seulement depuis cette derniére décennie que la thérapeutique antifongique
s'est réellement développée mais malgré plus de quarante ans d’utilisation,
amphotéricine B reste encore I'antifongique polyénique de premier choix dans les
infections fongiques profondes, en raison de son spectre trés large, de son effet
fongicide intense et de 'apparition de relativement peu de cas de résistance. La mise
a disposition des dérivés azolés qui sont mieux tolérés que I'amphotéricine B a
suscité de grands espoirs malheureusement dégus par I'apparition de cas de
résistances de plus en plus fréquentes (SCHOLER et POLACK, 1984). De plus, les
dérivés azolés, contrairement a Pamphotéricine B, sont plut6t des inhibiteurs de la
croissance des cellules fongiques (CARBON et coll. 1994). Ce regain d'intérét pour
I'amphotéricine B a incité la renaissance des études concernant cette molécule. Pour
mieux cibler la prise en charge des mycoses systémiques, une meilleure
compréhension du mécanisme d'action de cette drogue qui rejoint son mécanisme
de toxicité, tous deux basés sur une interaction de I'antifongique avec les stérols

membranaires, s'impose.

Notre étude s'inscrit dans cette optique et consiste a étudier d'une part le
phénoméne de « dormance » des cellules de Candida albicans sous [leffet de
I'amphotéricne B pour expliquer les échecs thérapeutiques liés a cette drogue.
D'autre part, nous proposons une stratégie novatrice pour lutter contre la résistance

des levures aux antifongiques, il s'agit de la thérapie antisens antifongique.
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique

Les mycoses systémiques restent des affections graves et leur incidence est en
progression significative ces vingt cing (25) derniéres années. Celles-ci se classent
maintenant au quatriéme rang des infections nosocomiales (BLANCHET et caoll.
2004).

La pathologie fongique est associée & une augmentation significative de la morbidité
et de la mortalité (40%) des patients hospitalisés (KETTANI et coll. 2005).

Si Candida albicans reste le principal agent responsable de ces mycoses (50 a 70 %
des infections), on constate 'émergence d'espéces non-albicans qui sont souvent
plus réfractaires aux traitements classiques, telles que C. glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei et C. lusitaniae. Ces maladies sont en forte recrudescence,
en raison de I'extension de la population a risque immunodéprimés liés au virus du
sida, aux avancées en transplantation et en oncologie, a I'utilisation de cathéters
vasculaires, au recours fréquent a des antibiothérapies a large spectre et a une
émergence de plus en plus fréquente des souches résistantes aux traitements
antifongiques (CARLE et coll. 2003).

L'arsenal thérapeutique visant & lutter contre les mycoses systémiques s'est élargi
durant les 30 derniéres années. En effet, jusqu’aux  années 70 le traitement des
mycoses profondes reposait sur I'utilisation de 'amphotéricine B, chef de file des
antifongiques polyéniques. Mais cette molécule présente un nombre important
d'effets secondaires dont fievre, vomissement, diarrhées, des toxicités pulmonaires,
neurologiques et rénales qui restent la complication majeure du traitement dont elle
limite souvent la durée [(BOURRIN et coll. 1993), (BOLARD et coll. 1997)].

Le début des années 80 a été marqué par I'apparition des azolés. Tout d’abord le
miconazole dont lutilisation a été limitée par la survenue fréquente d'effets
secondaires, puis le kétoconazole et enfin les triazolés dont les deux molécules
étudiées sont le fluconazole et I'itraconazole (BRYSQUIER 1999).

Contrairement a 'amphotéricine B, les azolés sont mieux tolérés (CANIAUX et coll.
1984) ; ce qui a suscité de grands espoirs malheureusement dégus par I'apparition
de cas de résistances de plus en plus fréquentes (SCHOLER et POLACK 1984).
De plus, a la différence de 'amphotéricine B qui posséde un caractére fongicide au
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique

moins dans certaines mycoses, les azolés sont plutot des inhibiteurs de la
croissance des cellules fongiques (CARBON et coll. 1994).

Pour cette raison, les recherches s'orientent vers la synthése de nouvelles molécules
chimiques (dérivés azolés) et l'isolement d’autres antifongiques ayant une efficacité
plus élevée et un mode d'action plus spécifique et plus sélectif avec moins d’effets

indésirables.

Par ailleurs, ces 20 derniéres années ont vu une compléte renaissance des études
concernant la molécule d’amphotéricine B malgré quelle soit a lorigine de

phénoménes toxiques mettant en jeu parfois le pronostic vital.

C'est pourquoi, plusieurs stratégies visant a augmenter l'index thérapeutique de cet
antifongique ont été développées. lly a celles qui sont basées sur la modification de
sa structure chimique et celles qui sont basées sur les nouvelles formulations ou
plusieurs solutions ont éte préconisées pour moduler la solubilit¢ de

I'amphotéricine B.

Les résultats les plus intéressants ont été obtenus avec les formulations liposomales
de Pamphotéricine B sans toutefois avoir de certitudes quant a la maniére dont elles

peuvent modifier le mécanisme d’action de cet antifongique.

En ce qui nous concerne, tenant compte des avantages qu’offre cet antifongique,
nous avons opté pour I'élaboration d’'une nouvelle stratégie permettant d’ameliorer
son index thérapeutique. Le large spectre d'action de cette molécule, la trés faible
frequence d’apparition de souches résistantes et la large expérience clinique

constituent ses atouts majeurs.

En effet, l'étude de la sensibilité des agents pathogénes aux antifongiques est
délicate et insuffisamment codifiée. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI)
et ou de la concentration minimale fongicide (CMF), ont une valeur prédictive faible
pour le succés ou l'échec clinique. La corrélation entre les données in vitro et les
résultats in vivo n'est bonne que dans le cas des candidoses oropharyngées du sujet

infecté par le virus de l'immunodéficience humaine (DATRY et coll. 2001).
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique

De plus, lincapacité des cellules de Candida albicans traitées aux antifongiques a
former des colonies sur milieu gélosé sont généralement considérées comme
signifiant la mort des cellules. Cependant, on admet que sous antifongique, une
partie seulement des microorganismes viables se divisent, lorsqu'on les force a une
réactivation, l'autre partie étant considérée comme constituée de cellules viables
mais non cultivables.

Jusqu'a Pheure actuelle, on ne dispose pas d’explications claires a de telles
observations. Une meilleure connaissance du mécanisme d’action des antifongiques
polyéniques et notamment de I'amphotéricine B (qui constitue I'objet de notre travail)
permettrait probablement de comprendre la logique de ces observations. C'est
pourquoi, nous avons voulu vérifier si cela était le cas des cellules de Candida
albicans traitées par I'amphotéricine B. La taille (pour faire la distinction entre les
grandes et les petites cellules) et la prolifération des cellules seront appréciées par
cytométrie en flux, un bon moyen pour quantifier [I'hétérogénéite des
microorganismes [(DAVEY et KELL 1996), (DAVEY et WINSON 2003)], en
l'absence et en présence d’antifongique. La caractérisation quantitative et qualitative
de la viabilit¢ des cellules fongiques a été largement étudiée en utilisant la
fluorocytométrie en flux [(GREEN et coll. 1999), (PFALLER 2005)],
malheureusement, ces études n'ont pas été capables de faire le tri des populations
rencontrées en présence de [lantifongique polyénique de référence,
I'amphotéricine B.

Pour estimer l'effet de 'amphotéricine B sur des cellules de Candida albicans,
LIAO et coll. ont en 1999 étudié la relation entre viabilité, mortalité des cellules et
intégritét membranaire et activité intracellulaire. Il apparait que des cellules de
Candida albicans exposées a des concentrations d’amphotéricine B comprises entre
0,5 et 1 uM sont incapables de se multiplier mais peuvent ressusciter. En effet, plus
récemment, les mémes auteurs ont montré que les cellules fongiques traitées par
I'amphotéricine B & une concentration de 0,5uM peuvent ressusciter aprés un temps
d'incubation de 15 heures a 22°C (LIAO et coll. 2003). [l semblerait qu'il est

possible de mettre en évidence, dans ces conditions, la viabilité des cellules.

C'est pourquoi, dans la premiére partie de notre travail, nous avons aborde le

probléme de la réactivation de certaines levures et fongis soumises a un traitement
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antifongique. Cet échappement d’une partie des cellules infectieuses a l'action des
antifongiques constitue en effet, un handicap a [lefficacit¢ thérapeutique.
Pour quantifier la distribution des cellules de Candida albicans cultivées sur milieu
Yeast Medium (YM) liquide en présence et en 'absence d’amphotéricine B, nous
avons utilisé la diffusion de la lumiére par mesure de I'absorbance et la cytométrie en
flux (sans fluorescence).

Ensuite, les données de cytométrie en flux sur la dormance des cellules et sur leur
viabilité ont été vérifiees d'une part, par les études microscopiques qui nous ont
renseignées sur I'aspect des cellules, d’autre part, par des mesures d’unités formant
colonies (UFC).

Dans la deuxiéme partie de notre travail, utilisant les données sur les mécanismes
d'action de 'amphotéricine B, notamment son activité sur les membranes cellulaires,
nous avons proposé une nouvelle stratégie de traitement contre les mycoses

systémiques : il s’agit d’'une approche antisens.

La démarche utilisée a consisté a savoir si un dérivé cationique de 'amphotéricine B,
I'amphotéricine B-3- (N’N'-diméthylamino) propylamide (AMA), capable de former
des pores transmembranaires (CHERON et coll. 1988) et potentiellement capable
d'interagir par ses deux charges positives a pH physiologique (BLANC et coll. 2000a)
avec les oligonucléotides polyanioniques était en mesure de vectoriser les
oligonucléotides antisens.

L’AMA réunit, a notre avis, a la fois les qualités de 'amphotéricine B et les propriétes
favorables a une vectorisation d’oligonucléotides. Les caractéristiques qui nous
intéressent sont les suivantes :

1- L'AMA est capable de former des pores transmembranaires. Cette propriété
s'observe dans la méme gamme de concentration que pour 'amphotéricine B
(CHERON et coll. 1988).

2- Elle est cationique, a raison de deux charges positives par molécule a pH
physiologique. Elle pourra interagir avec les oligonucléotides polyanioniques.
Le choix de 'AMA a été guidé par une étude comparative entre 'AME et
FAMA pour linternalisation d'un oligonucléotide fluorescent. L'AME, autre
dérivé de l'amphotéricine B, porteur d’'une seule charge positive a pH
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physiologique, s'est révélée moins efficace que 'AMA (GARCIA CHAUMONT
et coll.2000a).

Avant de commenter les résultats de nos travaux, nous allons donner d'abord une
revue bibliographique sur les domaines qui touchent de pres le sujet de recherche

sur lequel nous avons travaillé.

Nous commengons par un rappel sur les propriétés de lamphotéricine B, des
nouvelles préparations de cet antifongique et de son mécanisme d’action sur les
levures et sur les cellules animales. Nous terminerons par I'apport de la vectorisation
d'oligonucléotides antisens dans I'antifongithérapie dans le but d’augmenter l'index

thérapeutique de ces drogues.

Aprés une présentation du matériel et des méthodes que nous avons utilisées, nous

finirons par une présentation de lessentiel des résultats que nous avons obtenus.
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1- PROPRIETES DE L’AMPHOTERICINE B :

1-1- Propriétés physico-chimiques :

L’amphotéricine B est un antifongique polyénique produit naturellement par
fermentation d’'un champignon actinomycéte (Streptomyces nodosus). Sa structure a
été établie en 1970. Figure n°1

Figure n°1 : Structure de I'amphotéricine B (SCHOLER et POLACK, 1984)
Il s'agit d’'une macrolactone (47 atomes de carbone) formée de :

- Une partie apolaire hydrophobe, essentiellement constituée d'un systéme
rigide 7 doubles liaisons conjuguées en configuration trans.
- Une partie polaire hydrophile, caractérisée par un nombre important de

groupes hydroxyle et d’'une mycosamine.

La présence des ces groupements hydroxyle polaires et celles de doubles liaisons
apolaires confére a 'amphotéricine B la propriété chimique d’amphiphile, qui limite
considérablement sa solubilité en phase aqueuse.

La rigidité de la chaine polyénique impose au macrocycle une forme allongée en
batonnet.
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]

La présence des doubles liaisons conjuguées est responsable d’un intense spectre
d'absorption U.V. dans la région 400-280 nm, ce qui permet de les étudier par

spectroscopie.

De plus, la présence de deux groupements acido-basiques (COOH et NH) tous
deux chargés au pH physiologique confére a cette drogue un caractére amphotere.
Les pKa des fonctons COOH et NH; sont respectivement de 5,7 et 10
(HUNG et coll.1988).

Les nouveaux dérivés de I'amphotéricine B sont préparés a partir de modifications
chimiques de ces deux groupements (SCHAFFNER 1987).

Elle se présente sous forme d’'une poudre jaune, insoluble dans I'eau mais soluble
dans les solvants organiques telle que le diméthyl sulfoxide (DMSO), le diméthyl
formamide (DMF) et peu soluble dans les alcools.

En milieu aqueux, 'amphotéricine B est instable a la lumiére, a 'oxygéne, aux fortes
températures et aux pH extrémes [(HAMILTON-MILLER et coll. 1973),
(HUNG et coll. 1988)], et se conserve sous forme séche dans un dessiccateur a I'abri
de la lumiére a 4°C.

Son association au désoxycholate de sodium (Fungizone®) permet une préparation

soluble dans I'eau ou le sérum glucosé sous forme colloidale faite de micelles.

En solution aqueuse, 'amphotéricine B se repartit schématiquement en trois états :
une forme agrégée responsable de la toxicité, une forme oligomére (essentiellement
dimeére) douée d’'une moindre toxicité et une forme monomérique peu toxique
responsable de l'activité antifongique. L'équilibre entre ces trois formes n'est pas
figé. Il varie selon la concentration d’amphotéricine B et le solvant. Nous comprenons
alors I'importance du choix du support de solubilisation pour réduire la proportion de
forme toxique d’amphotéricine B, en se rappelant que cette molécule est amphotére.
L’amélioration de la sélectivité de I'action de 'amphotéricine B en solution lipidique
sera donnée en fonction du ou des lipides support [[BOLARD 1986), (LEGRAND et
coll. 1992)].
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1-2- Propriétés biologiques :
1-2-1- Spectre d’action :

Le spectre d'activité de Famphotéricine B s'étend & la majorité des agents fongiques
responsables d'infections humaines incluant les levures (Candida albicans et
Cryptococcus  neoformans), les champignons  dimorphiques (Histoplasma
capsulatum et Coccidioides immitis), les champignons filamenteux (Aspergillus) et

les protozoaires (Leishmania et Naegleria).

1-2-2- Posologie et mode d’administration :

L'amphotéricine B a la posologie de 0,5 4 0,6 mg-kg™"j”" ou de 1 & 1,2 mg/kg un jour
sur deux reste le traitement de référence de la plupart des mycoses systémiques,
notamment chez les immunodéprimés (SUGAR et coll. 1990). Son efficacité est
variable suivant la nature de l'agent fongique incriminé et du terrain sous-jacent :
greffes de moelle, transplantations d’organe, hémopathies et cancer, infections par le
virus de 'immunodéficience humaine (VIH), corticothérapie, diabéte... Une réponse
a lamphotéricine B est ainsi observée dans 60 a 80 % des candidémies et
seulement 50 % des candidoses chroniques disséminées [(REX et coll. 1994),
(EDWARDS 1997)], 20 a 83 % des aspergilloses pulmonaires invasives (cette
grande dispersion souligne I'importance du terrain) [(DENNING 1994),
(ANDRES et coll. 1995)], 70 % des cryptococcoses (dans ces cas étant associée a
la flucytosine) [(JOLY et coll. 1996), (VAN DER HORST et coll. 1997)], 10 a 50 %
des mucormycoses [(MORRISON et Mc GLAVE 1993), (YOHAI et coll. 1994)] et
moins de 30 % des infections disséminées & Trichosporon (HERBRECHT et coll.
1993).

1-2-3- Autres activités :

- Activité immunostimulante de 'amphotéricine B observée par BLANKE et coll.
(1977) sur des souris auxquelles ils avaient injecté de Il'albumine sérique
humaine trinitrophénylée.

- Activit¢ de potentialisation de certains médicaments anticancéreux tels la
lomustine, I'adriamycine, le méthotrexate, la vincristine, le melphalan et la
cyclophosphamide [(MEDOFF et coll. 1981), (VALERIOTE et coll. 1984 et
1986)]. Bien que des études cliniques ne semblent pas confirmer I'existence

-10-
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d'un effet potentialisateur de la chimiothérapie anticancéreuse par
ramphotéricine B (PRESANT et coll. 1984), il semblerait que cet antifongique
soit susceptible de supprimer la résistance a une chimiothérapie (PRESANT

et coll. 1987).

