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Fig N°  9: Effet des lipoprotéines (HDL) sur l'effet inhibiteur de la synthèse protéique des 
cellules en phase de croissance par l'amphotericine B 

(Courbe a) : Saccharomyces seule (contrôle). 
(Courbe h): Saccharomyces cerevisiae traité à l'amphotericine B à 2 lig I ml complexée aux 

lipoprotéines lourdes, HDL. 
(Courbe e): Saccharomyces cerevisiae traité à l'amphotericine B à 2 p.g / ml 



RESULTATS ET DISCUSSION 
	

Page - 38 

Çoo 

'.3 

o 
\ 

Triglycendes 
en mg/1 

l e* 

G 

10. 	 - - 
	

c— 	 .1 

'tt 	 4 

Temps en heure 

Fig N° 10: Effet des lipoprotéines (HDL) sur l'amphotericine B, en induisant une inhibition 
de la synthèse des triglycérides chez le Saccharomyces cerevisiae. 

(Courbe a) : Saccharomyces seule (contrôle). 
(Courbe b) 	Saccharomyces cercvisiae traité à l'amphotcricine B à 2 .tg / ml complexée aux 

lipoprotéines lourdes, HDL. 
(Courbe e) : Saccharomyces cerevisiae traité à lamphotericinc B à 2 p.g / ml 
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Pour 	cela, dans un premier temps 	nous avons entrepris 	une étude 

comparative, 	de l'effet des lipoprotéines 	lourdes, HDL sur 	l'inhibition de 	la 

croissance de saccharomyces cerevisiae induit par l'amphotericine B de 

concentration croissante (2pg/ml et 5pgIml), et dans un deuxième temps l'effet de 

lipoprotéines lourdes, HDL et de lipoprotéines légères, LDL par l'effet toxique de 

l'amphotericine B à une concentration donnée de 5pg/ml. 

4 Effet de doses croissantes d'amphotericine B complexée aux lipoprotéines 

lourdes, HDL 

Les figures 11, 12 et 13 représentent l'effet des lipoprotéines lourdes, HDL 

sur l'effet inhibiteur de la croissance de cellules de saccharomyces cerevisiae 

pendant 10h d'incubation à 37°c, induit par 2pg/ml et 5g/ml d'amphotericine B. Les 

lipoprotéines sériques étant préincubées à l'amphotéricine B pendant 30 minutes à 

37°C. 

Les figures 11, 12 et 13 (courbe a), montrent que l'absence de 

l'amphotericine B et de lipoprotéines sériques aussi bien la densité optique que la 

concentration de protéines et de lipides varie en fonction du temps d'incubation. 

La phase de latence de l'ordre de lh30min, est suivie de la phase 

exponentielle d'un temps de génération d'environ 45 minutes. A ce niveau, les 

cellules montrent une production importante de protéines et de triglycérides. Un 

début de la phase stationnaire n'est observé qu'au niveau de la densité optique à 

partir de 9h d'incubation. 

la 	 L'addition de l'amphotericine B à Spg/ml complexée aux lipoprotéine lourdes, 

HDL (courbe C), dans le milieu de culture au même temps que l'inoculum, induit une 

inhibition de la croissance cellulaire de saccharomyces cerevisiae. Contrairement 

au mesure de la densité optique, cet effet apparaît nettement au niveau de la 

production de protéines et de lipides (triglycérides). En effet seulement 15% de la 

production de protéines et 10% de production de triglycérides sont enregistrées 
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Fig N°11: Effet des lipoprotéines lourdes sur l'inhibition de la 
croissance cellulaire induite par l'amphotericine B de concentrations croissantes 

(Courbe a) : Cellules de Saccharomyces seule. 
(Courbe b ) 	Cellules de Saccharomyces cerevisiae traitées à l'amphotcricine B à 2 j.tg / ml complexée aux 

lipoprotéines lourdes, HDL 
(Courbe c) : Cellules de Saccharomyces cercvisiae traitées à l'arnphotcricine B (5 p.g / ml). 

complexée aux lipoprotéines Lourdes, HDL 



RESULTATS ET DISCUSSION 
	

Page - 41 

15.. 

