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Résumé

L’amphotéricine B est actuellement le traitement de référence des mycoses systémiques
malgré sa toxicité vis-a-vis des cellules animales, qui est liée a son insolubilité en milieu
aqueux.

Pour cette raison diverses formulations lipidiques d’amphotéricine B ont été développées afin
d’augmenter son index thérapeutique mais qui reste malheureusement trop onéreuse.

Plusieurs stratégies ont été proposées pour améliorer 1’index thérapeutique de
I’amphotéricine B dont la modulation de I’environnement physico-chimique. Le pH de la
solution joue un role important dans I’activité de cette molécule.

C’est pourquoi nous avons étudié ’effet de ’action combinée du pH et des sels MgSO4
et MgCl; sur la toxicité sélective de I’amphotéricine B envers les globules rouges humaines.

Il ressort de notre travail que la présence des sels MgSO, et MgCl, réduit la toxicité de

Fungizone® envers les globules rouges humaines mais cette réduction est beaucoup plus

importante en présence de MgSO,4 qu’en présence de MgCly.
ApH54la Fungizone® est moins toxique. Le taux d’hémolyse est réduit en présence de

MgSO, & concentration égale & 10 M.

Mots clés : Amphotéricine B, Fungizone® toxicité sélective, pH, érythrocytes, MgSOs,




Abstract

Amphotericin B is currently the standard treatment of systemic fungal infections despite
his vis-a-vis toxicity animal cells, which is related to its insolubility in aqueous medium.

For this reason various lipid formulations of amphotericin B have been developed to increase
the therapeutic index but which is unfortunately too expensive.

Several strategies have been proposed to improve the therapeutic index of amphotericin
B with the
modulation of the physico-chemical environment. The pH of the solution plays an important
role in the activity of this molecule.

That is why we have studied the effect of the combined action of pH and MgSO4 and
MgCI2 salts on selective toxicity of amphotericin B to human red blood cells.

It is clear from our work that the presence of MgSO4 and MgCI2 salts reduces the
toxicity of Fungizone® towards human red blood cells but this reduction is much greater in
the presence of MgSO4 in the presence of MgCI2.

At pH 5.4 the Fungizone® is less toxic. The hemolysis rate is reduced in the presence of

MgSO4 concentration equal to 10-1M.

Keywords: Amphotericin B, Fungizone®, selective toxicity, pH, erythrocytes, MgSO4,
MgCI2.
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1. Introduction :

Au cours de ces dernieres années, ’incidence des infections fongiques ou mycoses
systémiques a augmenté de fagon dramatique. Ces affections constituent actuellement un vrai
probléme clinique et économique. Elles sont en forte recrudescence, en raison de 1’extension
de la population a risque, aux avancées en transplantation et en oncologie, a l'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, 2003).

Ces infections sont associées a une élévation significative de la morbidité et de la

mortalité des patients hospitalisés (Blanchet et coll., 2004).

Le nombre de champignons incriminés en pathologie humaine est passé de moins d’une

trentaine d’espeéces dans les années 50 a plus de 400 aujourd’hui (Chabasse et coll., 2005).

Les infections a levures, principalement Candida, représentent la principale cause des
infections fongiques nosocomiales (80%). Les souches de Candida peuvent produire une
grande variét¢ d’infections, allant des infections légeres mucocutanées aux infections
invasives affectant un organe (Rex et coll., 2000). Il existe au-dela de 150 espéces de
Candida. Cependant, Candida albicans est responsable d’environ 50% des Candidoses
profondes devant C.glabrata, C.parapsilosis, C. tropicalis et C. krusei. La proportion des
espéces non-albicans varie en fonction des pathologies a risque, de 1’dge des patients et des

zones géographiques (Gigou-Cornet, 2006).

Ces infections mycosiques nécessitent donc un traitement systémique particulier.
Depuis I’apparition de 1’amphotéricine B en 1955 jusqu’aux antifongiques les plus
récents (tableau 1), les chercheurs et les industriels n’ont pas cessé de mettre sur le
marché des molécules antifongiques avec un rapport bénéfice/risque de plus en plus
favorable (Faure, 2009).
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Tableau N°01: Molécules antifongiques utilisées pour le traitement des mycoses
systémiques (Lacroix et coll., 2003).

Année de
Classes Composés antifongiques commercialisation Cible
Polyenes AmphotéricineB(Fungizone®) 1958 Membrane
plasmique
Fluconazole (Triflucan®) 1988
Azolés Itraconazole (Sporanox®) 1992 Membrane
Voriconazole (Vfend®) 2002 plasmique
Analogues 5-fluoro-cytosine (Ancotil®) 1972 Acides
nucléosidiques nucléiques
Caspofungine (Cancidas®) 2001 Paroi fongique
Echinocandines

D’un autre coté, malgré la diversit¢ des médicaments antifongiques, leur
pharmacocinétique complexe et variable, rend difficiles les études cliniques proposant des
recommandations. Si le suivi thérapeutique de ’amphotéricine B n’est pas nécessaire, celui de

la fluorocytosine et de 1’itraconazole est indispensable (Blachet et coll., 2004).

Le cout du traitement est lui aussi, un élément important dans la stratégie thérapeutique.
Le cout de revient par le fluconazole est nettement plus élevé que celui de I’amphotéricine B,
quant au voriconazole et a la caspofungine, ils coutent trois fois plus cher que le fluconazole
mais la résistance a ce dernier peut justifier leur utilisation (Kettani et coll., 2006).