1-2-4- Pharmacocinétique :

L'amphotéricine B ne franchit pas la barriére intestinale méme a des doses élevées.
Elle se lie fortement aux protéines plasmatiques (91 a 95 %) aprés administration
par voie intraveineuse et est largement distribuée dans les tissus avec un volume de
diffusion de 4l/kg. Sa demi-vie plasmatique est de 24 a 48 heures, mais sa demi-vie
d’élimination est proche de 15 jours. Sa distribution suit un modéle tricompartimental
(ATKINSON et BENNETT 1978).

- Un compartiment central, vraisemblablement le sang total ou I'antifongique

est fixé en grande partie aux protéines et aux lipoprotéines plasmatiques ;

- deux (2) compartiments périphériques, s’équilibrant avec le compartiment
central, 'un lentement (ti2 15 j), l'autre rapidement (t12 20 h) suite a la lente
libération de lamphotéricne B & partir des tissus périphériques
essentiellement le foie et la rate, et dans une moindre mesure les reins, les
poumons, le cceur ainsi que de tres faibles quantités au niveau du pancréas et
du cerveau, du tissus adipeux et du muscle [[CHRISTIANSEN et coll. 1986) ;
(COLETTE et coll. 1989)].

L'excrétion de 'amphotéricine B se fait par deux voies principales : la voie biliaire qui
élimine au maximum 19% et la voie urinaire qui élimine 21% de la dose injectée
(KHOO et coll. 1994).

1-2-5- Effets secondaires :

L’amphotéricine B présente des effets indésirables fréquents, directement liés a sa
toxicité mais a coté des effets immédiats d’ordre général (nausées, diarrhées,
douleurs abdominales, frissons, fiévre, céphalée et hypotension artérielle...), la
toxicité rénale et les troubles métaboliques a type : d’hypokaliémie,
d’hypomagnésémie et d'acidose métabolique sont les plus préoccupantes
[(GALLIS et coll. 1990), (CLEMENTS et PEACOCK 1990)].

-11-
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La néphrotoxicité concerne 24 a 80 % des patients. Elle s'explique par une
tubulopathie a I'amphotéricine B qui est constante et par une atteinte glomérulaire
dans les stades tardifs. La responsabilité d'une vasoconstriction des artéres rénales
est envisagée (BRIGGS et coll. 1991). Il faut souligner le réle aggravant ou favorisant
de la déplétion sodée et de I'association a d'autres médicaments néphrotoxiques :
aminosides, vancomycine, foscarnet, ciclosporine, cisplatine, furosémide [(GALLIS et
coll. 1990), (CLEMENTS et PEACOCK 1990)].

La prévention des désordres hydroélectrolytiques ainsi que lapport de sodium
(hydratation par 500 a 1 000 ml de sérum physiologique) réduisent la néphrotoxicité
de Pamphotéricine B [(LIANOS et coll. 1991), (MAYER et coll. 1999)]. Une toxicité
médullaire (anémie, leucopénie et/ou thrombopénie) est également rarement
signalée (GALLIS et coll. 1990).

La toxicité rénale représente le facteur limitant de I'utilisation de 'amphotéricine B en
clinique. Dans le but de réduire la toxicité de cette drogue, plusieurs recherches se
sont développées rapidement ces derniéres années. Celle-ci ont consisté soit en la

synthése de nouveaux dérivés, soit en la mise au point de nouvelles formulations.
2. MECANISME D’ACTION DE L’AMPHOTERICINE B :

Bien que le mécanisme d’action ne soit pas totalement élucidé, il reste généralement
admis que la toxicité de 'amphotéricine B s’exerce principalement au niveau des
membranes contenant des stérols (cellules fongiques et levures qui renferment de
lergostérol et cellules de mammifére qui elles contiennent du cholestérol).
L’amphotéricine B serait a l'origine d'une perméabilisation membranaire accrue qui
initierait un gonflement cellulaire suivant les modifications du flux ionique, précédant
la mort cellulaire. En effet, de nombreuses études ont montré une corrélation entre la
fixation membranaire de I'antifongique et son action perméabilisante, précisant le
réle des lipides membranaires et plus particuliérement les stérols dans l'interaction
AmB-membrane (BOLARD 1986).

Les travaux de SAFE et coll. (1977), ont montré que trois souches de Candida
résistantes a 'amphotéricine B contiennent les mémes stérols que les souches

sensibles mais en concentration plus faible.

-12-
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De plus, linhibition de la synthése du cholestérol par addition du kétoconazole,
permet une diminution de Ila toxicité de 'amphotéricine B envers les cellules rénales
en culture (JOLY et coll. 1992b).

L'interaction amphotéricine B-stérol dépend de la composition membranaire en
phospholipides (CLEJAN et BITTMAN 1985). Les cellules de Saccharomyces
cerevisiae enrichies en phospholipides de type phosphatidylcholine (PC),
phosphatidyléthanolamine (PE) et phosphatidylsérine (PS), acquiérent une
résistance envers 'amphotéricine B (RAO et coll. 1985).

Linduction par 'amphotéricine B d’'une perméabilisation transmembranaire aux ions
est reliée a la formation de canaux d’un diamétre de 8A. Ces derniers sont formés de
8 a 12 molécules d’antifongique agrégées. L'ensemble constitue un canal ancre a la
surface membranaire par ses groupes chargés dont l'intérieur est tapissé de groupes
hydroxyles. Le probléme posé par ce modéle vient du fait que les canaux n’étaient
pas assez longs pour s'étendre sur toute I'épaisseur de la bicouche lipidique, pour
les longueurs de chaine acyl des phosphatidylcholines rencontrés dans les
membranes des cellules. lls correspondent plutét a un seul feuillet.

L'observation comme quoi 'amphotéricine B avait une activité sélective maximale
vis a vis des anions quand ils étaient présent des deux cétés de la membrane
lipidique et I'existence d’'un groupement OH en C35 a suggéré que 2 demi-pores
pouvaient se superposer au sein de la membrane par des liaisons hydrogene.
C'est pourquoi le modéle proposé par DE KRUIJFF et DEMEL (1974), constitué de
demi pores cations sélectifs et de double demi pores anions sélectifs est resté la

référence en matiére de mécanisme d’action de cet antifongique.

De plus, une étude faite par modélisation moléculaire @ montré que 6 a 8 molécules
d’amphotéricine B seraient impliquées dans la formation du canal, les interactions
par liaisons hydrogéne seraient indispensables pour que le canal reste a I'état ouvert
(BAGINSKI et coll. 1997)

Cependant, la sélectivité de 'amphotéricine B envers les cellules fongiques est due a
une plus grande affinité de cette drogue pour flergostérol membranaire.
[(KITO et coll., 1987), (SEOANE et coll., 1998)]. Cette grande affinité pour
I'ergostérol s’expliquerait par :

-13-
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- La présence d'une double liaison en C22 sur l'ergostérol renforcerait
linteraction mettant en jeu la chaine rigide (7 doubles liaisons) de
amphotéricine B et la molécule de stérol

- La conformation plane de l'ergostérol serait plus propice a une interaction
avec 'amphotéricine B que le cholestérol, dont la chaine latérale sans double
liaison en C22 est plus flexible (NORMAN et coll. 1972). (Figure n°2)

- Les travaux de BRAJTBURG et coll. (1981 et 1980b) ont montré que la
toxicité cellulaire de 'amphotéricine B vis a vis des cellules fongiques et
animales est dose dépendante.

- Effet stimulateur vis-a-vis des cellules de Candida albicans a des doses de
ordre de 0,01 uM et vis-a-vis de lignées de cellules animales comme les
lymphocytes a des doses <1uM.

- Effet perméabilisant membranaire cationique (K*, Ca®*, Mg?") a des doses de
I'ordre de 0,02 a 0,1 uM pour Candida albicans et entre 1 et 10 uM pour les
lymphocytes. Les dommages membranaires a l'origine de la fuite des ions
concernent aussi I'inhibition de 'ATPase a protons des cellules fongiques et
de 'ATPase Na'/K* des cellules animales.

- Effet I&tal aprés la perméabilisation irréversible de la membrane aux cations a
des doses > 0,3uM pour Candida albicans et de 20puM pour les lymphocytes.

Ces différents phénoménes ne peuvent pas s’expliquer uniquement par la formation
de pores transmembranaires et par des changements de perméabilité. D’autres
mécanismes doivent intervenir si nous considérons que les doses d’amphotéricine B
généralement nécessaires a la destruction des cellules sont nettement supérieures a
celles qui provoquent une fuite des cations.

-14-
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Ergosterol

Figure n°2 : Interaction de I’'amphotéricine B (a) avec le cholestérol et
I'ergostérol (b) (GABRIELSKA et coll. 2006)
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Ainsi la peroxydation des lipides membranaires pourrait étre un des phénoménes
responsables de la destruction des cellules. Ce phénoméne est déterminant dans
leffet toxique de I'amphotéricine B sur les sphéroplastes de Candida albicans
(SOKOL-ANDERSON et coll. 1986) et les globules rouges (BRAJTBURG et coll.
1985). Selon SOKOL-ANDERSON et coll. (1986), la toxicité de I'amphotéricine B est
fortement réduite en présence de la peroxyde dismutase et d’'O, ou en absence
d’0O, ; nous pouvons supposer que 'amphotéricne B favorise la formation de radicaux
libres d'O, responsables des peroxydations lipidiques et de la lyse cellulaire. De plus,
Finduction de la perméabilité cellulaire aux cations ne serait aucunement influencée

par la présence ou non d'O. (Figure n°3)

En 1994 VERTUT-DOI et coll. ont mis en évidence un autre mécanisme d’action de
amphotéricine B, au niveau du processus d’endocytose chez une lignée cellulaire
CHO. A fortes doses I'antifongique serait susceptible d’inhiber la fusion endosomes-

lysosomes tout en stimulant son internalisation par la pinocytose.

La figure n°4 résume schématiquement les différents mécanismes d’action de

ramphotéricine B sur les cellules fongiques et animales.

En conclusion, le mécanisme d'action de lamphotéricine B, méme s'il n'est pas
totalement élucidé, semblerait mettre en jeu une interaction de cet antifongique avec
la membrane, suivie d’'une formation de pores transmembranaires perturbant les

équilibres ioniques.

-16-
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Inhibition de
I'ATPase & proton

Inlljbiti_gn dela
Na' /K" ATPase

Internalisation et
blocage de I'endocytose

Peroxydation lipidique

Figure n°3 : Toxicité cellulaire de ’'amphotéricine B

A. Cellule fongique B. cellule animale
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Cellule hote

Endosome

O

Lysosome

Paroi
- Cellule fongique Cellulaire

Figure N°4_: Mécanismes d’action anticellulaire de 'amphotéricine B.

a- Formation de canaux transmembranaires avec les cellules animales.

_ b

Formation de canaux transmembranaires avec les cellules fongiques.

c- Internalisation de 'amphotéricine B par liaison aux LDL.

d

Peroxydation des membranes (HARTSEL et BOLARD, 1996).

(), Amphotéricine B ; [] Cholestérol ;] Ergostérol
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3. AMELIORATION DE L’INDEX THERAPEUTIQUE DE L’AMPHOTERICINE B :
VOIES DE RECHERCHE :

L’amphotéricine B commercialisée (Fungizone®) a pallié au probléme de solubilité
de cette molécule dans I'eau, malheureusement, en usage parentéral, sa toxicité
constitue un inconvénient majeur ce qui a conduit & la recherche et au

développement de nouveaux dérivés hydrosolubles ou de vecteurs moins toxiques.

3-1- Formulations de 'amphotéricine B :
3 1-1 Complexes :

a- Amphotéricne B — Borate :

Le borate de sodium en excés est a l'origine d’'une augmentation de la solubilite de
amphotéricne B dans l'eau (jusqu'a 4,7 mg/ml), d'autant plus que le pH est alcalin
(STRAUSS et KRAL 1982). Le borate réagit avec les groupements hydroxyles de la
molécule d’AmB pour former un complexe alternant les deux molécules. L'activité
biologique du complexe reste identique a celle de Ilamphotéricine B pure, mais la
toxicité parentérale augmente.

b- Amphotéricne B — Sulfate de Cholestérol (ABCD) :

Ce complexe de forme colloidale de rapport molaire 1:1, basé sur I'affinité de
amphotéricine B pour les stérols est particuliérement stable thermodynamiquement
(GUO LUKE et coll. 1991). Lors d'études pharmacocinétiques effectuées chez le rat,
les disques d’ABCD ont permis de réduire le pic plasmatique de I'amphotéricine B,
de prolonger son temps de résidence dans la circulation sanguine et de diminuer sa
concentration rénale au profit dune accumulation au niveau hépatique
(FIELDING et coll. 1991). Cette formulation se revéle moins néphrotoxique et moins
hépatotoxique que la Fungizone® (MUFSON et coll. 1990). In vivo a doses égales,
ABCD reste moins active que 'amphotéricine B conventionnelle, mais présente tout
de méme l'avantage d’une moindre toxicité dans des modéles d'aspergilloses chez
des lapins immunodéprimés (PATTERSON et coll. 1989) ou dans des modéles de
coccidioidomycoses murine (CLEMONS et STEVENS 1991). Dans les deux cas,
ABCD fait progresser l'index thérapeutique de 'amphotéricine B
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c- Amphotéricine B — cyclodextrines :

Les cyclodextrines, oligosaccharides cycliques possédant une cavité hydrophobe
interne permettent [linclusion de molécules hydrophobes de taille adéquate.
Le complexe AmB-cyclodextrine 1:1 ou 1:2 peut étre obtenu avec de la y-
cyclodextrine (8 unités de glucose) (RAJAGOPALAN et CHOW 1986). La solubilite
dans l'eau atteint 1mg/m! (VIKMON et SZEJTLI 1985). Des études spectroscopiques
(dichroisme circulaire) montrent que 'amphotéricine B incluse reste alors dans sa
forme monomére a des concentrations ou elle est déja auto-associée en solution
aqueuse. La y-cyclodextrine solubilise donc I'amphotéricine B et lui confére un effet
protecteur vis-a-vis des globules rouges humains.

d- Complexation aux lipoprotéines du sérum sanguin :

Les études in vitro sur les cellules rénales en culture (WASAN et coll. 1994), sur le
globule rouge (BOUCHERIT 1995) et in vivo chez des souris Wistar
(SOULIMANE 2001), mettent en évidence [leffet protecteur des lipoprotéines
sériques contre I'effet toxique de 'amphotéricine B. Ce sont les lipoprotéines lourdes
(HDL) qui protégent le globule rouge mieux que ne le font les lipoprotéines iégéres
(LDL).

Ces lipoprotéines assurent la protection du globule rouge jusqu'a des concentrations
trés élevées en amphotéricine B (10 ug/ml; 10 fois la concentration minimale
inhibitrice).

Cette différence de protection entre les deux classes de lipoprotéines est due au fait
que les cellules animales (hormis les globules rouges) renferment des récepteurs
membranaires spécifiques aux apoprotéines B (partie protéique majeure des LDL)
absentes chez les HDL ce qui induit une internalisation de 'amphotéricine B liée aux
LDL a lintérieur des cellules animales (WASAN et coll., 1994).

Des ces mémes conditions, l'efficacité de F'amphotéricne B pour les levures est
maintenue (BEDRANE A. 1997).
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3-1-2 Association Amphotéricine B — détergents ou lipides
a- Désoxycholate de sodium :

L'association de 'amphotéricine B & ce sel biliaire conduit a une dispersion colloidale
aqueuse neutre de l'antifongique. Malgré sa solubilisation, 'amphotéricine B reste
auto-associée, au sein des micelles (RINNERT et coll. 1977). De plus Finteraction
AmB-désoxycholate est faible ; ainsi, une dissociation du complexe au profit de
Famphotéricine B monomere apparait quand la dispersion est diluée jusqu’a 0,1uM
en amphotéricine B. Les expériences pharmacologiques menées par SCHAFFNER
(1984) chez le singe sont aussi en faveur d’'une dissociation immédiate de cette
formulation aprés administration dans la circulation sanguine. Cette association
AmB-désoxycholate, commercialisée sous le nom de Fungizone®, reste le traitement
de premiere ligne des mycoses systémiques ou généralisées, malgré ses effets
secondaires importants.

b- Polyoxyéthyléneglycols :

Ces dérivés hydrosolubles du cholestérol permettent de solubiliser 'amphotéricine B
et théoriquement étaient supposés diminuer l'activité de l'antifongique sur les
cellules animales. Ainsi, le dérivé Myrj 59 est capable de supprimer 'hémolyse in
vitro de I'amphotéricine B tout en conservant son activité antifongique. Par contre in
vivo, il ne diminue pas la toxicité aigue de I'antifongique bien que sa néphrotoxicité
soit plus faible que la Fungizone® (TASSET et ROLAND 1992).

c- Esters de sucrose :

D’aprés GRUDA et coll. (1988), l'interaction AmB-monolaurate de sucrose permet de
diminuer trés significativement la toxicité de I'amphotéricine B vis-a-vis des cellules
de mammiféres (globules rouges et fibroblastes de souris en culture), sans toutefois
modifier son activité vis-a-vis des Candida albicans. En injection intraveineuse
unique chez la souris ces esters augmentent significativement la DL50 de la
Fungizone® (GRUDA et coll. 1991).
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d- Lécithine d’ceuf-acide glycocholique :

L'association de I'amphotéricine B dans des micelles mixtes de lécithine de jaune
d'ceuf et d’acide glycocholique semblerait potentialiser la diminution de la toxicité de
cet antifongique vis-a-vis des cellules de mammiféres (BRAJTBURG et coll. 1990).
Ces mémes auteurs ont montré que leurs formulations d’amphotéricine B
augmentaient significativement 'index thérapeutique de cette drogue dans le cas de
candidose et de cryptococcoses murines (BRAJTBURG et coll. 1994). En effet, ils
ont observé une absence de toxicité des micelles mixtes a des doses
d’amphotéricine B de I'ordre de 60-80 mg/kg, doses toujours plus actives que la dose
maximale de Fungizone® tolérée.

e- Poloxameéres :

Etudiés par FORSTER et coll. (1988), 'amphotéricine B liée a ces détergents
hydrophiles s’avére aussi toxique vis-a-vis des globules rouges que la Fungizone®.