En attendant le développement de nouveaux antifongiques, le co(t de revient,
le spectre d’action, la résistance relativement rare de champignons pathogénes a
1'amphotéricine B, chez les isolats cliniques (Kanafani et Perfect, 2008), font du chef
de file des polyenes, le traitement de référence de ces mycoses invasives (Aseandei et
Luchian, 2008). Cependant, la toxicité de cet antifongique limite son utilisation en
clinique, c’est pourquoi il est indispensable d’améliorer 1’index thérapeutique de cette
drogue. C’est dans ce cadre la que s’inscrit notre étude, qui consiste a étudier 1’effet de

’action combinée du pH et des sels sur la toxicité sélective de I’amphotéricine B.
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L’amphotéricine B est la plus connue des antifongiques polyéniques.
Introduite en pratique clinique en 1958, elle est le traitement de choix des infections
fongiques systémiques (Hartsel et Bolard, 1996). Elle présente une activité fongistatique a
faible concentration et fongicide pour des concentrations élevées (0,5 a 2 fois la
concentration minimale inhibitrice). L’amphotéricine B est active sur la plupart des fungi
pathogenes (Blanchet et coll., 2004). Elle est utilisée actuellement dans le traitement d’un
grand nombre des mycoses profondes (cryptococcose, candidose, aspergillose,
histoplasmoses, coccidioidomycoses, sporotrichoses....). Rares sont les souches résistantes a
I’amphotéricine B (Kleinberg, 2006).

Elle est également antiparasitaire de premier ordre, utilisée pour traiter les
leishmanioses et certaines amibiases (Cohen et Jacquot, 2008).

L'absorption de I'amphotéricine B par le tractus gastro-intestinal est négligeable, ce qui
entrave grandement son administration par voie orale. Dans le sérum, le polyéne est
fortement lié aux protéines plasmatiques et surtout aux lipoprotéines, il est aussi trés
lié aux tissus, les plus fortes concentrations se trouvant au niveau du fois et de la rate (14 a
41% de la dose administrée), des taux plus faibles étant retrouvés dans les reins (0,3 a 2%) et
les poumons (1,2 a 6%) (Marquet, 2004).

2. Structure et propriétés physico-chimiques de I'amphotéricine B :

L’amphotéricine B est un antibiotique isolé a partir d’une culture de Streptomyces
nodosus dont la structure a été établie en 1970. Elle fait partie de la famille des macrolides

(molécule cyclique fermée par une liaison ester interne) polyéniques (Hammond, 1977).

Son poids moléculaire est de 960 (Carbon et coll., 1994). Elle comprend une partie
apolaire rigide, constituée de 7 double liaisons conjuguées, responsable de la lipophilie de la
molécule et d’un intense spectre d’absorption qui permet des études spectroscopiques.
Une partie polaire régide constituée de 7 groupe hydroxyles. Elle comprend aussi un

aminosucre ; la micosamine (figure N'1), (Hammond, 1977).
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Figure N°01: Structure chimique de I'amphotéricine B (Gagos et Arczewska, 2010).

L’amphotéricine B est une poudre jaune insoluble dans I’eau et dans 1’alcool, soluble
dans les solvants organique tel le dimethylsulfoxide (DMSO) (30 a 40 mg/mL) ou
le dimethylformamide (DMF) (4 mg/mL). Son association a des sels biliaires, tel
le désoxycholate de sodium, entraine la formation de micelles mixtes qui permet de
solubiliser I’amphotéricine B. L’exposition a la lumiére dégrade légerement la molécule
(Collignon et coll., 2007).

En solution aqueuse, I’amphotéricine B existe a 1’état de monomeéres solubles,
d’oligomeres solubles et d’agrégats insolubles qui se forment successivement lorsque

la concentration totale d’amphotéricine B augmente (Collignon et coll., 2007).
3. Mécanisme d’action de I’amphotéricine B :

L’amphotéricine B a pour cible 1’ergostérol, le principal composant de la membrane
plasmique des champignons. Son caractére amphotére lui permet de s’associer a la bicouche
lipidigue de la membrane fongique, en formant des pores (Lemke et coll., 2005).
La formation des pores ou des canaux cause une dépolarisation de la membrane et une
augmentation de la perméabilité cellulaire avec la perte du contenu cytoplasmique
(Figure N” 02). La fuite des ions potassium et ’entré des ions sodium et de protons H altére
la viabilité cellulaire, et entraine la mort de la cellule fongique [(Mc Taggart et Wong, 2002) ;
(Bernardo et coll., 2004) ; (Clinton et Duane, 2008)].
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Figure N 02 : Mécanisme d’action de I’amphotéricine B (Million, 2008).
D’autres hypothéses ont été formulées sur le mécanisme d’action de I’amphotéricine B :

- L’amphotéricine B agit sur la stimulation de la consommation d’oxygene ; de plus la
transformation de I’ATP en ADP diminuent la synthése des composés azotés, des réserves
glucidiques avec fuite de potassium et de métabolite essentiels [(Desormeaux, 2002);
(Grooters et Taboada, 2003)].

- L’amphotéricine B pourrait étre responsable d’une réaction oxydative et stimulation de
I’immunité cellulaire de I’hdte. Elle stimulerait les lymphocytes, les macrophages, et les
polynucléaires neutrophiles et induirait la production d’interleukine-1 et du TNF o (Tumor
Necrosis Factor a) (Scott et Miller, 2001).

Méme si I’amphotéricine B se fixe préférentiellement a 1’ergostérol des cellules
fongiques, elle a également une action sur le cholestérol des membranes des cellules animales
(Figure N'03), conduisant & une toxicité importante, notamment rénale, mais avec une faible

affinité pour le cholestérol par rapport a I’ergostérol (Gigou-Cornet, 2006).

VEY HO
OH HO
OH HO
OH HO
Cholestérol rORE Amphotéricine B

Figure N* 03: Interaction amphotéricine B- cholestérol (Yolandy, 2006).
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4. Nouvelles formulations de I’amphotéricine B :

Durant la derniere  décennie en vue d’améliorer I’index thérapeutique de
I’amphotéricine B, différentes stratégies ont été adoptées et mises en ceuvre pour mettre au
point une méthode optimale de préparation du médicament : par exemple, encapsuler
I'amphotéricine B dans les liposomes phospholipidiques , I'entourer par les molécules
d'un surfactant, l'associer a un lipide pour créer un complexe ou l'insérer dans une

émulsion (Dupont, 2002).
4.1. Modification de la structure chimique :

Il s’agit d’une semi-synthese qui aboutit & des dérivés solubles de I’amphotéricine B
par substitution de groupements ionisables (NH** et COO). Les dérivés les plus
intéressants étant : le PAME [N-(1-Piperidinepropionyl) amphotéricine B Méthyl Ester]
qui est nettement moins toxique que I’amphotéricine B conventionnelle (Hac-Wydro
et coll., 2005), le SAME [N-N’-3-diméthyl aminopropyl-Succinimido amphotéricine B
Meéthyl Ester] qui favorise une bonne interaction hydrophobe avec les milieux apolaires
(Czub et coll., 2007) et ’AMA [amphotéricine B-3- (N’N’-diméthylamino) propylamide]
utilisé dans la vectorisation d’oligonucléotides anti-sens (ODN) dans les cellules animales
[(Hianik et coll., 2008) ; (Czub et coll., 2009)].

4.2. Modification de la composition chimique :

C’est une voie qui consiste a créer un environnement d’inclusion ou d’adsorption pour
I’amphotéricine B basée sur des mélanges sous forme de complexes, d’émulsions, ou de
phases structurées (liposome, particules,...) entre [I’antifongique et les molécules

biologiquement tolérées [(Hennequin et coll., 2010) ; (Shao et coll., 2010)].

En effet, les associations amphotéricine B /détergents ont donné des résultats trés
encourageants. Les dérivés hydrosolubles du cholestérol, des polyoxéthyleneglycols sont
capables d’assurer une protection totale des globules rouges contre 1’effet toxique de cette
drogue. L’ester de sucrose augmente significativement la dose létale 8 50% de la Fungizone®

aprés une injection unique chez la souris [(Gruda et coll., 1991) ; (Tasset et coll., 1991)].
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4.3. Combinaison aux lipides :

Le principe des amphotéricine B lipidiques repose sur le captage préférentiel par le
systtme réticulo-endothélial avec libération progressive d’amphotéricine B, plus
particulierement au site de 1’infection. Ce mode de transfert de 1’amphotéricine B protége les

cellules de 1’organisme, en particulier les cellules rénales.

Les formulations lipidiques d’amphotéricine B commercialisées actuellement dans le

monde sont (Andreés et coll., 2001) :
- Amphotéricine B en complexe lipidique (Abelcet ®) :

L’amphotéricine B en complexe lipidique (amphotericin B lipid complex [ABLC]),
commercialisée sous le nom d’Abelcet®, est une suspension d’amphotéricine B et de
phospholipides (dimyristoyl phosphatidylcholine et dimyristoyl phosphatidylglycérol, selon
un ratio de 1 : 3). Les particules forment des rubans de 1 600 a 6 000 nm de long.

- Amphotéricine B incorporée dans les liposomes (Ambisome®) :
L’Ambisome® correspond & une formulation lipidique d’amphotéricine B incorporée dans
des liposomes unilamellaires. Ces liposomes sont constitués de phosphatidylcholine
hydrogéné, de cholestérol et de distéaroyl phosphatidylglycérol, selon un rapport de 2 /1/0,8.

Ils forment des spheres de 80 nm de diamétre.

- Amphotéricine B en dispersion colloidale (Amphocil®) :
L’amphotéricine B en dispersion colloidale (amphotericin B colloidal dispersion [ABCD]),
commercialisée sous le nom d’Amphocil® en Europe et d’Amphotec® aux Etats-Unis, est
composée d’amphotéricine B liée a du sulfate de cholestérol, selon un mélange équimolaire.
Les particules ont une forme de disque de 120 a 140 nm de diamétre et de 4 nm d’épaisseur.
L’avantage de ces différentes formulations lipidiques c’est la réduction de la toxicité de
I’amphotéricine B vis-a-vis des cellules hotes et la préservation et 1’augmentation de

I’efficacité vis-a-vis des cellules fongiques.

Malheureusement, ces formulations lipidiques ont un cout de revient important ce qui

limite significativement leur utilisation en clinique.
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4.4. Combinaison aux lipoprotéines :

L’amphotéricine B se lie aux LDL (Low density of lipoprotein) et aux HDL (High
density of lipoprotein). Ces lipoprotéines sériques assurent la protection des globules rouges
humains méme en présence des concentrations élevées en amphotéricine B, mais 1’effet
protecteur des HDL est supérieur a celui observé avec les LDL [(Bedrane, 1997) ; (Boucherit,
1995)].

D’un autre coté, le complexe amphotéricine B / lipoprotéines seriques lourdes
(HDL) protége les cellules animales jusqu’a une concentration de 10 ug/mL (10 fois la
concentration minimal inhibitrice). 1l est a noter que dans ces conditions, son efficacité
vis-a-vis des levures reste inchangée [(Wasan et coll.,1994a) ; (Boucherit, 1995) ;
(Bedrane, 1997) ; (Soulimane, 2001)].

4.5. Combinaison aux polymeres :

Les polymeres composés de segments hydrophiles et hydrophobes [(Hans et coll.,
2005) ; (Jiang et coll., 2008)] peuvent étre employés en tant que véhicules de livraison de
drogue trés peu hydrosolubles [(Riss, 2003) ; (Layre et coll., 2006)] comme 1’amphotéricine
B.Citons comme exemple : les copolyméres amphiphilic [poly hyperbranched (amine-ester) —
poly (lactide-Co-glycolide) ] micelles polyméres (HPAE-Co-PLGA) ( Wang et coll., 2010) et
un copolymere de trois esters de cholestéryle carbonate (CCES) : carbonates de cholestéryle
de sodium, carbonates de palmityl de cholestéryle, et carbonates de dicholetéryl (Chuealee et
coll., 2010).

4.6. Modification de I’environnement physico-chimique de I’amphotéricine
B:

Rappelons qu’en solution aqueuse 1’amphotéricine B se trouve sous trois formes
différentes (Bolard, 1991) :

-une forme monomérique soluble non toxique pour les cellules animales.
-une forme oligomérique soluble toxique pour les cellules animales.