3-1-3- Emulsions d’amphotéricine B :

Trois types d'émulsions huile dans I'eau ont été étudiés :

- KIRSH et coll. (1988) et JOLY et coll. (1994) se sont intéressés a une
émuision constitués d’'Intralipid® 20% dans laquelle ils ont ajouté de la fungizone® ;
ils ont observé également une amélioration de l'index thérapeutique grace une
diminution de la toxicité chez la souris. D'autres essais cliniques ont confirmé que ia
solution lipidique permettait de réduire les effets toxiques de la fungizone®
(CAILLOT et coll. 1993).

- FOSTER et coll. (1988) ont travaillé sur des émulsions dont les surfactifs
etaient soit la Iécithine de jaune d'ceuf, soit des poloxaméres (pluronic®).
La diminution de la toxicité cellulaire (observée chez le globule rouge) est de loin la
plus importante avec la lécithine d’ceuf (la lyse intervient @ des concentrations en
amphotéricine B supérieures a 200uM), tout en restant efficace sur Candida
albicans. Cette différence de toxicité entre ces deux émulsions différant uniquement
par leur surfactif peut étre expliquée par la constitution du détergent et son affinité
pour 'amphotéricine B, et la position de cette drogue dans la couche de détergent.
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Ainsi, pour ces auteurs, amphotéricine B plus fortement liée a la lécithine de I'ceuf
qu’'a un poloxameére diffuserait moins facilement hors de la phase lipidique.

La méme émulsion contenant de la lécithine de I'ceuf comme surfactif a démontré
son innocuité sur des cultures cellulaires rénales de chiens tout en conservant son

activité antifongique sur des levures (LAMB et coll. 1991).

-TABOSA DO EGITO et coll. (1994) ont proposé deux méthodes performantes
de préparation d’émulsions d’amphotéricine B a base d’huile (Migliol), de surfactants
hydrophiles (Symperonic F68) et lipophiles (Epikuron 200 et Liopoid E80) et ont mis

en évidence l'incorporation de cette antifongique au sein de la phase dispersée.

3-1-4- Les liposomes de I'amphotéricine B :

Les premiers essais d’incorporation de 'amphotéricine B dans des liposomes ont été
réalisés en 1981 par I'équipe de NEW sur des cellules de Leishmania. Les résultats
obtenus ont montré une augmentation de I'index thérapeutique de cette molécule vis-
a-vis de ce parasite ce qui a incité les chercheurs a développer ce vecteur et a le

tester sur des cellules fongiques.

En effet, la forme liposomale présente un certain nombre d'avantages dans
I'administration parentérale de I'amphotéricine B pour lutter contre les mycoses
systémiques profondes ou généralisées :

- Une distribution devenue indépendante du principe actif, qui correspond a la
localisation des levures et champignons (capture par les cellules du systeme
réticulo-endothélial),

- Une facilit¢ d'encapsulation en raison de la forte hydrophobicité de
Ilamphotéricine B (intercalation dans les couches lipidiques),

- Une biodégradabilité des constituants phospholipidiques,

- Une maniabilité d'utilisation (taille et composition des vésicules modulables

suivant les caractéristiques pharmacocinétiques désirées).

Les études menées in vitro, sur des cellules animales, qu'il s’agisse de globules
rouges humains, de macrophages en culture ou de cellules rénales (JOLY et coll.
1992a) ont montré que lincorporation de I'amphotéricine B dans les liposomes
réduisait significativement sa cytotoxicité. Quant a son efficacité antifongique, elle est

-923-

Rl 1 it |



Chapitre 1 : Synthése bibliographique

soit équivalente a celle de I'amphotéricine B libre d'aprés MEHTA et coll. (1984) et
MIDEZ et coll. (1989) avec les MLVs d'amphotéricine B, de composition
DMPC/DMPG (7:3), d'aprés ANAISSIE et coll. (1991) avec des SUVs
HSPC/Chol/DSPG (2:1:0,8), ou d'aprés MEUNIER (1989) avec des SUVs composés
d’EPC/Chol/SA (4:3:1), soit Iégérement diminuée d’aprés JULLIEN et coll. (1989 et
1990).

Il est a noter que I'effet protecteur des liposomes observé chez les cellules animales
dépend de plusieurs facteurs : la composition lipidique [(JULLIANO et coll. 1987),
(JULLIEN et coll. 1990)], de la présence ou non de stérols [(MEHTA et coll. 1984),
(SZOKA et coll. 1987)], du rapport amphotéricine Bllipides, [[MEHTA et coll. 1986),
(PAYNE et coll. 1987), (JANOFF et coll. 1988), (JOLY et coll. 1992b)], de I'état
physique des phospholipides (JOLY et coll. 1992a) et du mode de fabrication ainsi
que du type de vésicules. En effet, le mode d'incorporation de I'AmB, en phase
organique ou en phase aqueuse conditionne [linteraction AmB-lipides.
WASHINGTON et coll. (1988) suggérent que 'AmB incorporée en phase organique
au cours de la fabrication des MLV est largement présente dans les bicouches
phospholipidiques et absente des espaces aqueux internes ou externes. Ces
espaces aqueux internes de différentes importances suivant qu'il s’agisse de MLV,
de SUV ou de LUV, jouent aussi un réle dans la liaison.

De plus, les études de toxicité/efficacité menées chez les souris ont montré que
I'amphotéricine B liposomale administrée par voie intra veineuse a provoqué une
diminution de la toxicité aiglie et une meilleure tolérance du produit. Ainsi, quel que
soit le type de préparation liposomale administrée, les DL50 sont plus élevées que
celles de I'amphotéricine B conventionnelle (ou Fungisone®). Des observations
concernant les taux sériques de créatinine, d'urée ou d’enzymes hépatiques (LDH)
normaux chez des souris traitées par des doses importantes d’amphotéricine B
liposomale ont été rapportées [(GRAYBILL et coll. 1982), (JULIANO et coll. 1987),
(LOPEZ-BERESTEIN et coll. 1983), (GONDAL et coll. 1989)].

Enfin, en 1997 FAmBisome est commercialisée (WONG-BERINGER et coll. 1998).

Il apparait donc que la ol la réduction de toxicité permet d’augmenter la dose
unitaire chez I'animal et d’améliorer la survie aprés une dose unique, le traitement
des patients par 'amphotéricine B liposomale peut étre prolongé bien au-dela de la
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durée habituellement admise pour la fungizone®, sans apparition de toxicité rénale
ou aggravation d’'une insuffisance rénale préexistante.

Il faut signaler que schématiquement, quelque soit la formulation liposomale de
Famphotéricine B, sa toxicité est inférieure et son efficacité identique a celle de la
fungizone® dans le traitement des mycoses systémiques (candidoses, aspergilloses,
cryptococcoses...) et ceci pour des doses quotidiennes 3 a 6 fois plus élevées que
celle de la fungizone®. (BOLARD et coll., 1997).

Cependant, ces formulations ont un colt de revient important, ce qui est un
inconvénient majeur pour les Pays pauvres ou en voie de développement comme le
notre.

3-1-5- Modulation de I’environnement ghysico-chimigue :

En solution aqueuse, amphotéricine B est sous trois formes : les monoméres
solubles, les oligoméres  solubles et Iles agrégats  insolubles
(MAZERSKI et coll. 1982).

Il est montré que les proportions relatives de ces formes conditionnent la toxicité de
Famphotéricine B (BOLARD et col. 1991).

En effet, les travaux de WITZERBIN et coll. 1990 ont montré que les agrégats
d'amphotéricine B se lient faiblement au cholestérol membranaire des cellules
animales hétes. De plus, c'est sous forme d’agrégats insolubles que Famphotéricine
B est de moindre toxicité pour les cellules animales [(LEGRAND et coll. 1992),
(GABORIAU et coll. 1997a et b), (PETIT et coll. 1998)].

Comme [I'environnement physico-chimique est susceptible de moduler I'équilibre
entre ces différentes formes, des études menées in vitro (BELKHERROUBI L. 2001)
et in vivo (SOULIMANE N. 2001) ont été entreprises pour vérifier si dans des
conditions favorables a la formation des agrégats et des super agrégats,
I'amphotéricine B maintenait son activité antifongique vis-a-vis de Candida albicans.

Ces études ont montré que la modulation de I'environnement physico-chimique de
Famphotéricine B (pH, température, nature du solvant, concentration de la solution
mere...) permet d’obtenir des formulations aussi efficaces que la molécule meére vis-
a-vis des levures mais présentent une toxicité moindre vis-a-vis des cellules hétes.
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3-2- Dérivés semi-synthétiques de 'amphotéricine B :

Différents dérivés hydrosolubles de Famphotéricine B ont été préparés par I'équipe
de BOROWSKI par des réactions sur son zwitterion. Celles sur le groupement amine
ont conduit & des dérivés N-agyl, N-méthyl, N-glycosyl, N-aminoacétylés et N-
guanidine de I'amphotéricine B. celles sur le groupement carboxylique libre ont
donné naissance aux esters et aux amides.

Les travaux de CHERON et coll. 1988 ont montré que les N-acylations diminuaient
significativement [I'activite biologique et par conséquent la présence d'un atome
d'azote est indispensable pour l'activité antifongique. Par ailleurs, les estérifications
augmentaient 'index thérapeutique des composés synthétisés, donc le greffage du
groupement carboxyle améliore la toxicité sélective des produits.

L'amphotéricine B méthyl ester semble étre le dérivé le plus intéressant en raison
d’'une marge thérapeutique plus grande que la Fungizone®. Cependant, I'apparition
d’'une neurotoxicité sévére avec une démyeélinisation du systéme nerveux central lors
des essais cliniques a stopper son développement (SCHAFFNER 1987).

Les dérivés N-glycosylés et particulierement le N-(1-désoxy-fructosyl)-AmB sont
plutét utilisés pour leurs propriétés immunomodulatrices intéressantes car elles ont
montré une faible activité vis-a-vis des cellules fongiques. Cette molécule induit une
forte activation polyclonale des lymphocytes B murins, au niveau de la prolifération et
de la différenciation cellulaire. La toxicité de ce dérivé vis-a-vis des thymocytes
murins est inférieure a celle observée avec IAmB pure (HENRY-TOULME et coll.
1989).

Ces résultats ont ouvert la voie a des recherches de nouveaux dérivés conservant
potentiellement la méme cytoxicité réduite mais présentant une activité antifongique
plus importante. Le dérivé 1-désoxy-1-amino-4, 6-O-benzylidene-D-fructosyl AmB
(MS-8209) présente ces propriétés avec une solubilité accrue (SEMAN, brevet
européen 89-14922). Ce dérivé MS- 8209 posséde en plus une activité antivirale
observée par CEFAI et coll. (1991) sur des cellules en lignées infectées par le virus
HIV-1gry. Il inhiberait la réplication du virus sans pour autant empécher sa liaison ni
sa pénétration dans la cellule cible.
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Actuellement, il existe de nombreux composeés, mais aucun d’entre eux n’a dépassé
le stade des études expérimentales préliminaires.

D’autres dérivés cationiques de 'amphotéricine B ont été préparés. Ces molécules
possédent des propriétés antifongiques plus ou moins importantes par rapport a
Iamphotéricine B, elles sont genéralement moins toxiques que la molécule mére ; ce
sont toutes des molécules amphiphiles et certaines d’entre elles, a la différence de
Famphotéricine B, sont solubles dans I'eau [([SCHAFFNER et MECHLINSKI 1972),
(JARZEBSKI et coll.1982)]. Quelques dérivés cationiques de I'amphotéricine B
figurent sur le Tableau n°1.

Dans des conditions appropriées notamment de concentrations, ces dérivés
posseédent d'une part, les capacités de I'amphotéricine B 3 perméabiliser Ia
membrane de maniére transitoire et réversible et d’autre part, des charges
cationiques qui permettent une éventuelle interaction avec les acides nucléiques
polyanioniques, propriétés utilisées pour vectoriser des oligonucléotides antisens.
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Tableau n°1 : Dérivés cationiques semi-synthétiques de I'amphotéricine B

(GARCIA-CHAUMONT 1999)

AmB : amphotéricine B
+
AMA : amphotéricine B.3- -NH3 CHy
"~ diméthylamino) —NH(CH,) 3"NH-’&
propylamide ‘er,
+
HAMA : amphotéricine B.d- -NH3 / Wa
méthyl-pipérazine hydrazide, "NH"/I\"‘_/N\
H H
o+
AMPA : amphotéricine B-4- -NH3 7\ [
méthylpipérizine amide - \H
+*
AM;!;;)A samphotéicine B-2-(2- -NH3
pyridyD) éthylamide ~NH(CH, )
2T,
+ o
AMMEA : amphotéricine B-2- -NH3 WH(CE) 2 M\
(4-morpholyl) éthylamide u N+ 0
SAME : N-(N"-3-diméthy! eyt " ,CHy ~O—CHs
aminopropyl«uacinimido)
amphotéricine B méthylester Jm(cay) 3‘“!!:»
CHj3
PAME : N-(1-pipéridine NE—C—~ (CHy ) o Nir+ ~O—CHy
propiopylamphotéricine B i
méthylester 0
-NH~-C— «O
ORN-AME : N-ornithyl i T (CH2) 5~NHy+ 0—cHy
amphotéricine B-méthylester O NH3+
B
ORN-AMA : N-ornithy! Il ? (CHz) 5~ Nug+ —NH —NH s
amphotéricine B-3- diméthy) O NH;+ (CH2) 3Ny
aminopropylamide. CH,
CHy CH
DMG-AMA ; N-(N'N’- —Ce A 3
diméthylglycyDamphotéricine B- ~NH— O CHr s —Nn(cnz)?,—m\i
3-diméthylaminopropyl-amide P CH4 CHy
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4- VECTORISATION DES OLIGONUCLEOTIDES ANTISENS ET THERAPIE
T e DeS OLIGONUCLEOTIDES ANTISENS ET THERAPIE

GENIQUE :

Le concept de la thérapie génique a été imaginé il y a une trentaine d’années : il
s'agit de moduler I'expression d’une protéine en exercant directement un effet sur le
géne qui contréle 'expression de cette protéine. Une premiere stratégie est celle
d'un transfert de géne lequel remplacerait un géne défectueux par son homologue
fonctionnel. La seconde, consisterait & ajouter un géne (exogéne) au génome de Ia
cellule permettant la production d'une protéine thérapeutique. Cette derniere serait
capable de corriger des anomalies disséminées dans Forganisme. Dans ces
stratégies, les génes sont des meédicaments ou des vaccins.

A l'heure actuelle, la principale difficulté réside dans le transport du géne d'intérét
dans les cellules cibles. L’ADN, macromolécule anionique et hydrophile, n'étant pas
prédisposé a pénétrer les membranes hydrophobes, il est nécessaire de le
vectoriser. Un vecteur idéal doit répondre aux critéres suivants (SOMIA et VERMA
2000) :

- étre facile & produire a des concentrations élevées sur une grosse quantité par
des procédés sécurisés,

- étre dénuée de toute toxicité,

- étre stable c'est-a-dire non dégradable pendant le transfert mais
biodégradable apres son réle de transport,

- entrainer une production stable ou régulée de la protéine d'intérét,

- étre non immunogéne et permettre des administrations répétées,

- étre spécifique d’un tissu ou d’un type de cellule, surtout si ces cellules sont
disséminées dans l'organisme,

- transporter des acides nucléiques sans limitation de taille,

- avoir un devenir déterminé : il doit, soit rester en position épisomale, soit
s'intégrer dans une région déterminée du génome mais surtout ne pas
s'intégrer aléatoirement,

- «infecter » aussi bien les cellules en division que les cellules quiescentes.
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Deux approches ont été développées : celles faisant appel a des virus et les autres
appelées communément « approches non virales ».