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




Synthese bibliographique

L’état d’agrégation de la molécule peut étre modulé par son environnement physico-
chimique (Hung et coll., 1988). Selon Legrand et coll. (1992) la concentration de la solution
meére et la nature du solvant favorisent la prédominance des différentes formes
d’amphotéricine B. D’apres leur étude, plus la concentration de la solution mére augmente
plus le taux d’agrégats augmente. D’autre part, le diméthyl sulfoxide (DMSO) favorise plus
de formes agrégées que le diméthyl formamide (DMF) (Eneida et coll., 2009).

D’un autre coté, le préchauffage des solutions d’amphotéricine B a 70° C pendant
20 minutes induit la formation de super agrégats, qui sont de loin les formes les moins
toxiques envers les cellules animales. Il s’agit d’une condensation entre les formes
monomériques et les agrégats qui donnent cet état super agrégé de la molécule. Ces super
agrégats restent actifs envers les cellules fongiques cibles [(Gaboriau et coll., 1997a) ;
(Gaboriau et coll., 1997b) ; (Petit et coll., 1998)].

Le pH module lui aussi I’état d’agrégation de I’amphotéricine B. En milieu alcalin,
I’agrégat passe d’une forme plus compacte a une forme plus expansée a partir de pH 9, puis se
dissocie pour des pH supérieurs a 10 (Dupont et coll., 1977). Selon Gagos et coll. (2008),
I’amphotéricine B est sous forme de monoméres aux pH supéricurs a 10, alors que les

agrégats apparaissent aux 3<pH<10.

L’activité de 1’antifongique est elle aussi modulée en fonction du pH du milieu.
A pH acide la CMI (concentration minimale inhibitrice) de I’amphotéricine B pour le
Candida, le Cryptococcus et 1’Aspergillus, est plus élevée que celle observée a des pH plus
élevés [(Te Dorsthorst et coll., 2004) ; (Te Dorsthorst et coll., 2005)].

De plus, Belkherroubi-Sari et ses collaborateurs (2008), ont montré que I’efficacité de
I’amphotéricine B utilisée a une concentration finale de 2 uM a pH 5,4 et 10,8, est
maintenue vis-a-vis de Candida albicans avec une importante réduction de la toxicité vis-a-
vis des globules rouges humains. Par ailleurs a pH 5,4 ils (Belkherroubi-Sari et coll., 2011)
ont observés une réduction de la toxicité rénale et hépatique avec un maintien de 1’efficacité
antifongique chez les rats contaminés par Candida albicans. 1l a été noté également qu’a pH
5,4 la dormance des levures Candida albicans est observée d’une part avec une augmentation
du taux d’inhibition de la croissance levurienne en comparaison avec la solution de
Fungizone® classique qui, elle, permet une croissance optimale aprés la phase de dormance
des levures (Belkherroubi-Sari et coll., 2013).
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D’un autre coté selon Toledo-Grijalba et coll. (2006), les anions sulfates, citrate et
phosphate, réduisent la solubilit¢ de I’amphotéricine B ce qui augmente la proportion des
agrégats insolubles. Alors que les anions thiocyonate et trichloracétate solubilisent
complétement I’amphotéricine B et ses dérivés. La force ionique joue elle aussi un réle dans
la répartition des formes d’amphotéricine B, ou il a été observe que I’augmentation de la force
ionique diminuerait la concentration des monoméres de I’AmA (amphotéricine B 3-
dimethylaminopropylamide) (Blanc et coll., 2000) et du MFAME (N-methyl-N-D-fructosyl
amphotericin B methyl ester) (Szlinder-Reichert et coll., 2001).

Quant aux travaux de Boucherit et coll. (2011), ils ont mis en évidence le rdle de
I’environnement ionique de ’amphotéricine B sur la modulation de sa toxicité sélective.
En effet, une réduction de la toxicité cellulaire est observée en présence des sels
(MgSO, et MgCl,) avec un maintien de I’activité.

Suite a ’ensemble de ces travaux, il nous a semblé indispensable d’étudier 1’effet

combiné du pH et de I’addition des sels sur la toxicité sélective de I’amphotéricine B.
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Matériel et Méthodes

Ce travail a été effectué au laboratoire « Antibiotiques Antifongiques : physico-
chimie, synthese et activité biologique » de 1’Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen.
1. Préparation de la suspension érythrocytaire :

Du sang fraichement prélevé provenant d’un donneur unique en apparence sain sur tube
hépariné est centrifugé a 4000 tours/minutes pendant 5 minutes. Apres élimination du
surnageant, le culot est lavé 2 fois avec du tampon phosphate salé pH 7,4 10mM
(NaCl 150mM), puis suspendue & nouveau dans ce méme tampon.

2. Préparation des solutions antifongiques :

Pour la préparation des solutions antifongiques, nous avons utiliseé :

- Le Fungizone® provenant des laboratoires Bristol-Meyers Squibb, poudre pour solution
injectable dont la composition pour 100 mg de produit final est: 50 % d’amphotéricine B,
38,75 % de désoxycholate de sodium qui facilite la solubilisation de I’amphotéricine B dans
un milieu aqueux, 10% de phosphate disodique dodécahydraté et 0,887% de
phosphate monosodique dihydraté.

- Le tampon acétate de sodium/ acide acétique 100mM a pH 5,4. (Test)

- Le tampon phosphate salé pH 7,4 10mM (NaCl 150mM) (PBS). (Lavage)

- Solution de MgSO, a 1M.

- Solution de MgCl, a 1M.

A partir d'une solution mére de Fungizone® & 10°M solubilisée dans le DMSO
(diméthyl sulfoxyde), nous avons préparé des solutions de Fungizone® & une concentration de
10™*M aussi bien dans le tampon acide acétique/ acétate de sodium 0,1 M & pH 5,4, que dans
I’eau physiologique a pH 7.,4.

3. Evaluation de la toxicité de I’amphotéricine B vis-a-vis des globules rouges :
Les globules rouges sont suspendus dans du tampon isotonique PBS pH
7,4(10mM), a raison de 4000 cellules/mL.

Aprés l'addition de la solution antifongique & une concentration finale de 10°M, la
suspension érythrocytaire est incubée a 37°C sous agitation continue pendant 120 minutes.
500uL sont prélevés, a partir de la solution réactionnelle, a intervalle du temps. A ces
prises d'essai, sont ajoutés 2mL d'une solution de lavage glacée (NaCl 150mM, MgCl, 2mM).

Aprés centrifugation a 4000 tours/minutes pendant 5 minutes, le surnageant est
récupéré sur lequel nous avons dosé 1’hémoglobine extracellulaire par spectrophotométre a
une longueur d'onde A = 548 nm.

Pour déterminer le contenu cellulaire total en hémoglobine, 500uL de la solution

érythrocytaire témoin (ou aucune addition n’a été faite) et 2 mL d’eau distillée sont
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additionnées et suite a une forte agitation, les cellules sont totalement lysées, ce qui

correspond a 100% d’hémoglobine.
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Résultats et discussion

L’amphotéricine B est un antifongique qui mis a part son action thérapeutique a de lourds effets
toxiques, tels ’anémie et I’endommagement des reins. Mais I’incidence croissante des infections
fongiques profondes potentiellement mortelles et I’indisponibilité d’un antifongique alternatif a large
spectre contre ces mycoses, empéchent I’abandon de 1’utilisation de I’amphotéricine B en clinique et
encouragent les recherches qui visent a trouver une solution améliorant 1’index thérapeutique de cet
antifongique (Schoffski et coll., 2000).

Au sein de notre laboratoire Belkherroubi-Sari et ses collaborateurs (2008-2012-2013), ont
montré que la toxicité de I’amphotéricine B vis-a-vis des globules rouges dépend du pH de la solution
mere. IIs ont remarqué d’un part que cette toxicité est largement réduite dans des conditions de pH 5,4
et ce, aussi bien in vitro que in vivo. D’autre part que ’efficacité antifongique été maintenue dans ces
conditions expéerimentales.

De plus les travaux de Boucherit et ses collaborateurs (2011), ont mis en évidence le réle de
I’environnement ionique de 1’amphotéricine B sur la modulation de sa toxicité sélective. En effet, une
réduction de la toxicité cellulaire est observée en présence des sels (MgSO, et MgCl,) avec un
maintien de 1’activité.

C’est pourquoi nous avons étudié 1’effet de I’action combinée du pH et des sels sur la toxicité
s¢lective de I’amphotéricine B.

Nous avons dans un premier temps testé 1’innocuité du solvant utilisé pour la solubilisation de
I’antifongique. Les résultats obtenus sont regroupés sur la figure N°01.

La figure N°04 représente 1’effet de la solution Tampon pH 5,4, de la solution MgSO,, et de la
solution MgCl; sur la fuite de I’hémoglobine extracellulaire chez le globule rouge humain en absence
d’antifongique.

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que I’utilisation du tampon acétate de
sodium/acide acétique 100mM & pH 5,4 ou de sels en absence de Fungizone® n’entraine aucune

hémolyse (hémolyse < 1%) au bout des 120 minutes d’incubation.
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Figure N°04 : Effet de la solution Tampon pH 5,4, de la solution MgSO, ,et de
la solution MgCl, sur la fuite de I’hémoglobine extracellulaire chez le globule

rouge humain en absence d'antifongique.

=®—courbe (a) : Témoin

=&—courbe (b) : Contréle Tampon pH 5,4
=d—courbe (c) : Controle MgSO4

=3¢&=courbe (d) : Contrdle MgCI2

=3¥=—courbe (e ) : Contréle Tampon pH 5,4+MgSO4
=@-courbe (f) : Controle Tampon pH 5,4+MgCI2
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1. Effet de la concentration croissante de Fungizone® :

Afin de fixer la concentration d’antifongique avec laquelle nous allons tester nos
différentes formulations, nous avons fait des courbes doses/réponses. Nous avons fait varier la
concentration finale de Fungizone®. Les résultats obtenus sont regroupés sur la figure N°05.

e La courbe (a) représente la courbe témoin ou il n’y a aucune addition d’antifongique. Nous
n’observons pas d’hémoglobine dans le milieu extracellulaire durant les 120 minutes
d’incubation.

e La courbe (b) représente 1’effet de la solution mére de Fungizone® ajoutée & une concentration
finale de 10°M. Le taux d’hémoglobine extracellulaire est de 38% aprés 15 minutes et ne
dépasse pas un taux de 60% au bout de 120 minutes d’incubation.

e La courbe (c) représente Ieffet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10”M. Aprés 30 minutes d’incubation, les globules rouges perdent 62% de leur
hémoglobine. Cette perte est autour de 70% apres 120 minutes d’incubation.

e La courbe (d) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale de
10M. Les globules rouges perdent 65% de leur hémoglobine dés les 15 premiéres minutes

d’incubation, et environ 80%, aprés 120 minutes d’incubation.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons choisi la concentration finale de 10°M puisqu’elle

induit le moindre taux d’hémolyse.
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Figure N°05 : Effet de la concentration finale croissante de Fungizone® solubilisée
a 10*M dans I’eau physiologique sur la fuite de ’hémoglobine chez le globule
rouge humain.
—&—courbe (a) : Témoin
= courbe (b) : Concentration Finale de Fungizone® 10-5M
=d%=courbe (c) : Concentration Finale de Fungizone® 10-4M
=¥&—courbe (d) : Concentration Finale de Fungizone® 10-3M
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2. Effet des solutions de Fungizone® (concentration finale 10°M) préparées a pH 5,4 et
additionné de sels sur la fuite de ’hémoglobine chez le globule rouge humain.