Le transfert d'un oligodésoxyribonucléotide (ODN) par des vecteurs non viraux (ou
synthétiques) est appelé transfection. La transduction correspond au transfert du
matériel génétique par des vecteurs viraux.

La problématique differe sensiblement pour les oligonucléotides. Ce sont des
molécules anioniques mais de taille beaucoup plus petite que les génes et qui ne
necessitent pas comme ces derniers d'étre insérées dans les plasmides ni dans le
génome humain pour étre efficaces. Pour cette raison et compte tenu des problémes
de sécurité quils posent, (NIIDOME et HUANG 2002), les vecteurs viraux ne
présentent pas d'intérét pour la vectorisation des oligonucléotides. Ce sont donc
d'emblée, les vecteurs non viraux qui ont connu l'essor le plus remarquable et ce,
d’'autant plus rapidement qu'ils ont bénéficié des acquis réalisés pour la vectorisation
de 'ADN.

4-1- Les vecteurs non viraux :

Alors que les virus possédent déja une structure bien définie qu’il suffit de modifier,
les vecteurs non viraux doivent étre construits de toutes piéces. Les éléments
constitutifs d’un tel vecteur sont le géne thérapeutique, on parle de vecteur
synthétique. Il faut alors trouver sous quelle forme il peut étre transporté et le moyen
de le vectoriser.

L'information génétique est véhiculée sous deux formes
> Les plasmides :

Afin d'introduire un géne qui code pour une protéine donnée, la méthode la plus
utilisée est I'utilisation de petites molécules d’ADN circulaires double brin appelées
plasmides (MIDDAUGH et coll., 1998). Ces derniers peuvent étre facilement
produits, en grande quantité, par les bactéries, et modifiés par simple insertion du
géne d'intérét dans des plasmides « vides ».
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> Les oligonucléotides

Il est possible d’administrer des petits oligonucléotides. Leur but est souvent de
stopper I'expression d'un géne, en bloquant une étape de sa transcription. |ls
peuvent bloquer la maturation des ARN messagers, cest Ia stratégie antisens,
(KURRECK, 2003) ou méme les dégrader grace aux siRNA (Small Interferring RNA),
petits oligonucléotides a double brin [(ELBASHIR et coll., 2001), (RYTHER et coll.,
2005)). Ces stratégies sont dites de pharmacologie génétique car elles utilisent des
acides nucléiques pour induire une réponse thérapeutique ; mais elles ne sont pas
porteuses d’information génétique proprement dite.

En ce qui nous concerne, nous avons évalué un dérivé cationique de
I'amphotéricine B, 'AMA dans l'internalisation d'oligonucléotide antisens modifié
chimiquement dans un modéle universel de levure, Candida albicans, Cet
oligonucléotide cible FARNm du géne Multi Drug Resistance (MDR1) humain codant
pour la P-glycoprotéine membranaire (P-gp), impliquée dans la résistance multiple
aux medicaments (HUET et coll. 1998). Cette protéine de grande taille (170 KDa),
appartenant a la superfamille des transporteurs actifs ABC, est responsable du
phénotype MDR (Multi Drug Resistance, acronyme anglais de la résistance muitiple
aux medicaments), (JULIANO et LING, 1976), qui se traduit e plus souvent par
Fefflux des médicaments hors de la cellule (KRISHAN et coll., 1997). Ceci a pour effet
une diminution de leur concentration intracellulaire, et par conséquent une diminution
de leur toxicité, et, de maniere générale, I'échec de certaines chimiothérapies
anticancéreuses.

La P-gp est codée par une famille de geénes appelés MDR, subdivisée en deux
classes différentes 1 et 2. La classe 1 est elle-méme divisée en deux sous classes
(a et b). La désignation MDR1 (classe 1) et MDR (classe 2) est attribuée aux génes
humains. Seule Iexpression des génes MDR de la classe 1 engendre I'apparition du
phénoméne de résistance multiple aux médicaments.

-3] -

i [



Chapitre 1 : Synthése bibliographique
4-2- La stratégie antisens :

L’objectif de cette stratégie est d'utiliser des oligonuciéotides capables de s'associer
spécifiquement & une séquence cible de FARNm par des liaisons de Watson-Crick
afin que I'hétéroduplex formé par l'oligonucléotide antisens et TARNm perturbe la
traduction de ce dernier en protéine. Ce phénoméne, alors appelé « hybrid arrested
translation » fut décrit pour la premiére fois en 1977 (PATERSON, et coll., 1977). Un
an plus tard, des oligonucléotides étaient utilisés a des fins thérapeutiques contre le
virus du Sarcome de Rous (ZAMECNIK et STEPHENSON, 1978). Si I'on pensait au
départ que l'oligonucléotide agissait en bloquant physiquement la progression du
ribosome sur IARNm, il a été démontré ultérieurement qu’'aprés lancement de Ia
traduction de 'ARNm (élongation du polypeptide), le ribosome était capable de
dissocier le duplex et de continuer sa progression (LIEBHABER, et coll., 1984).
D'autres études ont montré que l'effet antisens était plutét la conséquence d’une
activation enzymatique. En effet, il semblerait que [lappariement d'un
oligodésoxyribonucléotide (ODN) a une séquence ARN complémentaire induit une
dégradation du brin ARN par une ribonucléase : la RNAse H
(WALDER et WALDER, 1998) qui reconnait spécifiquement les duplex ADN/ARN
puis qui coupe le brin ARN (Figure n° 5). Cette coupure, au lieu de jouer directement
sur I'élongation aurait plutét pour effet de raccourcir la durée de vie de TARNm dont
la dégradation rapide dans le cytoplasme provoque une diminution de I'expression
génique.

-32-

iam [ |



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

Dissociation du complexe LA, M
et recyclage de f'ofigo antisens

oligonuciéotide

ARN messager
- antisens
sddbddldpltibtag,
Hybridation de
[oligo antisens a rARN,
TR TROOTTITYITYYTY ““”"““""w'"lm
Clivage du brin ARN
par la RNAse H

RBNAse H

Reconnaissance de Thétéroduplexe
parla RNAse H

Figure n°5 : Mécanisme d’action de la thérapie génique antisens
(WALDER et WALDER 1998)
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4-3- Applications thérapeutiques des oligodésoxyribonucléotides

antisens :

Les oligodésoxyribonucléotides (ODN) antisens ont suscité beaucoup d'intérét
comme outils potentiels dans le traitement de nombreuses maladies. Grace a leur
spécificité et leur facilité de conception, ils pourraient étre utilisés dans e traitement
des maladies virales, tel que le SIDA, et cancéreuses (CROOKE, 2002). Les cibles
sont généralement des oncogénes, des protéines virales, des facteurs de
transcription, des protéines de signalisation cellulaire etc...

Le premier essai clinique a été réalisé en 1997, sur I'hybridon GEM91, un composé
antisens qui avait fait preuve d'une certaine efficacité contre e VIH
(AGRAWAL et TANG, 1992). Le GEM91 a permis une suppression significative de
la production virale in vitro. Pourtant, chez trois sujets d'un essai clinique de
phase Il, cet antisens a provoqué une chute tellement importante du taux de
plaquettes que le traitement a da étre interrompu. En thérapie antitumorale, plusieurs
essais cliniques visant a tester I'efficacité des ODN contre les lymphomes non
hodgkiniens, sont en cours. (Tableau n°2).
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Tableau n°2 : Essais cliniques de quelques ODN (BAKER et MONIA, 1999)

ODN Cible Indication clinique | Avancement des
essais
Vitravene CMmv rétinite accepté
ISIS 5132 c-raf cancer abandonné
Gem 91 HIV SIDA abandonné
G 3139 BCL 2 cancer Phase llI
ISIS 2302 ICAM Maladie de Crohn Phase llI
psoriasis Phase Il
ISIS 3521 PKCa cancer Phase lll
ISIS 104838 TNFa Arthrite rhumatoide | Phase II
psoriasis Phase I
ISIS 14803 HCV Hépatite C Phase I
Gem 92 HIV SIDA Phase II
Gem 231 PKA cancer Phase I/l

4-3-1- Limitation de la méthode :

Les ODN antisens possédent un réel potentiel comme outils moléculaires et comme
nouveaux agents thérapeutiques. Toutefois, plusieurs problémes limitent leur
utilisation, en particulier leur toxicité et leur faible internalisation cellulaire liée a la
présence de charges négatives des groupements phosphate. De plus, il est apparu
rapidement que les ODN naturels (phosphodiester) étaient sujets a des dégradations
par des enzymes présentes dans le sérum et les cellules [(AKHTAR et coll. 1991),
(AGRAWAL. 1999)]. Ces enzymes agissent en clivant spécifiquement les liaisons
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inter-nucléotidiques. Certains produits issus de ces dégradations enzymatiques sont
toxiques pour les cellules : les 5’-monophosphates par exemple. Compte tenu de ces
caractéristiques, les ODN naturels (sans modification chimique ou protection) sont de
relativement mauvais candidats pour la stratégie antisens.

4-3-2- Stabilité :

Depuis les années 90, le squelette des ODN antisens a été modifié chimiquement
pour augmenter leur solubilité, leur stabilité¢, leur efficacité, leur résistance au
nucléases et leur pénétration dans les cellules (RAVICHANDRAN et coll. 2004)
(Figure n°6).

- Les phosphorothioates : sont les plus utilisés car ils sont relativement stables
dans la circulation sanguine et capables d'atteindre quasiment tous les types
cellulaires lors d'une injection intraveineuse, de plus, ils restent des substrats de la
RNase H. Cependant, ils ont une haute affinité pour de nombreuses protéines
cellulaires conduisant a des effets non spécifiques de la séquence. De plus, a forte
dose, ils inhibent les polymérases et la RNase H pouvant ainsi les rendre inefficaces
comme agent antisens. lIs sont par ailleurs toxiques.

- Les modifications en 2' : les dérivés O-méthyl, fluoro, O-propyi, O-allyl des ODN
entrainent I'augmentation de la stabilité des duplex avec I'ARNm avec des effets
antisens indépendants de la RNase H. Les premiers ODN modifiés furent des
meéthylphosphonates, qui se révélérent cependant inefficace lors d'essais in vivo.

- Les modifications du squelette : une nouvelle génération a vu le jour avec les
Peptide Nucleic Acids (PNA) dont le squelette est constitué d'acides aminés et sur
lesquelles sont greffées les bases (KOPPELHUS et NIELSEN 2003). lIs sont donc
chimiquement plus apparentés avec les protéines que les acides nucléiques, mais
peuvent former avec les acides nucléiques (ADN ou ARN) des hybrides plus stables
que les hybrides nucléiques. Llintroduction dans les cellules de PNAs
complémentaire a une séquence cible peut ainsi conduire a I'extinction d'un géne.

Les ODN phosphorothioates et méthoxyéthyl sont déja utilisés dans des essais
cliniques (DOVE 2002), par exemple 'ODN genasens (Genta, USA) qui cible les
protéines oncogénes Bcl2 pour les mélanomes meétastatiques, ol sont méme

commercialisés comme le Vitravene (Isis Pharmaceuticals, USA) qui est un ODN
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phosphorothioate antisens utilisé pour traiter la rétinite a cytomégalovirus (CMV)
chez certaines personnes infectées par le VIH.

PNA
R ‘\ H R2

H )
N~ NN N—~—NH
’ dﬂLl o é dJ\lae ]I(:;;\l Na
' ﬁ . <\N l)“

NH,

Figure n° 6 : Schéma de certaines des modifications structurales du squelette
des ODN (GALLO et coll. 2003)
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4-4- Les vecteurs synthétiques des acides nucléiques :

Les vecteurs non viraux de plasmides sont, le plus souvent, cationiques. Les
molécules cationiques interagissant avec 'ADN par lintermédiaire de liaisons
électrostatiques (entre les phosphates de I'ADN et les charges positives de la
molécule vectrice), permettent en effet de condenser I'ADN. Cette association
électrostatique induit la neutralisation des répulsions électrostatiques des
groupements phosphate de IADN et conduit a un effondrement de Ila
macromolécule, ainsi neutralisée, sur elle-méme. La condensation de 'ADN est une
réaction survenant spontanément lorsque 90% des charges de I'ADN sont
neutralisées (WILSON et BLOOMFIELD, 1979). Le volume de ADN aprés sa
condensation peut atteindre 10 a 10 fois celui de sa forme dépliée (BLOOMFIELD,
1991).

En revanche, les oligonucléotides possédent un trés grand nombre d’autres vecteurs
potentiels. En effet, ils ne nécessitent pas d’étre compactés, ainsi une simple
interaction avec une molécule cationique ou une conjugaison peut parfois suffire a
les vectoriser ; de plus leur taille bien inférieure a celle des plasmides facilite certains
modes de vectorisation.

Afin de mieux situer le contexte de notre approche, nous allons décrire brievement
les systémes de vectorisation non viraux propres aux oligonuciéotides.

4-5- Vectorisation des oligonucléotides :

L'introduction d’oligonucléotides anioniques dans les cellules en culture est le plus
souvent assurée par des vecteurs synthétiques de transfert de génes comme les
polymeres cationiques (polyplexe) et les lipides cationiques (lipolexe). En ce qui
concerne les applications in vivo, la taille souvent trés importante des particules
formées par les complexes ADN/vecteur peut entrainer la retenue et I'élimination de
ces complexes par les différents filtres de l'organisme. De ce fait, méme si
d’importants progrés ont été réalisés dans la conception de particules furtives
ressemblant aux virus [(CHITTIMALLA, et coll., 2005), (ZUBER, et coll., 2003)], de
nombreuses recherches ont pour but de permettre aux oligonucléotides d’entrer
seuls dans les cellules et d'atteindre leur site d’action avec plus d'efficacité. La
conjugaison de peptides cationiques a 'une des extrémités de I'oligonucléotide peut
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étre utilisée pour favoriser son hybridation a une séquence cible. Or lorsque certains
peptides cationiques sont utilisés, il est possible de combiner des propriétés
d'internalisation cellulaire avec une amélioration de [Iaffinité pour les acides
nucléiques. Cette technique a été appliquée dés la fin des années 80 aux
oligonucléotides a squelette anionique et en particulier a des
oligodésoxyribonucléotides (ODN) antisens liés de fagon covalente a une polyLysine
linéaire (LEMAITRE et coll., 1987).

Par la suite, des peptides connus pour leur capacité a pénétrer a lintérieur des
cellules ont aussi été couplés a des oligonucléotides antisens pour leur permettre
d'atteindre leur cible ARN jusque dans le noyau (ASTRIAB-FISHER et coll., 2002).

4-6- Potentialités des dérivés de ’'amphotéricine B comme vecteur :

La capacité de I'amphotéricine B a augmenter Ia perméabilité des cellules de
mammiféres & des agents extérieurs sans effets toxiques sur les cellules est connu
depuis longtemps [(MEDOFF et coll. 1983), (VALERIOTE et coll. 1979)]. Elle a été
appliquée a diverses molécules d'intérét thérapeutiques mais seulement a deux
reprises, aux acides nucléiques [(KUMAR et coll. 1974), (HIDAKA et coll. 1985)].

La premiére étude réalisée par KUMAR et coll. en 1974, montre que
Famphoteéricine B & forte concentration (200uM) permet d’augmenter I'entrée de
FADN dans les cellules Hela. Les auteurs montrent l'interdépendance du nombre de
cellules, de la concentration en ADN et de la concentration en amphotéricine B sur le
taux de capture. Le succés de I'expérience nécessite I'addition simultanée au contact
des cellules de 'amphotéricine B et de 'ADN.

Un temps d'exposition court des cellules a une forte concentration en
amphotéricine B ne serait pas toxique et aurait un effet réversible.

La deuxiéme étude (HIDAKA et coll. 1985) utilise quatre antifongiques polyéniques
(amphotéricine B, filipine, pimaricine et nystatine) pour augmenter la transfection
d’ADN par la technique classique mais peu efficace de coprécipitation avec le
phosphate de calcium. L’'amphotéricine B s'est révélée la plus efficace sur les deux
lignées cellulaires testées (L et CHO). Il semblerait, d'aprés les structures des autres
dérivés, que la longueur de la chaine polyénique de Famphotéricine B serait

déterminante.
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Ces deux études s'intéressent exclusivement a I'entrée d’acides nucléiques de type
plasmidique, et dans des cellules de mammiféres, ne contenant donc pas
d'ergostérol dans leur membrane. D’autre part, elles exploitent les propriétés
permeabilisatrices de membrane de Famphotéricine B mais il n'y a pas de notion
d’interaction entre lagent perméabilisant et les acides nucléiques a faire rentrer.
Cette stratégie est a rapprocher d'une étude plus récente qui utilise Ila
streptolysine O. La capacité de cette toxine bactérienne a former des pores
transmembranaires a en effet été mise a profit pour augmenter Iinternalisation
cellulaire  d'oligonucléotides, sans que les auteurs n'évoquent d'éventuelles
interactions streptolysine Ololigonucléotides (GILES et coll, 1997). Ces approches
sont tout a fait différentes de la vectorisation d’acides nucléiques par des molécules
déstabilisatrices de membrane a PH physiologique. Dans ce dernier cas, il existe une
notion d'interaction entre I'acide nucléique et la molécule perméabilisante 3 pH
neutre.