La figure N°06 représente 1’effet des solutions de Fungizone® (concentration finale 10°M)
préparées a pH 5,4 et additionné de sels sur la fuite de I’hémoglobine chez le globule rouge humain.
e La courbe (a) représente la courbe témoin sans aucune addition d’antifongique. Nous n’observons
pas d’hémolyse durant les 120 minutes d’incubation.
eLa courbe (b) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale de
10°M préparée a pH 5.4. Le taux d’hémoglobine extracellulaire est de 25% aprés 30 minutes et ne
dépasse pas un taux de 60% au bout de 120 minutes d’incubation.
eLa courbe (c) représente Peffet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale de
10°M préparée & pH 5,4 additionné d’une solution de MgSO, (1M) & une concentration finale de
10°M. Les globules rouges perdent en 30 minutes prés de 10 % de leur hémoglobine et autour de 25%
apres 120 minutes d’incubation.
eLa courbe (d) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale de
10™°M préparée & pH 5,4 additionné de solution de MgCl, (1M) & une concentration finale de10M.
Aprés 15 minutes d’incubation, les globules rouges perdent 15% de leur hémoglobine. Cette perte est

estimee a 40% au bout de 120 minutes d’incubation.
D’apres les résultats obtenus, nous remarquons que 1’addition de sel au milieu réactionnel permet

de réduire le taux d’hémolyse, ce taux est réduit de 35% avec MgSO, alors qu’il est réduit de 20%

avec MgCl,.
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Figure N°06 : Effet des solutions de Fungizone® (concentration finale 10-°M)
préparées a pH 5,4 et additionné de sels sur la fuite de ’hémoglobine chez le

globule rouge humain.

=&—courbe (a) : Témoin

= courbe (b) : Fungizone ® /Tampon pH 5,4

== courbe (c) :Fungizone® /Tampon pH 5,4+MgS0O4
=3¢ courbe (d) :Fungizone® /Tampon pH 5,4+MgCI2
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3.

Effet des solutions de Fungizone® (concentration finale 10°M) préparées dans I’eau

physiologique et additionné de sels sur la fuite de I’hémoglobine chez le globule rouge humain.

La figure N°07 représente I’effet des solutions de Fungizone® (concentration finale 10°M)

préparées dans I’eau physiologique et additionné de sels (2 concentration 10°M) sur la fuite de

I’hémoglobine chez le globule rouge humain.

La courbe (a) représente la courbe témoin sans aucune addition d’antifongique. Nous
n’observons pas d’hémolyse durant les 120 minutes d’incubation.

La courbe (b) représente Ieffet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée dans 1’eau physiologique. Le taux d’hémoglobine extracellulaire est de 35%
apres 15 minutes et atteint un taux de 70% au bout de 120 minutes d’incubation.

La courbe (c) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée dans ’cau physiologique additionné d’une solution de MgSO, (1M) & une
concentration finale de 10°M. Les globules rouges perdent en 10 minutes prés de 10% de leur
hémoglobine et autour de 35% apres 120 minutes d’incubation.

La courbe (d) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée dans 1’ecau physiologique additionné de solution de MgCl, (1M) & une
concentration finale de 10°M. Aprés 15 minutes d’incubation, les globules rouges perdent 17%

de leur hémoglobine. Cette perte est estimée & 50% au bout de 120 minutes d’incubation.

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que 1’addition de MgCl, au milieu réactionnel

réduit I’hémolyse de 20% alors que cette réduction est plus importante en présence de MgSQOy, elle est
de 35%.
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Figure N°07 : Effet des solutions de Fungizone® (concentration finale 10°M)
préparées dans I’eau physiologique, additionnées de sels (a 10°M) sur la
fuite de I’hémoglobine chez le globule rouge humain.

=®—courbe (a) : Témoin

= courbe (b) : Fungizone®/Eau physiologique
=dx=courbe (c ) : Fungizone®/Eau physiologique+MgSO4
== courbe (d) : Fungizone®/Eau physiologique+ MgClI2
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4. Effet de la nature du solvant :
La figure N°08 représente 1’effet de la nature du solvant des solutions de Fungizone®, sur la

fuite de ’hémoglobine chez le globule rouge humain.

e La courbe (a) représente la courbe témoin sans aucune addition de Fungizone®. Nous
n’observons aucune perte d’hémoglobine durant les 120 minutes d’incubation a 37°C.

e La courbe (b) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée a pH 54. Le taux d’hémoglobine extracellulaire est de 25% aprés 30
minutes et ne dépasse pas un taux de 60% au bout de 120 minutes d’incubation.

e La courbe (c) représente effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée dans I’eau physiologique. Le taux d’hémoglobine extracellulaire est de 35%
apres 15 minutes et atteint un taux de 70% au bout de 120 minutes d’incubation.

e La courbe (d) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée a pH 5,4 additionné d’une solution de MgSO,4 (1M) & une concentration
finale de 10°M. Les globules rouges perdent en 15 minutes prés de 8% de leur hémoglobine et
autour de 25% aprés 120 minutes d’incubation.

e La courbe (e) représente effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée dans ’cau physiologique additionné d’une solution de MgSO, (1M) & une
concentration finale de 10°M. Les globules rouges perdent en 30 minutes prés de 18% de leur
hémoglobine et autour de 32% aprés 120 minutes d’incubation.

e La courbe (f) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée a pH 5,4 additionné de solution de MgCl, (1M) & une concentration finale
de10M. Aprés 5 minutes d’incubation, les globules rouges perdent 23% de leur hémoglobine.
Cette perte est estimée a 30% au bout de 120 minutes d’incubation.

e La courbe (g) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée dans I’eau physiologique additionné de solution de MgCl, (1M) & une
concentration finale de 10°M. Aprés 5 premiéres minutes d’incubation, les globules rouges
perdent 25% de leur hémoglobine. Cette perte est estimée a 40% au bout de 120 minutes

d’incubation.
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Figure N°08 : Effet de la nature du solvant des solutions de Fungizone®, sur

la fuite de I’hémoglobine chez le globule rouge humain.