Le fait que 'amphotéricine B n’est pas chargée a pH physiologique, peut expliquer
l'absence d'interaction avec les plasmides.

Par ailleurs, les travaux de GARCIA-CHAUMONT et coll. 2000a ont montré que
d’'une part, le dérivé cationique de I'amphotéricine B, AMA posséde toutes les
caracteristiques d’un vecteur potentiel pour les acides nucléiques :

- C’est une molécule unique,

- Elle se formule spontanément et trés simplement avec les acides nucléiques,

- Elle porte une fonction amide chimiquement stable et biodégradable,

- Clest un dérivé d'une molécule couramment employée en clinique,
I'amphotéricine B,

- Elle permet aux acides nucléiques d’étre internalisés par une voie différente
de I'endocytose, or cette derniére est souvent limitante pour I'efficacité des

acides nucléiques.

D’autre part, I'étude de ciblage de I'AMA sur le systéme Leishmanie n'‘a pas pu
mettre en évidence la stratégie antisens en raison de la trés forte activité de FAMA
sur Leishmania amazonensis.
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Partant de ces résultats, et dans un souci d’augmenter l'index thérapeutique de
I'amphotéricine B c'est-a-dire réduire sa toxicité vis-a-vis des cellules animales sans
altérer son efficacité vis-a-vis des cellules fongiques et des levures, la deuxiéme
partie de notre travail a contribuée 3 tirer profit des capacités des dérivés cationiques
de cette drogue en particulier I'amphotéricine B-3-(N’N’-diméthylamino) propylamide
(AMA) a former un complexe avec les oligonucléotides, a promouvoir leur entrée
cellulaire, a augmenter leur sélectivité cellulaire et augmenter leur efficacité
antifongique.
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Ce travail a été¢ effectué aux laboratoires « antibiotiques antifongiques : physico-
chimie, synthése et activité biologique » - Université Aboubekr Belkaid de Tlemcen et
« Biophysique Moléculaire Cellulaire et Tissulaire (BioMoCeTi)» — Universités Paris
VI et Paris XIII.

1** Partie : ETUDE DE LA DORMANCE DES CELLULES DE
=0 RNANLVE DES CELLULES DE

Candida albicans EN PRESENCE D’AMPHOTERICINE B
= SN TREOENLE U AMPHOTERICINE B

1- MATERIEL ET METHODES :
1-1- Matériel :
1-1-1- Milieu de culture :

Les cultures de Candida albicans sont menées sur YM (difco) liquide dont la
composition pour un litre de milieu est Ia suivante :

Extrait de malt 3g

Extrait de levure 39

Peptone 5g

Dextrose 10g
Le pH est ajusté 36,2 + 0,2

Pour les cultures en milieu solide, le méme milieu est additionné d’agar-agar a 2%.
Les milieux ainsi préparés sont stérilisés par autoclavage a 120° C pendant
20 minutes.

1-1-2- Candida albicans:

Les expériences ont été menées sur une souche de levure, il s’agit de Candida
albicans ATCC 10231 American Type Culture Collection (Rockville, MD., USA.)
provenant de I'Institut Pasteur de Paris.

Les levures sont entretenues par repiquages réguliers et successifs sur
Yeast Medium (YM) gélosé et conservées a 4°C
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1-1-3- Antifongique :

Nous avons utilisé I'amphotéricine B pure qui nous a été fournie gracieusement par
les laboratoires Bristol-Meyers-Squibb France (Reuil-Malmaison, France).

La solution mére d'antifongique est préparée en extemporané dans du
Diméthyl sulfoxide (DMSO) a une concentration de 10-3M puis ajustée a 10™*M au
spectrophotométre a 416 nm selon la formule A= ¢ CI (€416 = 121 400)

1-1-4- Marqueur de la viabilité des cellules :

Pour marquer les cellules viables, nous avons utilisé le
2',7’-dichlorodihydrofluorescein (H2DCFDA), provenant des laboratoires Molecular
probes (Eugene, OR, USA). La solution mére est préparée dans le DMSO a une
concentration de 10mM.

1-2- Méthodes :
1-2-1- Croissance des levures :
a- Culture des levures sur tubes :

Les cultures sont menées dans des tubes stériles de 50ml.

Les tubes sont ensemencés aseptiquement par des levures provenant d'une
preculture de 24 heures. Cette préculture est elle méme obtenue dans les mémes
conditions par ensemencement des levures conservées sur le miliey YM gélosé a
4°C. Les précultures et les cultures sont incubées dans un incubateur de paillasse
(Bioblock Scientific ROTATEST) a 30°C sous agitation continue a une vitesse de
130 tours/minute.

La mesure de Ia croissance est réalisée par lecture de la densité optique toutes les
heures sur spectrophotométre UV/Visible (Cary 1E UV-visible) a une longueur
d'onde de 595 nm dans une cuve de 1 cm et par numération cellulaire sur cellule de
Malassez a I'aide d’'un microscope binoculaire.

- 44 -

i I |



Chapitre 2 : Matériel et méthodes
“ﬁ\

b- Culture des levures sur microplaques :

En paralléle, une microculture de Candida albicans est effectuée selon la technique
de microtitration sur plaques stériles a fond plat (Bio-Rad), décrite par ELOFF (1998).
Dans chaque puits (96 puits), nous introduisons 200yl de milieu de culture contenant
une concentration cellulaire finale égale a 2.10° cellules/ml, auxquelies nous avons
ajouté des concentrations croissantes d’amphotéricine B allant de 0,1 a 2ug/ml par
pallier de 0,1pl. Les plaques sont scellées et placées dans un incubateur de type
Labsystem integrated EIA Management Systems. L'incubation se fait a 30°C
pendant 48 heures, une lecture de la densité optique est réalisée toutes les 30
minutes a une longueur d’onde de 595 nm. Avant chaque mesure de la densité
optique, la plaque est agitée pendant 30 secondes a une trés grande vitesse.

1-2-2- Détermination des Unités Formant Colonies (UFC)

A partir du temps zéro de la croissance, des aliquotes de 100l sont prélevés toutes
les heures de chaque culture et ensemencés sur des boites de Pétri contenant
10 ml de YM gélosé. La concentration cellulaire étant fixée a 10° cellules/mi
(GRANGE et DEVERY, 1990). Les boites de Pétri sont incubées a 30°C pendant
48 heures. Sont considérées positives, les cultures ot il Y a une croissance de levure
visible a I'ceil nu. L'expérience et réalisée en triplicata.

1-2-3- Mesures en cytométrie en flux :

a- Principe :

La cytométrie en flux est une technique qui permet de mesurer des distributions de
parametres (taille, granularité, fluorescence) sur des populations de cellules isolées.
Les mesures de ces parameétres physico-chimiques et biologiques sont réalisées sur
chaque cellule lorsque celle-ci, entrainée par un fluide au sein d'une gaine liquide,
est excitée par une source lumineuse (laser). Différents parameétres peuvent étre
analysés simultanément grace a un jeu de filtres optiques qui décomposent la
lumiére émise par les fluorochromes et oriente chaque signal lumineux vers un
photomultiplicateur différent pour I'enregistrer. Les signaux optiques détectés sont
convertis ensuite en signaux électriques puis en valeurs numériques stockées et
analysées.
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Cette interaction lumiére-matiere entraine aussi la diffusion de Ia lumiére par la
cellule.

L'intensité de la lumiére diffusée dans l'axe ou FSC: forward scattering est
proportionnelle a la taille de Ia cellule. La diffusion de la lumiére a 90° donne des
informations sur le contenu cellulaire (granulosité) ou SSC : side scattering.

Le signal de fluorescence FL1H, correspond le plus souvent a I'émission de la
carboxyfluorescéine. Le canal FL2H permet de détecter la fluorescence rouge.

Cette technique permet de faire individuellement et simultanément l'analyse
quantitative et qualitative de plusieurs paramétres, selon des critéres choisis, sur
chaque élément mis en suspension dans un liquide.

Ces éléments peuvent étre des cellules, des bactéries, mais aussi des constituants
subcellulaires. Greimers, R. Cytométrie en flux. 15 et 15 mai 2002. Namur.

Les éléments constituant cet appareil sont représentés dans la figure suivante :

FL2 (585/42)

Gaine liquide
: =g Suspension
d'entrahement cellulaire

Fluorescence

Miroirs
dichrosques

{

FL1(530/30)

_ “Diffusion lat’rale" (SSC)

Filtre

Laser

, 488 nm
Lentille

 "Diffusion axiale" (FSC)

Tube collecteur

Figure n°6: Schéma d’un cytomeétre en flux

- 46 -

A i |



Chapitre 2 : Matériel et méthodes
‘\\ 

b- Mode opératoire :

A partir de cellules conservées sur YM gélosé, nous avons préparé une préculture
dans 15 ml de milieu. Aprés incubation a 30° C pendant 24 h sous agitation continue,
nous ensemencons six (06) tubes stériles de 50 m| contenant 30 mi de YM liquide et
des concentrations croissantes d’amphotéricine B (0 - 0,4ug/ml - 0,6pg/ml - 0,8ug/ml-
1ug/ml et 1,2ug/ml). La concentration cellulaire de départ est fixée a
2.10° cellules/ml. Il est a noter que Fantifongique est ajouté au miliey de culture en
méme temps que les levures, ce qui correspond au temps zéro de la croissance.
Les solutions réactionnelles ainsi préparées sont incubées sous agitation continue a
30° C.

Depuis le temps zéro, nous prélevons 1ml de chaque échantillon, 200yl serviront
pour les mesures en cytométrie en flux. 10000 cellules sont analysées par seconde
en mesurant le FSC (forward angle light scattering). L’appareil que nous avons utilisé
pour notre expérimentation est un Beckton Dickinson FACSCalibur 3C
(argon laser a une longueur d’onde de 488 nm).

Les 800yl seront utilisés pour la numération cellulaire et Ia mesure de la densité
optique a une longueur d’onde A=595nm.

L’analyse par cytométrie en flux permet d’'obtenir des résultats statiques sur une
population de levure (10 000 cellules). Les résultats sont représentés sous forme
d’histogrammes de distribution de Ia FSC portée en abscisse. L'unité de mesure est
arbitraire. Le nombre de cellules correspondant est porté en ordonnée. L'allure des
histogrammes de la FSC est proche d'une gaussienne lorsque la distribution de la
taille des cellules est homogéne.

1-2-4- Etude microscopique :

Afin de vérifier la viabilité¢ des cellules au cours de la croissance, nous avons effectué
une étude microscopique en paralléle avec les mesures en cytométrie en flux. Nous
avons utilisé un microscope Nikon Optiphot-2 epifluorescence. Une suspension de
levure est déposée entre lame et lamelle, les cellules sont observées en utilisant un
objectif Zeiss Ultrafluar x 32.
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Les images sont prises par une caméra CDD (Micromax ; Princeton Instrument, Evry,
France) équipée d'un détecteur 12 bits (RTEA-1317 K-1 ; Kodak).

Aprés stockage, les images sont triées et analysées par IPLab software
(Scanalytics, Fairfax, VA).

La taille des cellules est mesurée directement sur limage en utilisant une image de
référence Zeiss standard (grille de Smm), leur nombre est déterminé par numération
sur cellule de Malassez.

1-2-5- Mise en évidence de la viabilité des cellules en présence du
H2DCFDA par microscopie d’épifluorescence :

En I'absence et en présence d’amphotéricine B a différentes concentrations, des
échantillons sont prélevés de chaque condition expérimentale et sont directement
incubés en présence d’'une concentration finale du 2', 7’-dichlorodihydrofluorescein
(H2DCFDA) égale a 250 uM. les cellules sont ensuite photographiées d'une maniére
similaire & I'observation directe (chapitre précédent).

Nous avons utilisé des filtres optiques sélectionnés dans une longueur d'onde
d'excitation a 492 nm (Aeyc = 492 nm), et la longueur d’onde d’émission a 530 nm
(Aem = 530 nm)
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2°™ Partie : ETUDE DE L’EFFET DE L’ENVIRONNEMENT IONIQUE SUR
L’AMELIORATION DE L’INDEX THERAPEUTIQUE DE
L’AMPHOTERICINE B :

1- MATERIEL ET METHODES :

1-1- Matériel :
1-1-1- Matériel biologique :

Pour les tests sur la toxicité sélective de 'Amphotéricine B, nous avons d’une part
utilisé le globule rouge humain, (modéle universel de cellules animales), provenant
d'un donneur unique sain. D’autre part, nous avons utilisé la levure Candida albicans
ATCC 10231 American Type Culture Collection (Rockville, MD., USA.) provenant de
FInstitut Pasteur de Paris. Cette souche est maintenue par repiquages successifs sur
gélose YM et conservée a 4°C.

1-2- Méthodes :

1-2-1- Préparation de la suspension érythrocytaire :

Du sang fraichement prélevé sur tube hépariné est centrifugé a 4000 tours/minutes
pendant 5 minutes. Aprés élimination du surnageant, le culot est lavé 2 fois avec du
tampon phosphate salé de sodium (PBS) 10mM, pH 7,4 contenant 150mM de NaCl,
puis suspendu & nouveau dans ce méme tampon.

1-2-2- Préparation des solutions antifongiques :

Pour la préparation des solutions antifongiques, nous avons utilisé de
I'amphotéricine B (AmB) pure provenant des laboratoires SIGMA.

La solution meére d'antifongique est préparée en extemporané dans du
Diméthyl sulfoxide (DMSO) a une concentration de 10°M puis ajustée a 10”"M au
spectrophotométre &4 416 nm selon la formule A= € CL (g416 = 121 400).
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1-2-3- Préparation des sels :

Trois classes de sels préparées a une concentration mére de 1M ont été étudiées :

- les chlorures : chlorure de sodium (NaCl), chlorure de potassium (KCI),
chlorure de magnésium (MgCl,) et chlorure de calcium (CaCly).

- Les sulfates : sulfate de sodium (Na,SO,), sulfate de magnésium (MgSO.) et
sulfate tri sodé (Na3;SO,).

- Les carbonates : carbonate de potassium (K,COs), carbonate de lithium
(LiCOg3) et hydrogénocarbonate de potassium (KHCO,).

1-2-4- Evaluation de la toxicité de I'amphotéricine B vis a vis des
globules rouges :

Les globules rouges sont suspendus dans du tampon PBS pH 7,4 10mM, a raison de
4000 cellules/ml.

La suspension érythrocytaire est incubée a 37°C sous agitation continue pendant
90 minutes, dés l'addition de la solution antifongique & une concentration finale de
10"°M et des sels & une concentration finale de 10 mM.

Des prélévements de 500ul a partir de la solution réactionnelle sont effectués a
intervalle régulier, auxquels nous avons ajouté 2mi d'une solution de lavage glacée
(NaCl 150mM, MgCl, 2mM).

Apres centrifugation & 4000 tours/minutes pendant 5 minutes, nous avons récupéré
le surnageant sur lequel on dose le potassium (K*) intracellulaire qui fuit de la cellule
par photometre de flamme (JENWAY/PFP?7), et I'hémoglobine par la densité optique
a une longueur d'onde de 548nm.

1-2-5- Evaluation de I'activité antifongique de I’amphotéricine B :

Les cultures de Candida albicans sont menées en milieu YM liquide (pH 6,2 + 0,2) en
présence et en I'absence de la solution antifongique. La concentration cellulaire de
départ est de 2x105cellules/m.

La solution antifongique est ajoutée au milieu de culture a une concentration finale
de 10°M au méme moment que l'inoculum, ce qui correspond au temps zéro de la
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croissance. Les sels quant a eux sont ajoutés eux aussi au temps zéro de la
croissance a une concentration finale de 10mM.

Les cultures sont menées sur YM dans des tubes stériles de 50 ml contenant 30 mi

de milieu de culture.

L'incubation est réalisée dans un incubateur de paillasse (Bioblock Scientific
ROTATEST) a 30°C sous agitation continue a 130 tours/minutes.

La mesure de la croissance se fait par numeration cellulaire, sur cellule de Malassez,
toutes les 90 minutes.
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3°™ Partie : VECTORISATION D’OLIGONUCLEOTIDES PAR UN DERIVE

CATIONIQUE DE L’AMPHOTERICINE B, L’AMA CHEZ DES

CELLULES DE Candida albicans:

1- MATERIEL ET METHODES :

1-1- Matériel :
1-1-1- Cellules :

Nous avons utilisé des cellules fongiques de Candida albicans ATCC 10231
American Type Culture Collection (Rockville, MD., USA.) provenant de [Institut
Pasteur de Paris.

La concentration cellulaire de départ est fixée a 2.10° cellules /ml.

1-1-2- Oligonucléotide :

L'oligonucléotide (ODN) utilisé est un oligodésoxyribonucléotide (Genosys)
lyophilisé.

Il s'agit d’'un 20-mére antisens anti-MDR1 de type phosphorothioate, ayant montré
son efficacité chez des fibroblastes murins lorsqu'il est vectorisé par des
transporteurs cationiques : la lipofectine (ALAHARI et coll., 1996), et TAMA un dérivé
cationique de I'amphotéricine B [(GARCIA-CHAUMONT et coll., 2000a), (SEKSEK et
BOLARD, 2004)]. Il a pour séquence :

5’-d (CCATCCCGACCTCGCGCTCC)-3’

A Torigine, lintroduction de liaisons phosphorothioates au sein des oligonucléotides
était destinée & améliorer leur résistance contre la dégradation par les nucléases. En
effet, les oligonucléotides phosphorothioates ont une plus grande stabilité dans les
milieux biologiques, la demi-vie d'un ODN-PS dans du sérum humain étant d’environ
9-10 heures, soit presque dix fois plus qu'un oligonucléotide phosphodiester
[(CAMPBELL et coll., 1990), (CROOKE, 2000), (PHILLIPS et ZHANG, 2000)].

Pour les expériences en imagerie de fluorescence et cytométrie en flux, cet ODN est
marqué a son extrémité 5’ par la fluorescéine.
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Les solutions méres sont préparées dans de I'eau millipore a une concentration de
10 M. les concentrations ont été vérifices par absorption UV. Les solutions ainsi
préparées sont conservées a -20°C.

1-1-3- L'AMA :

Il s'agit de l'aspartate de I'amide de amphotéricine B. Elle est synthétisée par
léquipe du Pr Borowski au Département de Technologie Pharmaceutique et
Biochimique de l'université Technologique de Gdansk (Pologne).

C'est une molécule amphiphile, soluble dans l'eau, possédant deux charges
positives a pH neutre. Figure n°7

Figure N°7 : Structure chimique de ’AMA
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La solution mére de I'antifongique est préparée dans de I'eau millipore et utilisée en
extemporané a une concentration de 10>M. La concentration est ajustée par
spectroscopie d'absorption @ 406 nm (s=120000 M. cm™). Pour cela, nous avons
effectué une dilution de la solution mére au 1/1000° environ dans du méthanol, ainsi

I'’AMA se trouve uniquement sous forme monomériques.

Les solutions d’AMA étant instables a la lumiére et a la chaleur, elles sont utilisées
dans les 4 heures qui suivent leur préparation.

1-2- Méthodes :
1-2-1- Formation des complexes AMA/ODN :

La formulation AMA/ODN est obtenue par un ajout successif de I'oligonucléotide et
de I'AMA concentrés. Ce mélange est mis a incuber pendant 30 minutes 3
température ambiante, puis le volume approprié de milieu de culture (YM +MgCl,)
contenant les levures a une concentration finale de 2.10° cellules/ ml,
(la concentration de la solution mére de levure est de 12.10° cellules/ml), est ajouté.
Figure n°8

Les rapports des concentrations finales AMA/ODN-F formant les complexes ont été
de 1pM/1uM et 5uM/1uM ce qui correspond a un ratio de charges (+/-) égale a 0,1
et0,5.
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AMA ODN
concentrée concentré

hYd
O

@& Incubation pendant 30 min a T°
ambiante puis incorporation des
cellules de C.albicans
(2.105cellules/ml)

Levures en présence du
complexe [AMA/ODN]

Figure n°8 : Protocole de préparation du complexe [AMA/ODN]
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p—————

1-2-2- Traitement des cellules :

Les essais de transfection ont été réalisés sur des cellules de Candida albicans
provenant d’une préculture de 24 heures. Les levures a raison de 2.108 cellules/ml
sont incubées dans du YM contenant du MgCl, a une concentration finale de 10mM,
en présence et en 'absence du complexe AMA/ODN.

A partir du temps zéro qui correspond & l'addition du milieu de culture et de la
suspension levurienne au complexe AMA/ODN, 200pi sont prélevés toutes les
heures pour suivre linternalisation de loligonucléotide dans les cellules de

Candida albicans par cytométrie en flux.

Les 200ul prélevés sont lavés puis centrifugés deux fois dans une centrifugeuse
réfrigérée a 12000 tours/min pour éliminer 'ODN adsorbé au niveau de la paroi

cellulaire et ne mesurer que la fluorescence a l'intérieure des cellules.

L'observation des levures au microscope a épifluorescence s'effectue soit avec

I'objectif x 32, soit x 63 a immersion dans l'eau.

1-2-3- Mise en évidence de I'internalisation cellulaire par cytométrie en flux :

L'analyse par cytométrie en flux permet d’obtenir des résultats statiques sur une
population de levure (10 000 cellules). Les résultats sont représentés sous forme
d’histogrammes de distribution de cellules marquées a la fluorescéine fixée a
PODN-PS. La fluorescence relative a la fluorescéine (FL1) est portée en abscisse.
L'unité de mesure est arbitraire. Le nombre de cellules correspondant est porté en
ordonnée. L'allure des histogrammes de fluorescence est proche d’'une gaussienne

lorsque la distribution des intensités de fluorescence est homogéne.

Par ailleurs, les mesures de la diffusion aux petits angles, diffusion aux grands
angles, et de la fluorescence une fois réalisées, permettent d'obtenir des
informations respectivement sur la taille, la granularité (structure interne des cellules)
et la localisation de 'ODN dans les levures. L'intensité de la fluorescence au-dela de
laquelle les cellules sont considérées comme marquées (positives), est fixée par

rapport au témoin.
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1** PARTIE : DORMANCE DES CELLULES DE Candida albicans SOUS L’EFFET
DE L’AMPHOTERICINE B

Depuis de nombreuses années, il est acquis que le traitement d’une infection
bactérienne, doit dans la mesure du possible étre guidé par I'isolement de la bactérie
responsable et I'évaluation in vitro de sa sensibilité aux antibiotiques. En effet, le
médecin dispose d'un large éventail d’antibiotiques et I'établissement de critéres
permettant d'orienter I'antibiothérapie s'est trés t6t imposé, parmi lesquels la
sensibilité in vitro de la bactérie en cause aux antibiotiques s’est montrée pertinente
(LORIAN et BURNS, 1990).

Des techniques permettant de tester cette sensibilité en routine ont été mises au
point. Les mécanismes d’action et de résistance et leurs implications cliniques ont
été etudiés. Des données épidémiologiques ont été acquises. Cela a permis de
proposer aux laboratoires de biologie des méthodes d'antibiogramme (ATB)
standardisées et relativement robustes, ainsi que des régles d'interprétation
permettant de prévoir a partir des résultats in vitro, Pefficacité in vivo d’'une molécule
d'antibiotique sur une bactérie donnée avec une fiabilité acceptable
(REX et PFALLER, 2002).

Pour les antifongiques, la situation était, jusque dans les années 1980, totalement
différente. En effet, le nombre d’antifongiques commercialisés était restreint a
quelques molécules d’activité systémique et a un certain nombre de topiques
destinés au traitement d'infections superficielles a dermatophytes ou a levures.
L'infection fongique systémique était considérée comme rare et trés rapidement
mortelle, les resistances étaient peu connues et leur impact clinique n'était pas
évalué. Les tentatives de développement de méthodes d’évaluation de la sensibilite
des champignons in vitro, dont le besoin n’était donc pas apparent, se sont heurtées
a des difficultés techniques spécifiques, liées au fait que les champignons sont des
organismes eucaryotes plus complexes que les bactéries dans leur mode de
replication comme dans leur relation avec Ihéte qu'ils colonisent ou infectent
(PLEMPEL et coll., 1987).
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A partir des années 1980, le nombre de patients immunodéprimés, constituant autant
de patients a risque d’infection fongique, a considérablement augmenté [(EGGIMAN
et coll. 2003), (PFALLER et WENZEL 1992), (RICHET et coll. 2002), (TORTORANO
et coll. 2004)]. Ainsi, les candidémies occupent entre Ia quatriéme et la septiéme
position parmi les microorganismes responsables des infections nosocomiales
[(KULLBERG et OUDE LASHOF 2002), (MARCHETTI et coll. 2004)).

De plus, méme si Candida albicans reste Fagent le plus fréquemment impliqué au
cours des infections fongiques systémiques, des especes fongiques naturellement
peu sensibles a certains antifongiques ont émergées [(DANNAOUI, 2004),
(PFALLER et DIEKEMA, 2004), (TORTORANO et coll. 2004)).

Certaines souches naturellement sensibles ont acquis des résistances, ce qui dans
certains cas a pu étre corrélé avec I'évolution clinique [(REDDING et coll. 1997),
(REX et coll. 1997), (RICHET et coll. 2002)). Enfin, des variations de la distribution
des espéces fongiques, tant sur la plan géographique que dans le temps
[(OSTROSKY-ZEICHNER et coll. 2003), (PFALLER et DIEKEMA 2004)], ainsi que
I'élargissement récent de [Farsenal thérapeutique (ARIKAN et REX 2000)
compliquent le choix d'un traitement antifongique empirique et renforcent le besoin
d'un outil de détection in vitro d'éventuelles résistances. Une meilleure
compréhension du mécanisme d'action des antifongiques permet d'une part,
d’améliorer la prise en charge des mycoses systémiques. D'autre part, de trouver
une relation de cause a effet des échecs thérapeutiques.

Notre étude s'inscrit dans cet ordre d'idée et consiste a utiliser une nouvelle
technique a savoir la cytométrie en flux pour suivre la croissance des levures en
présence d’amphotéricine B, Iantifongique polyénique le plus utilisé en milieu
clinique.

Dans cette premiére partie, nous nous sommes intéressés au tri des cellules mortes
et viables sous l'effet de I'amphotéricine B, et vérifier également si les cellules
viables sont aussi culturables c'est-a-dire qu’'elles sont capables de croitre une fois
transférées sur un milieu solide.
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\

1- DETERMINATION DE LA CONCENTRATION DE L’INOCULUM :
——— N = LA LUNVENTIRATION DE L'INOCULUM

Dans un premier temps, et dans le but d’optimiser nos conditions expérimentales,
nous avons voulu fixer la concentration cellulaire de depart. Pour ce faire, nous
avons effectué des courbes de croissances en utilisant des concentrations initiales
croissantes de levures.

Les concentrations de Iinoculum sont de 2.10° cellules/ml, 2.10* cellules/ml,
2.10° cellules/ml, 2.10° cellules/ml et 2.107 cellules/ml.

La croissance est suivie par mesure de la densité optique a 595 nm en spectroscopie
et par des mesures de diffusion de la lumiére en cytométrie en flux. La cytométrie en
flux (sans marqueur fluorescent) sert & quantifier la distribution des populations
cellulaires des cellules fongiques en culture en fonction de leur taille.

1-1- Mesure de la densité optique :

Les cellules de Candida albicans sont cultivées sur milieu Yeast Medium (YM)
liquide, son pH est de 6,2 +02. Les cellules sont incubées dans un incubateur de
paillasse & 30°C sous agitation continue a 130 tours/minutes. Depuis le temps zéro
qui correspond a I'addition des cellules, des prélevements sont effectués toutes les
heures pour suivre la turbidimétrie a une longueur d’onde de 595 nm.

Les concentrations cellulaires finales sont fixées a 2.102 cellules/ml,
2.10° cellules/ml, 2.10* cellules/ml, 2.10° cellules/ml, 2.10° cellules/ml et
2107 cellules/ml. Ces cellules proviennent d'une préculture de 24 heures.
La concentration cellulaire de la solution mére est de 12.107cellules/ml.

Les résultats obtenus sont regroupés sur la figure n°9
Nous remarquons que :

- Quelque soit la concentration cellulaire de départ, nous retrouvons les trois
(03) phases d’une courbe de croissance i) la phase de latence ou la phase
adaptative au cours de laquelle des biomolécules sont synthétisées, mais
Faugmentation de la masse totale de la population cellulaire ne s'accompagne
pas d’'une augmentation du nombre de cellules. Nous parlons alors d'une
croissance non équilibrée des cellules.
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ii) la phase exponentielle auy cours de laquelle les cellules commencent a
grandir et a se diviser a la vitesse maximum pour I'espéce dans les conditions
offertes. Pendant cette phase, la population de cellules double en nombre et
en masse a vitesse constante. Ceci est Ia marque d'une croissance équilibrée.
iii) la phase stationnaire marquée par un ralentissement puis un arrét de Ia
croissance suite a I'épuisement des substances nutritives dans le milieu de
culture et une production de déchets par les cellules.

- La durée de la phase de latence est inversement proportionnelle a Ia
concentration cellulaire initiale. En effet, elle est de 8 h pour un inoculum de
2.10° cellules/ml, 6 h pour un inoculum de 2.10* cellules/ml, 4 h pour
2.10° cellules/ml, 2 h pour 2.10° cellules/m| et est seulement de 1 h pour une
concentration cellulaire initiale de 2.107 cellules/ml.

- Les courbes de croissances obtenues avec les inocula 2.10° celiules/ml et
2.107 cellules/ml sont pratiquement similaires.

Sur la base de ces résultats, nous avons fixé l'inoculum de départ a
2.10° cellules/m| pour la suite de notre expérimentation vy qu’avec une concentration
cellulaire de départ équivalente a 2.107 cellules/ml nous avons une masse cellulaire
importante ce qui nous oblige a effectuer des dilutions dés les premiéres heures de
la croissance.

1-2- Mesure en cytométrie en flux :

Les mesures en cytométrie en flux ont éteé effectuées en paralléles avec les mesures
de la densité optique. En effet, depuis le temps zéro de Ia croissance, nous
prélevons 500pl de chaque condition expérimentale (croissance en présence de
concentrations cellulaires initiales croissantes allant de 2.10% cellules/ml a
2.107 cellules/ml). Nous avons mesuré Ia diffusion de la lumiére au grand angle, FSC
(forward angle light scattering) qui nous renseigne sur les modifications relatives a
Faspect externe que subissent les cellules au cours de leur croissance.

La figure n° 10 représente les résultats relatifs aux histogrammes de distribution de
la FSC pour une concentration cellulaire initiale de 2.10° cellules/mi provenant d’'une
préculture de 24 heures. (Le nombre de levures déterminé par dénombrement des
sur cellule de Malassez est égal a 12.10’ cellules/mi).
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Il 'est a noter que la FSC nous renseigne sur la taille des levures au cours de la
croissance. De ce fait, le tri des cellules se fera en fonction de ce paramétre, c'est-
a-dire entre les cellules de petite taille et les cellules de grande taille. L'aspect de
I'histogramme selon qu'il suit une distribution gaussienne étroite ou plus ou moins
étalée met en évidence les différentes populations qui existent dans le milieu de
culture.

Les résultats obtenus pour les autres concentrations initiales (2.10° cellules/ml,
2.10* cellules/ml, 2.10° cellules/ml) ne sont pas représentés car le temps nécessaire
pour faire une mesure est trés important ce qui présente un inconvénient majeur
pour cette technique.

En revanche, les mémes profils sont obtenus avec une concentration cellulaire de

départ égale a 2.107 cellules/ml.
Nous remarquons que :

- Au temps zéro de la croissance qui correspond a l'incorporation des levures
dans le milieu de culture, deux pics sont retrouvés ce qui confirme
I'hétérogéneéité de la population de départ. Chaque pic correspond a une
population de cellules, nous avons donc un mélange de vielles et jeunes
cellules. Ceci peut étre expliqué par le fait que notre inoculum de départ
provient d’'une préculture de 20 heures, par conséquent nous avons un
melange de petites cellules, cellules bourgeonnantes et méme quelque
mycélium.

- Apres 2 heures d'incubation a 30°C sous agitation continue (130 tours/min), les
pics de départ disparaissent et un nouveau pic apparait ce qui signifie que les
levures commencent leur période d’adaptation au milieu.

- 4 heures aprés le début de la croissance, le pic est déplacé vers les valeurs
élevées de la FSC, donc la diffusion de la lumiére est plus importante et par
conséquent les cellules grossissent et commencent a bourgeonner.
Cela marque la fin de la phase de latence.

- A la 6°™ heure de la croissance, le pic disparait et une distribution de type
gaussienne est observée, les levures sont alors en pleine phase de croissance
exponentielle.
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- Aprés 10 heures d'incubation, nous avons observé un retour de la distribution
de la FSC vers le profil de départ (temps zéro), ce qui marque la fin de la
croissance. Ce profil reste inchangé jusqu’a 32 heurs d’incubation a 30°C.
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Figure n° 9 : Croissance des levures de Candida albicans a 30°C en présence
de concentrations croissantes de I'inoculum de départ en
I’absence d’amphotéricine B. Le volume final des cultures est de

30 ml.
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Figure n° 10 : Histogrammes de distribution de la FSC en fonction du temps en
présence d’une concentration initiale de Candida albicans égale
a 2.10° cellules/ml. Les cellules sont incubées a 30°C.
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En figure n°11 est portée la variation de la médiane calculée 3 partir des
histogrammes de distribution de la FSC (exprimée en unités arbitraires : UA) en
fonction du temps pour les différentes concentrations initiales de I'inoculum.