=&—courbe (a) : Témoin

= courbe (b) : Fungizone®/Tampon pH 5,4

== courbe (¢ ) : Fungizone®/Eau physioologique
=>&=courbe (d) : Fungizone®/Tampon pH5,4+MgSO4
==courbe (e ) : Fungizone®/Eau physiologique+MgSO4
=®-courbe (f) : Fungizone®/Tampon pH 5,4+MgCI2
~=+=courbe (g) : Fungizone®/Eau physiologique+MgCl2
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5.  Effet de la concentration croissante de MgSQO, :
5.1. Dans le tampon acétate de sodium/ acide acétique (100mM) a pH 5,4 :
La figure N°09 représente I’effet des concentrations croissantes de MgSO4 sur la toxicité de la

Fungizone® (concentration finale 10°M) préparées a pH 5,4 envers les globules rouges humains.

e La courbe (a) représente la courbe témoin ou aucune addition n’a été faite. L’hémoglobine intra
érythrocytaire reste constante. Nous n’observons aucune fuite d’hémoglobine vers le milieu
extracellulaire au cours des 120 minutes d’incubation a 37°C sous agitation continue.

e La courbe (b) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée & pH 5,4. Le taux d’hémoglobine extracellulaire est de 25% aprés 30
minutes et ne dépasse pas un taux de 60% au bout de 120 minutes d’incubation.

e La courbe (c) représente I’effet de la solution de MgSO, & une concentration finale de 102M.
Ce n’est qu’au bout de 120 minutes d’incubation que nous observons 1% d’hémolyse.

e La courbe (d) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparées & pH 5,4 additionné d’une solution de MgSO, (1M) & une concentration
finale de 10°M. Il y a une libération de I’hémoglobine prés de 8% aprés 15 minutes
d’incubation et atteint un taux de 25% au bout de 120 minutes d’incubation.

e La courbe () représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparées & pH 5,4 additionnée d’une solution de MgSO,4 (1 M) & une concentration
finale de 102M. Les globules rouges perdent prés de 20% de leur hémoglobine aprés 30
minutes d’incubation, et prés de 37% apres 120 minutes d’incubation a 37°C.

e La courbe (f) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparées & pH 5,4 additionné d’une solution de MgSO, (1M) & une concentration
finale de 10™™. Il y a une libération de I’hémoglobine prés de 4% aprés 15 minutes

d’incubation et atteint un taux de 9% au bout de 120 minutes d’incubation.

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que l’augmentation de la concentration de

MgSO, au milieu réactionnel permet de réduire le taux d’hémolyse.
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Figure N°09: Effet des concentrations croissantes de MgSQO, sur la toxicité
de la Fungizone® (concentration finale 10°M) préparées a pH 5,4 envers les

globules rouges humains.

=&—courbe (a) : Témoin

=—courbe (b) : Fungizone®/Tampon pH 5,4

=—courbe ( ¢) : Contrle MgSO4

=>&=courbe (d) : Fungizone®/Tampon pH 5,4+MgS0O4 (10-3M)
=#=courbe ( e) : Fungizone®/Tampon pH 5,4+MgS04 (10-2M)
=@-courbe (f) : Fungizone®/Tampon pH 5,4+MgS0O4 (10-1M)
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5.2. Dans I’eau physiologique :
La figure N°10 représente 1’effet des concentrations croissantes de MgSO, sur la toxicité de la
Fungizone® (concentration finale 10°M) préparées dans 1’eau physiologique envers les globules

rouges humains.

e La courbe (a) représente la courbe témoin ou aucune addition n’a été faite. L’hémoglobine intra
érythrocytaire reste constante. Nous n’observons aucune fuite d’hémoglobine vers le milieu
extracellulaire au cours des 120 minutes d’incubation a 37°C sous agitation continue.

e La courbe (b) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée dans I’eau physiologique. Le taux d’hémoglobine extracellulaire est de 35%
apres 15 minutes et atteint un taux de 70% au bout de 120 minutes d’incubation.

e La courbe (c) représente I’effet de la solution de MgSO, & une concentration finale de 102M.
Ce n’est qu’au bout de 120 minutes d’incubation que nous observons 1% d’hémolyse.

e La courbe (d) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparées dans I’eau physiologique additionné d’une solution de MgSO, (1M) & une
concentration finale de 10°M. 1l y a une libération de 1’hémoglobine prés de 8% aprés 15
minutes d’incubation et atteint un taux de 25% au bout de 120 minutes d’incubation.

e La courbe () représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparées dans 1’eau physiologique additionnée d’une solution de MgSO4 (1 M) &
une concentration finale de 10®M. Les globules rouges perdent prés de 20% de leur
hémoglobine apres 30 minutes d’incubation, et prés de 37% apreés 120 minutes d’incubation a
37°C.

e La courbe (f) représente Ieffet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparées dans I’eau physiologique additionné d’une solution de MgSO, (1M) & une
concentration finale de 10™M. Il y a une libération de I’hémoglobine prés de 4% aprés 15

minutes d’incubation et atteint un taux de 9% au bout de 120 minutes d’incubation.

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que l’augmentation de la concentration de

MgSO, au milieu réactionnel induit une réduction du taux d’hémolyse.
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Figure N°10: Effet des concentrations croissantes de MgSQO, sur la toxicité de la
Fungizone® (concentration finale 10°M) préparées dans I’eau physiologique envers
les globules rouges humains.