Nous constatons que :

- Le méme profil est retrouvé quelque soit la concentration de I'inoculum, mais
avec des amplitudes différentes. En effet, au début de la croissance, les
cellules ont une médiane de 180 UA pour toutes les concentrations initiales de
linoculum. Ensuite, la valeur de la médiane augmente progressivement pour
atteindre un maximum de 380 UA entre 4 heures et 5 heures de croissance,
pour un inoculum de départ équivalent a 2.10° cellules/ml et 2.107 cellules/mi,
310 UA pour une concentration de levure initiale de 2.10° cellules/ml, et
300 UA pour 2.10* cellules/ml et 2.10° cellules/ml comme concentrations
cellulaires initiales.

- Cette augmentation de la valeur de la médiane qui est calculée a partir de la
FSC, indique que les cellules grossissent avant de se diviser et donner les
cellules filles.

- La valeur de la médiane diminue ensuite pour retrouver sa valeur initiale au
bout de 10 heures d'incubation a 30°C sous agitation continue
(130 tours/min). Cette valeur reste constante méme aprés 32 heures
d’incubation. C’est la fin d’un cycle cellulaire.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux trouvés par les mesures de la
densité optique a 595 nm. Néanmoins, les mesures en cytométrie en flux sont
beaucoup plus précises, et nous renseignent d’une maniére fiable sur les
modifications que subissent les cellules de Candida albicans au cours de leur
croissance.
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Figure n°11 : Variation de la médiane calculée a partir des histogrammés de
distribution de la FSC en présence de différentes
concentrations de I'inoculum de départ de Candida albicans en
fonction du temps. Les cellules sont incubées a 30°C.
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2- DETERMINATION DE LA CONCENTRATION FINALE DE L’ANTIFONGIQUE :

Aprés avoir fixé la concentration cellulaire a 2.10° cellules/ml, nous avons voulu
déterminer la concentration finale de I'antifongique a utiliser.

Nous avons effectué une série de croissance de la levure de Candida albicans en
labsence et en présence de concentrations croissantes d’amphotéricine B.
L'antifongique est préparé a une concentration mére de 10°>M dans du diméthyl
sulfoxide (DMSO) puis ajustée a 10“*M par spectroscopie. Ce dernier est ajouté au
milieu de culture au méme moment que I'inoculum et est utilisé en extemporané.

Les concentrations de I'antifongique varient de 0,1 MM a 2 pM par pallier de 0,1uM.
La croissance est menée sur une microplaque 96 puits et suivie sur 48 heures. Aprés
avoir déposé 200ul de milieu YM contenant une concentration cellulaire de départ de
2.10° cellules/ml dans chaque puits, nous ajoutons des volumes croissants
d’antifongique pour atteindre les concentrations finales souhaitées. La solution mére
de I'amphotéricine B est préparée dans du DMSO a une concentration de10M.

La microplaque est scellée est mise & incuber a 30°C. Un prélévement est effectué
toutes les 30 minutes aprés une agitation d’environ 30 secondes.

Nous avons effectué deux contrdles, le premier correspond aux cellules de
Candida albicans incubées en I'absence d’amphotéricine B, ce qui correspond a
notre témoin et pour le second, les levures sont incubées en présence du DMSO
seul. Cette condition nous permet de tester I'innocuité du solvant. Il faut noter que
nous avons ajouté aux cellules le volume de DMSO qui correspond a la
concentration la plus élevée en amphotéricine B (2uM). Le volume de DMSO ajouté
est donc de 4yl.

Toutes les expériences sont réalisées en triplicata pour vérifier la reproductibilité de
nos resultats.

Les résultats obtenus sont regroupés sur la figure n°12.
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Nous remarquons que :

Le DMSO seul n'a aucun effet sur la croissance de Candida albicans, les
cellules incubées en présence de 4ul de DMSO croissent de maniére identique
aux cellules témoins (courbe non représentée).

Aucune inhibition de la croissance n'est observée pour des concentrations en
amphotéricine B inférieures ou égales a 0,2uM, mais il existe de petites
differences de vitesses de croissance en phase exponentielle. De plus, a
0,3uM, nous observons une différence significative du niveau de la croissance.
Cette différence est de 5% par rapport au témoin (cellules cultivées en
Fabsence d’amphotéricine B). Par contre, une inhibition totale de Ia croissance
de la levure est observée pour des concentrations finales de F'antifongique
supérieures ou égales a 1uM. Ces résultats sont en accord avec les travaux de
HAMMOND (1977) qui fixe la concentration minimale inhibitrice de
Famphotéricine B pour Candida albicans entre 0,2 et 4uM.

Pour une concentration finale en amphotéricine B égale a 0,4uM, nous
rémarquons un prolongement de la phase de latence. Cette derniére passe de
2 heures en l'absence d’'antifongique a 24 heures en présence de 0,4uM
d'’Amphotéricine B. Ensuite, les cellules reprennent leur croissance d'une
maniéere similaire aux cellules témoins.

Par ailleurs, une inhibition partielle de la croissance est observée pour des
concentrations finales en Amphotéricine B allant de 0,5uM a 1,2uM. La durée
de la phase de latence passe de 24h a 30h lorsque la concentration finale en
Amphotéricine B varie de 0,5uM a 0,9uM. quant au degré d'inhibition, il est de
3% pour une concentration finale en antifongique égale a 0,5uM et atteint 85%
pour 0,9uM d’amphotéricine B.
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Figure n°12: Croissance de Candida albicans en présence de concentrations

croissantes d’amphotéricine B. La concentration cellulaire de

départ est de 2.10° cellules/ml. Les cultures sont menées sur YM

dans un volume final de 30 ml. La température d’incubation est

de 30°C.
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3- MISE EN EVIDENCE DE LA DORMANCE DES CELLULES :
Mok EN EVIDENCE DE LA DORMANCE DES CELLULES

Partant de ces résultats, nous avons fixé les concentrations finales de I'antifongique
a04-06-08-1cet 1,2uM. La concentration de I'inoculum de départ étant de
2.10° cellules/m.

L’amphotéricine B est préparée en extemporané dans le DMSO a une concentration
de 10™M.

La croissance est suivie par mesure de la densité optique a 595 nm et par mesure de
la FSC en cytométrie en flux.

3-1- Mesure de la croissance par turbidimétrie :

Les résultats relatifs a la croissance de Candida albicans suivie par mesure de la
densité optique & 595 nm sont rassemblés sur la figure n°13

Nous constatons que :

- La courbe témoin, qui correspond aux cellules cultivées sur YM sans aucune
addition, montre qu'aprés incorporation de Iinoculum au temps zéro a la
concentration de 2.108 cellules/ml, les levures passent par une phase de
latence de 2 heures caractérisée par un nombre constant de cellules de
depart. Ensuite, les cellules entrent en phase de croissance exponentielle pour
atteindre un maximum de celiules au bout de 10 heures d’incubation. Ce taux
reste inchangé durant une phase stationnaire allant jusqu'a 14 heures
d’incubation & 30°C sous agitation continue (130 tours/min).

- En présence d’amphotéricine B a une concentration finale de 0,4uM, nous
constatons que la phase de latence se prolonge jusqu’a 24 heures, les cellules
repartent ensuite d’'une maniére identique au témoin.

- En ce qui concerne les levures de Candida albicans cultivées en présence de
concentrations finales d’amphotéricine B de 0,6uM, 0,8uM. Nous observons un
allongement de la phase de latence de 27 heures et 29 heures respectivement.
Les levures atteignent ensuite un maximum de croissance estimé a 85% par
rapport au témoin pour 0,6uM d'amphotéricine B et seulement 30% en
présence d’amphotéricine B a 0,8uM.
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Une inhibition totale de la croissance de Candida albicans est observée en
présence de deux concentrations finales d'amphotéricine B égales a 1uM et
1,2uM méme aprés 40 heures d’incubation.
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Figure n°13 : Effet de Ia concentration finale d’amphotéricine B sur la
croissance de Candida albicans. La croissance est menée sur
YM liquide a 30°C. La solution meére de I'antifongique est
préparée en extemporané dans du DMSO a 10*“m.
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3-2- Mesure en cytométrie en flux :

La figure n° 14 a, b représente les résultats obtenus lors de l'analyse de la FSC en
fonction du temps par cytométrie en flux en Iabsence et en présence
d’amphotéricine B a une concentration finale de 0,4uM (les résultats obtenus en
présence d’amphotéricine B aux concentrations finales de 06-08-1et1,2 UM ne
sont pas représentés).

Il ressort de cette figure que :

- En l'absence d’amphotéricine B (cellules témoins figure n°14 a), I'évolution
des histogrammes de la FSC est identique a celle décrite plus haut.

- En présence d’amphotéricine B (provenant d’une solution stock de 10*M)
ajoutée au milieu de culture au méme moment que linoculum 3 une
concentration finale égale a 0,4 MM (figure n°14 b), nous remarquons que les
profils de distribution relatifs a Ia FSC restent inchangés pendant les 20
premiéres heures de la croissance, ce qui pourrait signifier que les cellules
n‘ont pas encore commencé leur cycle de division. A la 21°me heure,
I'histogramme est déplacé vers les valeurs élevées. Cette augmentation de la
diffusion de la lumiére pourrait suggérer que les cellules grossissent et se
préparent & rentrer en phase de croissance équilibrée. Aprés 25 heures
d’incubation a 30°C sous agitation continue a 130 tours/min, le nouveau pic
retrouve une distribution gaussienne. Si l'on se référe aux courbes de
mesures de croissance par densité optique, les cellules sont en phase de
croissance exponentielle. Ensuite, le pic régresse vers la valeur initiale et le
profil de distribution de la FSC correspondant a la 32®™ heure de croissance
est identique & ceux obtenus aux premiers temps de la croissance.
Les cellules sont en phase stationnaire et le cycle cellulaire est terminé.

- En présence d’une concentration finale d’amphotéricine B de 0,6uM,
nous constatons que les nouveaux pics apparaissent aprés 25 heures
d’incubation & 30°C. Il reste a noter que I'amplitude des profils de distribution
de la FSC en présence de 0,6uM d’amphotéricine B est similaire a celle
obtenue a une concentration finale de 0,4uM.
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Figure n°14 : Histogrammes de fréquences de la FSC en fonction du temps en

'labsence et en présence d’amphotéricine B a 0,4uM.
La température d’incubation est de 30°C.
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Nous avons calculé la variation de Ia médiane a différentes concentrations finales en
antifongique (OuM - 0,4uM - 0,6uM - 0,8uM - 1uM et 1,2uM), en fonction du temps a
partir de ces histogrammes de distribution de la FSC

L'antifongique est ajouté au milieu de culture au méme moment que linoculum au
temps zéro de la croissance. La concentration cellulaire de départ étant fixée 3
2.10° cellules/ml et la solution mére de l'antifongique étant de 10“M.

Les résultats obtenus sont rassemblés sur la figure n° 15

Les courbes obtenues en présence d’amphotéricine B 3 1uM et 1,2uM n’ont pas été
représentées, car d’une part, aucune variation dans les profils de distribution de Ia
FSC n’a été observée. D’autre part, les résultats relatifs a la turbidimétrie, ont montré
une inhibition totale de la croissance de Ia levure jusqu'a 48 heures de croissance
(microculture).

Il ressort de cette figure que :

- En absence d’amphotéricine B, (courbe témoin) au temps zéro de Ila
croissance, nous observons deux pics, un a 98 et un autre a 193 UA
(unités arbitraires).

Aprés 2 heures de croissance les pics initiaux disparaissent et un nouveau pic
apparait a 306 UA. Ce dernier, se situe a 357 UA aprés 4 heures de
croissance.

Nous constatons ensuite un retour progressif de la FSC vers le profil initial qui
est atteint au bout de 7 heures de croissance. Ce profil reste inchangé jusqu’a
24 heures d'incubation a 30°C sous agitation continue et est similaire a celui
obtenu au temps zéro de la croissance.

- En présence d’amphotéricine B a une concentration finale de 0,4 uM, les
profils de distribution de la FSC relatifs 3 la croissance de Candida albicans,
passent par trois étapes : durant la premiére étape, les profils de distribution
chutent vers des valeurs plus faibles et les pics observés a 98 et 193 U.A. en
l'absence d’'amphotéricine B, sont remplacés par deux pics a 63 et 152 UA.
Ces changements sont proportionnels a la concentration finale
d’amphotéricine B.
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La régression des pics est due a un rétrécissement « shrinkage » des cellules.
Cela est probablement di 3 la fuite massive du potassium intracellulaire
a ftravers les pores transmembranaires formés par Tlinteraction de
Famphotéricine B et I'ergostérol membranaire. Ce phénoméne se produit des
les premiéres minutes d’incubation des levures en présence de cet
antifongique.

La deuxiéme étape, débute au bout de Ia 21*™ heures d'incubation a 30°C en
présence d'une concentration finale en antifongique égale 2 0,4uM. Les profils
de distribution évoluent vers les valeurs élevées et apres 4 heures
supplémentaires d'incubation, un pic apparait a 286 U.A.

Si nous comparons ces profils avec ceux obtenus en Fabsence de
Famphotéricine B, nous constatons que cette nouvelle distribution remplace
partiellement la distribution initiale (cellules témoins) dont Ia position reste
inchangée, mais le nombre de cellules est diminué. Ceci confirme les résultats
de [l'étude microscopique qui n'a montré aucune prolifération des cellules
avant 24/25 heures de croissance. La troisitme et derniere étape est
caractérisée par I'apparition d'un pic a 286 U.A. aprés 27 heures de
croissance ensuite les pics se déplacent vers les valeurs faibles de la FSC ce
qui correspond au début de Ia prolifération des cellules. Aprés un temps
d’incubation de 32 heures, les profils sont similaires 3 ceux obtenus aprés
21 heures d'incubation en I'absence d’amphotéricine B, le cycle de la
croissance des levures est donc terminé.

- En présence d’amphotéricine B utilisée a 0,6uM, le temps de latence est plus
important, il est de 28 heures environ, la médiane atteint un maximum de
140 UA au bout de 32 heures de croissance. Un retour a la valeur initiale de
100 UA est observé apres 34 heures d’incubation. L'inhibition de la croissance
de Candida albicans est d’environ 40%.

- En présence d’amphotéricine B utilisée a 0,8uM, aucune variation de Ia
médiane n'est observée jusqu'a 35 heures de croissance a 30°C sous agitation
continue (130 tours/minutes). Une inhibition totale de la croissance est
observée.
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Figure n°15: Variation de Ia médiane des profils de distribution de la FSC en
'absence et en présence de différentes concentrations
d’amphotéricine B en fonction du temps. Les cellules sont
incubées a 30°C sous agitation continue.
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Pour confirmer les hypothéses faites sur les observations en cytométrie en flux sur la
dormance des cellules ainsi que la viabilité de ces derniéres, nous avons effectué
des microphotographies des cellules au cours de leur incubation en milieu de culture
YM liquide en lumiére blanche et en épifluorescence ainsi qu'une croissance sur
milieu YM solide et aussi par numération des cellules sur cellules de Malassez et par
détermination des UFC.

3-3- Etude microscopique :

A partir des cultures menées sur milieu liquide, la concentration cellulaire de départ
étant fixée a 2.10° cellules/ml, nous avons prélevé des aliquotes pour suivre I'état
des cellules pendant les premieres heures de la croissance.

- En l'absence d’amphotéricine B - aprés une heure d’'incubation a 30°C sous
agitation continue (130 tours/min), la taille des cellules commence a augmenter
et les bourgeons apparaissent. Au bout de 3 heures d'incubation, toutes les
cellules sont bourgeonnantes (nous avons également noté la présence de
quelques agrégats cellulaires) figure n°16 (A et B). Il est important de signaler
que pendant ces 3 premiéres heures de Ia croissance, le nombre de levures
déterminé par numération sur cellules de Malassez, reste constant et égal a
2.10° cellules/ml.

4 heures aprés le début de la croissance, les observations microscopiques
révelent 'existence de cellules filles a cotés des cellules méres ce qui explique
I'augmentation du nombre de cellules par ml. Le nombre de levure augmente
alors d’'une maniére exponentielle jusqu'a 10 heures d’incubation. Cet état
reste stationnaire, et les cellules ont la méme apparence que les cellules de
départ jusqu'a 24 heures d'incubation figure n°16 A.

En présence d’amphotéricine B : les micrographies ont été prises a une
concentration finale d’amphotéricine B €gale a 0,4uM. Linoculum de départ
étant de 2.10° cellules/ml. Nous constatons une diminution de Ia taille des
cellules (figure n°16 C) et leur nombre reste constant jusqu'a 25 heures
d’incubation & 30°C. Nous remarquons qu’'a partir de ce moment, les cellules
commencent a grossir et aprés 27 heures d’incubation, la culture présente un
mélange de petites et de grosses cellules (figure n°16 D). Si le temps
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d’incubation est prolongé jusqu’'a 32 heures, les grosses cellules deviennent
majoritaires avec un aspect similaire a celui observé ay temps zéro et
21 heures de la croissance en I'absence d’antifongique.

Cette observation microscopique révele que les cellules de petites tailles ne
sont pas marquées par le H2DCFDA, alors que, les cellules de grandes tailles
sont fluorescentes et par conséquent elles sont viables.

-80-

i 1 | i



Chapitre 3 : Résultats et discussion

Figure n°16: Microphotographies de Candida albicans ATCC 10231 en

’absence d’amphotéricine B

(A) Aprés 30 minutes d’incubation dans YM (moyenne relative du
diameétre des cellules = 4,410,8um (n=30)) barre = 5 um

(B) Aprés 180 min d’incubation dans YM (moyenne relative du
diamétre des cellules =7,410,5 pym (n=30)) barre = 5 Hm
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Figure n°16: Microphotographies de Candida albicans ATCC 10231 en
présence d’amphotéricine B

(C) En présence d’amphotéricine B i 0,4 puM aprés 300 min
d’incubation dans YM (moyenne relative du diamétre des
cellules = 3,3 0,5 ym (n=30)). Barre = 5um

(D) Microscopie de fluorescence en présence d’amphotéricine B a
0,4 UM aprés 27 heures d’incubation suivi de 2 heures
d’incubation en présence de 250uM H2DCFDA. Barre=5uM
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3-4- Mesure des Unités Formants Colonies (UFC) :

Dans le but de confirmer les résultats de la croissance de Candida albicans mesurée
par turbidimétrie & 595 nm, nous avons mesuré les UFC (Unités Formant Colonies)
sur milieu YM gélosé toutes les heures. Ces tests nous permettent de vérifier si les
cellules sont capables de se multiplier lorsque nous les transférons sur milieu solide.
Nous estimons que le pourcentage de cellules capables de croitre sur milieu YM
gélosé représente le taux de cellules viables et culturables.

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure n°17 -
Nous observons que dans les conditions expérimentales utilisées:

- EnTabsence de amphotéricine B, le nombre des UFC/ml reste constant et est
égale a l'inoculum de départ (2.10° UFC/ml) pendant les trois premiéres heures
de la croissance. Ce taux atteint un maximum de 40. 10° UFC/mI au bout de
sept (07) heures d'incubation.

- En présence d’amphotéricine B, la croissance de Candida albicans est plus
prolongée. En effet, quelque soit la concentration finale d'antifongique, aucune
croissance n’est observée avant 25 heures d'incubation a 30°C. Des colonies
commencent alors & apparaitre aprés 25 heures et atteignent un maximum de
20.10° UFC/ml et 12.10° UFC/ml pour des concentrations respectives en
amphotéricine B de 0,4 et 0,6 HM.

Aucune croissance n'est observée en présence d’amphotéricine B aux
concentrations équivalentes 3 0,8 : 1 et 1,2 uM.
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Figure n°17: Mesure des UFC de Candida albicans sur YM solide en fonction
du temps en I'absence et en présence d'amphotéricine B
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4- CONCLUSION :
En conclusion, nous pouvons dire que :

- Les mémes phénomenes observés lors de la mesure de la croissance par
turbidimétrie a une longueur d’'onde égale a 595 nm, sont retrouvés en
cytométrie en flux par mesure de la FSC.

- L’addition d'amphotéricine B dans le milieu a différentes concentrations,
provoque une inhibition de la croissance de Candida albicans. Cette inhibition
se traduit par un prolongement de la phase de latence qui est proportionnelle
a la concentration de Fantifongique. En effet, elle est de 21 heures, 25 heures
et 32 heures pour des concentrations finales d'antifongique respectives de
0,4;0,6¢et0,8 uM.

- L'amphotéricine B utilisée a des concentrations finales équivalentes a 1 et
1,2 pM, induit une inhibition totale de la croissance. La croissance étant suivie
pendant 40 heures (figure n°4).

- L'addition d’amphotéricine B au milieu de culture, induit une inhibition de la
croissance de la levure. Cette inhibition est proportionnelle a la concentration
de I'antifongique.

- En présence de 0,4ug/ml, d’amphotéricine B, la courbe de croissance est
identique a celle des cellules témoins avec un décalage du moment de
démarrage de 24 heures.

- La cytométrie en flux nous informe d’une maniére plus précise que la
turbidimétrie sur I'évolution de la croissance des cellules en milieu liquide ainsi
que la durée des trois (03) principales phases d’'un cycle de division cellulaire.

- Grace a la cytométrie en flux et a la microscopie optique, nous avons pu
montrer que 'augmentation de la densité optique observée aprés 2 heures
d’incubation & 30°C en l'absence d’antifongique correspond seulement & une
augmentation de la taille des cellules ainsi que le début du bourgeonnement
des cellules, mais pas a leur début de multiplication. Nous avons confirmé ces
observations par un dénombrement des cellules. Ce n'est qu’a partir de ce
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moment que les cellules vont commencer leur multiplication. Ces résultats
sont confirmés par la mesure de la FSC.

- Les mémes constatations ont été faites en présence d’amphotéricine B
quelque soit la concentration finale utilisée.

- Nous avons pu calculer précisément la concentration minimale inhibitrice
(CMI) et la concentration minimale fongicide (CMF) de 'amphotéricine B vis-a-
vis de la souche de Candida albicans ATCC10231 que nous avons utilisé
dans ce travail. En effet, la CM est de 0,4 UM, la CMF étant égale a 1 M.

- L’addition de 'amphotéricine B dans le milieu de culture induit la formation de
pores transmembranaires ce qui permet la libération de molécules de faible
dimension dans le milieu extérieur. En effet, la perméabilisation membranaire
est connue comme étant un trés bon indicateur des premiers effets toxiques
de 'amphotéricine B. BEGGS (1994) a mis directement en relation I'induction
de Ia fuite du potassium intracellulaire et I'effet létal de I'amphotéricine B chez
des Candida albicans, ces deux phénoménes étant concentrations-
dépendantes.

- En dtilisant des concentrations finales d’amphotéricine B de 0,4 et 0,6 UM,
nous remarquons que I'on prolonge le temps d'incubation des levures dans le
milieu de culture, la croissance et la division cellulaire reprennent de nouveau.

- Nous pouvons conclure que sous leffet de amphotéricine B, les cellules
perdent leurs constituants cellulaires et finissent par mourir. Néanmoins, un
certain pourcentage de cellules échappe a I'effet toxique de cette drogue.
Ces cellules capables de ressusciter si le temps d'incubation est prolongé au-
dela de 24 heures sont appelées les cellules dormantes. Ce pourcentage peut
étre calculé graphiquement par superposition des histogrammes de fréquence
de la FSC au temps 6 heures, et celui de 24 heures pour la concentration
finale de 0,4 uM en amphotéricine B. (figure n°18)

Nous avons pris en considération les profils de distribution de la FSC aux temps
6 et 24 heures pour les raisons suivantes :
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- Au temps 6 heures de la croissance, le profil de I'histogramme de distribution
de la FSC est similaire a celui obtenue au temps zéro de la croissance en
labsence d’antifongique.

- Au bout de 24 heures d’incubation, nous avons obtenu un déplacement positif
du profil de distribution de la FSC ce qui nous améne a dire que c'est
probablement le début du « réveil » des cellules.

counts

i
e —
f ; ;“H”i“!m

100 101 102 10° 104

M Fsc au temps 6 h de Ia croissance Il FSC au temps 24 h de la croissance

Figure n°18 : Détermination graphique du pourcentage de cellules dormantes
sous l'effet de 'amphotéricine B a 0,4uM
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5- DISCUSSION :

L'incapacité des cellules de Candida albicans traitées aux antifongiques a former des
colonies lors de leur ensemencement sur milieu gelosé est généralement considérée
comme signifiant la mort des cellules. Cependant, on admet qu’une partie seulement
des microorganismes viables se divisent lorsqu’on les force & une réactivation, I'autre
partie étant considérée comme constituée de cellules viables mais non culturables.
Nous avons entrepris ce travail pour vérifier si cela était le cas des cellules de
Candida albicans traitées par l'antifongique polyénique de référence a savoir
Famphotéricine B.

Pour ce faire, la taille et la prolifération de ces levures ont eété appréciées par
diffusion de la lumiére & une longueur d’onde de 595 nm et par cytométrie en flux en
présence et en I'absence d’amphotéricine B.

Il ressort de cette étude que :
En l'absence d’amphotéricine B :

Pendant les trois premiéres heures de la croissance de Candida albicans
ATCC10231 sur YM liquide a 30 °C sous agitation continue (130 tours/min),
d'importants changements ont été observés sur le profil de distribution de la FSC
déterminés par la cytométrie en flux. En cytométrie en flux, la FSC est considérée
comme étant liée 3 la taille des cellules. Pendant ce temps, le dénombrement des
levures sur cellule de Malassez ainsi que la détermination des UFC révélent que le
nombre de cellules reste constant bien que I'aspect des cellules et I'absorption de la
lumiere a 595 nm aient indiqué des changements profonds : augmentation de la taille
des cellules ainsi que I'apparition de bourgeons. Aprés un temps long d'incubation, il
s’est produit une régression vers I'état initial.

Il faut noter que la description de ces événements pour un inoculum de départ égal a
2.10° cellules/mi s'applique également & des concentrations cellulaires initiales allant
de 2.10%2a2.107 cellules/ml.

Apres 4 heures d'incubation une augmentation significative de la FSC et par
conséquent de la taille des cellules est observée. Cela se produit avec le début du
bourgeonnement des cellules. Ce phénoméne peut étre expliqué si nous
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considérons que le volume des cellules méres augmente avec chaque génération de
bourgeons comme dans le cas avec les cellules de Saccharomyces cerevisiae
(DAVEY et KELL 1996). Or, il a été montré que pendant le cycle de division des
cellules de Candida albicans, Ia taille de ces dernieres augmente lentement
pendant les périodes de bourgeonnement et de débourgeonnement de telle sorte
que les cellules de chaque génération soient sensiblement plus grandes que celles
de la précédente (CHAFFIN 1980). Cependant, le nombre relatif de cellules filles
augmente graduellement et devient prépondérant par rapport aux cellules méres.
Pendant que les mesures en cytométrie en flux sont effectuées sur un nombre
constant de cellules (10.000), le signal de dispersion des cellules méres devient
éventuellement négligeable. Les résultats des observations microscopiques et de la
cytométrie en flux ont montré que ces changements sont synchronisés. En effet, les
cellules de Candida albicans que nous avons utilisé proviennent d’'une préculture de
15 heures, elles commencent a bourgeonner dés la premiére heure de la croissance.
Cette observation est en accord avec les travaux de SOLL et coll. (1981) qui ont
montré que des cellules de Candida albicans ayant été préincubées pendant
24 heures sur le milieu de Lee, sont capables de se multiplier aprés leurs transferts
sur le méme milieu frais a 37°C.

iEn ce qui concerne les changements de volume, les études de distribution de la FSC
combinée avec I'analyse au microscope des cellules de Candida utilis, ont montré
que ces cellules grossissent seulement pendant la phase de latence de la
croissance. Habituellement, les cellules cessent d’augmenter en taille environ
30 minutes avant l'apparition des bourgeons. Le processus de croissance de
Saccharomyces cerevisiae semble étre beaucoup plus proche de celui que nous
avons observe avec les cellules de Candida albicans qu'avec celui des cellules de
Candida utilis (THOMAS et coll. 1980).

En 1993 WOLDRING et coll. ont présenté des résultats détaillés sur Faugmentation
de l'absorbance, le nombre de cellules et de leur volume en fonction du temps par
mesure d'image de cytométrie. Ces résultats sont en accord avec les nétres.

Apres l'inoculation des cellules de S. cerevisiae dans du YM, I'absorbance a 450 nm
a commencé a augmenter tandis que le nombre de cellules mesuré par cytométrie
est demeuré constant pendant les 100 premiéres minutes de la croissance. Ensuite,
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les sous-populations formées de cellules de petites tailles apparaissent alors que les
cellules méres continuaient a croitre. De méme, JOHNSTON et coll. (1979) ont
montré que des cellules de S. cerevisiae anormalement petites, produites par
croissance sur un milieu déficient en azote, ont été placées dans un milieu frais,
n'ont commencé a bourgeonner qu'aprés avoir atteint une taille critique. D’autre part,
une augmentation exponentielle de Ia taille de cellules individuelles de S. cerevisiae
pendant le cycle cellulaire de populations asynchrones a été démontré par mesure
de la FSC (PORRO et SRIENC 1995).

Avec des cellules de C. albicans, des événements semblables ont été observés.
Selon BEDELL et coll. (1980) et SOLL et coll. (1981), a 100 min de Ia croissance,
les bourgeons apparaissent, le poids sec et le taux de protéines augmentent. Il est
intéressant de noter que nos observations confirment que des mesures d’absorption
de la lumiére peuvent étre considérées avec précaution comme méthode pour
dénombrer les cellules en croissance. L’augmentation initiale de I'absorption semble
étre liée a 'augmentation de Ia taille des cellules, et non a celle de leur nombre.

En présence d'amphotéricine B :

Le «rétrécissement » initial des cellules de Candida albicans en présence
d’amphotéricine B, mis en évidence par 'examen microscopique et de la diminution
de la dispersion de la lumiére, est un phénomeéne bien connu, et Ia cytométrie en flux
a été fréquemment employée pour le démontrer [(O’'GORMAN et HOPFER 1991),
(MARTIN et coll. 1992), (RAMANI et coll.), (GREEN et coll. 1 999)]. Cet effet est
probablement Iié & la fuite du potassium intracellulaire induite par 'amphotéricine B
(BOLARD 1991).

En revanche, le phénomeéne de la dormance qui n'a été mis en évidence que depuis
relativement peu de temps est encore mal connu : pour faire la distinction entre les
cellules mortes et les cellules viables, nous avons utilisé un marqueur fluorescent
H2DCFDA,

L'observation originale de cette étude est l'augmentation transitoire de la dispersion
de la lumiére aprés environ un jour de croissance a 30°C sous agitation continue
(21 h en présence d'une concentration finale d’amphotéricine B égale 4 0,4 UM et
25 h pour 0,6 uM d’amphotéricine B), sans prolifération de cellules cela est observé
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par dénombrement des levures sur cellule de Malassez et par détermination des
UFC sur YM solide. Cependant, contrairement a ce qui a été observé en I'absence
d’amphotéricine B, une partie du profil initial de distribution de la FSC correspondant
aux cellules rétrécies demeure inchangée. L'observation microscopique révéle
I'existence d’une part de cellules de petites tailles non marquées par le H2DCFDA et
d'autre part, de cellules fluorescentes qui croissent en taille. Aprés un délai
d'incubation supplémentaire de 3 a 4 heures, (24-25h et 28-29h aprés le début de Ia
croissance en présence d’amphotéricine B a 0,4 et 0,6uM respectivement), la
prolifération des cellules reprend et le profil de distribution régresse graduellement
par rapport a celui observé en I'absence d’antifongique.

La séquence d'opérations qué nous avons observée n'a pas été décrite
précédemment pour différentes raisons - i) le but des études de cytométrie en flux
était d'obtenir un essai rapide de susceptibilit, menant a des conditions
expérimentales différentes des nétres. Par exemple, le rétrécissement des cellules
en présence d’amphotéricine B a été suivi seulement pendant 30 et 120 minutes
apres ['addition de I'antifongique dans le milieu réactionnel. ii) la plupart des études
ont employé des sondes de viabilité et n'ont pas tenu compte de la FSC ou de la
dispersion de la lumiére latérale (SSC) (REX et coll. 2001) ; une étude dans laquelle
Fincubation des cellules était prolongée jusqu’'a 24 heures représente une exception
(KIRK et coll. 1997). La représentation de la fluorescence de I'acridine orange en
fonction de la SSC a montré que la SSC diminue en présence de concentrations
d’amphotéricine B supérieure a 0,4uM.

L'interprétation la plus simple de cet éclatement de la dispersion, observé apres
approximativement un jour d'incubation en présence de concentrations
d’amphotéricine B allant de 0,4 4 0,8 MM, est qu'un certain pourcentage de cellules
de C. albicans ATCC 10231 récupérent des dommages de I'antifongique et
proliférent, alors que d’autres ne récupérent pas. En d’autres termes, un nombre non
négligeable de cellules a échappé aux dommages trés importants causés par
lamphotéricine B et est devenu « dormant . Aprés 24 heures d'incubation, elles
rompent cette dormance et sont suffisamment nombreuses pour étre détectées au
moyen de la dispersion de la lumiére éclatée. L’éclatement de la lumié<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>