=&—courbe (a) : Témoin

=—courbe (b) : Fungizone®/Eau physiologique

=—courbe ( ¢) : Controle MgSO4

=>&=courbe (d) : Fungizone®/Eau physiologique+MgSO4 (10-3M)
=#=courbe ( e) : Fungizone®/Eau physiologique+MgSO4 (10-2M)
=@—courbe (f) : Fungizone®/Eau physiologique+MgSO4 (10-1M)
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6. Effet de la concentration croissante de MgCl; :
6.1. Dans le tampon acétate de sodium/ acide acétique (100mM) a pH 5,4 :
La figure N°11 représente 1’effet des concentrations croissantes de MgCl, sur la toxicité de la

Fungizone® (concentration finale 10°M) préparées a pH 5,4 envers les globules rouges humains.

e La courbe (a) représente la courbe témoin sans aucune addition de Fungizone®. Nous
n’observons aucune perte d’hémoglobine durant les 120 minutes d’incubation a 37°C.

e La courbe (b) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée & pH 5,4. Le taux d’hémoglobine extracellulaire est de 25% aprés 30
minutes et ne dépasse pas un taux de 60% au bout de 120 minutes d’incubation.

e La courbe (c) représente effet de la solution de MgCl, & une concentration finale de 102M.
Les globules rouges perdent 2% de leur hémoglobine intracellulaire aprés 30 minutes
d’incubation a 37°C sous agitation continue. Ce taux reste constant durant 120 minutes
d’incubation.

e La courbe (d) représente 1’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparées & pH 5,4 additionné d’une solution de MgCl, (1M) & une concentration
finale de 10°M. Il y a une libération de I’hémoglobine prés de 8% aprés 15 minutes
d’incubation et atteint un taux de 25% au bout de 120 minutes d’incubation.

e La courbe () représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparées a pH 5,4 additionnée d’une solution de MgCl, (1 M) & une concentration
finale de 102M. Les globules rouges perdent prés de 20% de leur hémoglobine aprés 30
minutes d’incubation, et prés de 37% apres 120 minutes d’incubation a 37°C.

e La courbe (f) représente Ieffet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparées & pH 5,4 additionné d’une solution de MgCl, (1M) & une concentration
finale de 10™M. Il y a une libération de I’hémoglobine prés de 4% aprés 15 minutes

d’incubation et atteint un taux de 9% au bout de 120 minutes d’incubation.

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons que 1’augmentation de la concentration de MgCl,

au milieu réactionnel permet de réduire le taux d’hémolyse.
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Figure N°11 : Effet des concentrations croissantes de MgCl, sur la toxicité de
la Fungizone® (concentration finale 10-°M) préparées a pH 5,4 envers les

globules rouges humains.

=&—courbe (a) : Témoin
= courbe (b) : Fungizone®/pH 5,4
—#—courbe ( ¢) : Controle MgCI2

=>&=courbe (d) : Fungizone®/pH 5,4+MgCI2 (10-3M)
=#=courbe ( e) : Fungizone®/pH 5,4+MgCI2 (10-2M)
=@-courbe (f) : Fungizone®/pH 5,4+MgCI2 (10-1M)
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6.2. Dans I’eau physiologique :
La figure N°12 représente 1’effet des concentrations croissantes de MgCl, sur la toxicité de la
Fungizone® (concentration finale 10°M) préparées dans I'eau physiologique envers les globules rouges

humains.

e La courbe (a) représente la courbe témoin ou aucune addition n’a été faite. L hémoglobine
intra érythrocytaire reste constante. Nous n’observons aucune fuite d’hémoglobine vers le
milieu extracellulaire au cours des 120 minutes d’incubation a 37°C sous agitation continue.

e La courbe (b) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparée dans I’eau physiologique. Le taux d’hémoglobine extracellulaire est de 35%
apres 15 minutes et atteint un taux de 70% au bout de 120 minutes d’incubation.

e La courbe (c) représente ’effet de la solution de MgCl, & une concentration finale de 10*M. Ce
n’est qu’au bout de 120 minutes d’incubation que nous observons 1% d’hémolyse.

e La courbe (d) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparées dans I’eau physiologique additionné d’une solution de MgCl, (1M) & une
concentration finale de 10°M. 1l y a une libération de 1’hémoglobine prés de 8% aprés 15
minutes d’incubation et atteint un taux de 25% au bout de 120 minutes d’incubation.

e La courbe () représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparées dans I’eau physiologique additionnée d’une solution de MgCl, (1 M) & une
concentration finale de 10%M. Les globules rouges perdent prés de 20% de leur hémoglobine
apres 30 minutes d’incubation, et pres de 37% apres 120 minutes d’incubation a 37°C.

e La courbe (f) représente I’effet de la solution mére de Fungizone® & une concentration finale
de 10°M préparées dans I’eau physiologique additionné d’une solution de MgCl, (1M) & une
concentration finale de 10™M. 1l y a une libération de 1’hémoglobine prés de 4% aprés 15

minutes d’incubation et atteint un taux de 9% au bout de 120 minutes d’incubation.

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que 1’augmentation de la concentration de MgCl,

au milieu réactionnel induit une réduction du taux d’hémolyse.
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Figure N°12 : Effet des concentrations croissantes de MgCl, sur la toxicité de
la Fungizone® (concentration finale 10-°M) préparées dans I'eau
physiologique envers les globules rouges humains.

=&—courbe (a) : Témoin

= courbe (b) : Fungizone®/Eau physiologique

—#—courbe ( ¢) : Controle MgCI2

=>=courbe (d) : Fungizone®/Eau physiologique+MgCI2 (10-3M)
==courbe ( e) : Fungizone®/Eau physiologique+MgCl2 (10-2M)
=®-courbe (f) : Fungizone®/Eau physiologique+MgCl2 (10-1M)
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Conclusion générale

L’objectif de ce travail été la détermination in vitro de I’effet de I’action combiné du pH
et des sels MgSO,4 et MgCl; sur la toxicité de ’amphotéricine B envers les globules rouges

humaines.

L’ensemble des résultats obtenus nous a permis de conclure que :

e En présence de sels au milieu reactionnel permet de réduire la toxicité de la
Fungizone® envers le globule rouge, et ce aussi bien en présence de MgSO4 qu’en
présence de MgCl..

e Le sel MgSO, permet une réduction de la toxicité (30-35%) plus importante que le sel
MgCl, (20%).

e La toxicité de la Fungizone® préparé a pH 5,4 envers le globule rouge est largement
réduite en présence de 10*M de MgSO, dans le milieu réactionnel. Il n’y a que 9%

d’hémolyse.

Pour compléter ce travail il faudrait :
- Faire des tests d’efficacité antifongique envers les levures tels Candida.
- Faire des tests de toxicité sélective in vivo chez ’animal sain et contaminé par les

levures.
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