 

10 

1 

 

le 

Concentration de 
proteines (unité 
arbitraire) 

Temps en heure 

Fig N°12 Effet des lipoprotéines lourdes sur l'inhibition de la 
production protéique induite par l'amphotericine B (2 g!m1 et 5 ig/ml 

(Courbe a) : Cellules de Saccharomyces seule. 
( 

Courbe b ) : Cellules de Saccharomyces ccrcvisiae traitées à lamphotcricine B à 2 tg / ml 
complexée aux lipoprotéines lourdes, HDL 

( Courbe c) : Cellules de Saccharomyces cerevisiae traitées à l'amphotcricine B (5j.tg/ml). 
complexée aux lipoprotéines lourdes, HDL 
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Fig N°13 : Effet des lipoprotéines sur l'inhibition de la 
production des triglycérides induite par l'amphotericine B à 2 ig/ml et 5 j.tg/ml. 

(Courbe a): Cellules de Saccharomyces seule. 
(Courbe b): Cellules de Saccharom ces cercvisiae traitées à I'amphotericine B à 2 .tg / ml 

complexée aux lipoprotéines lourdes, HDL 
(Courbe c) : Cellules de Saccharomyces cerevisiac traitées à l'amphotericine B (5xg/ml). 

complexée aux lipoprotéines lourdes, HDL 
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pendant 10h d'incubation à 37°c par rapport aux cellules intactes qui montrent un 

maximum de production. 

L'addition de l'amphotericine B à 2Jg/ml complexée aux lipoprotéines lourdes, 

HOL (courbe b), au milieu de culture au même temps que l'inoculum, induit une 

inhibition de la croissance cellulaire de saccharomyces cerevisiae. Cet effet est 

traduit par une inhibition de la production de protéines et de triglycérides. Les 

valeurs en pourcentages, sont respectivement 25% et 30% par rapport aux 

cellules de contrôle sans amphotericine B et sans lipoprotéines. 

4 . 1 Conclusion 

L'effet de l'amphotericine B à 5pg/ml complexée aux lipoprotéines lourdes, 

HDL montre une inhibition totale de la croissance des cellules de saccharomyces 

cerevisiae incubées pendant 10h à 37c. Cet effet, est nettement observé, aussi 

bien au niveau de la production de protéines que de lipides (triglycérides). En 

revanche, l'addition de lipoprotéines lourdes, HDL en présence de l'amphotericne B 

à 2pg/ml, montrent un effet intermédiaire d'inhibition de la croissance cellulaire, si 

on le compare à l'effet de lpg/ml et 5Jg/ml d'amphotericine B complexées aux 

lipoprotéines lourdes HOL. 

L'effet toxique de l'amphotericine B, complexée aux lipoprotéines lourde, HDL 

d'induire une inhibition de la croissance de saccharomyces cerevisiae, est en effet 

lié à la concentration initiale de l'antifongique utilisée. Ainsi, plus on augmente la 

concentration de l'amphotericine B, plus l'effet inhibiteur de la croissance cellulaire 

en présence de lipoprotéines sériques devient important. 

5. Effet du type de lipoprotéines (HDL ou LDL), Sur inhibition de la croissance 

cellulaire de saccharomyces cerevisiae, induit par 5pgIml d'amphotericine S. 

li ressort des figures n° 14, 15 et 16 que: 

(courbe a), l'introduction de l'inoculum, au temps zéro, au milieu de culture, en 

l'absence de l'amphotericine B et de lipoprotéines, montre un début de 
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croissance cellulaire de saccharomyces cerevisiae, après une phase de latence 

de l'ordre de 2h d'incubation, suivie d'une phase exponentielle de temps de 

génération de lh30min. Cette phase est suivie de production importante de 

protéine et de lipides (triglycérides). 

courbe (d et e), l'addition de l'amphotericine B à 5pg/ml complexée soit aux 

lipoprotéines lourdes, HDL soit aux lipoprotéines légères, LDL, dans le milieu de 

culture, au même temps que l'inoculum, induit une augmentation importante du 

temps de latence qui passe de 2h à 5h. 1/4 de la production protéique est 

enregistrée des cellules de saccharomyces cerevisiae en présence aussi bien de 

lipoprotéines lourdes, HDL que le lipoprotéines légères, LDL pendant 8h 

d'incubation par rapport au contrôle. Une inhibition beaucoup plus importante est 

cependant obtenue au niveau de la production de lipides, suivie par la mesure de la 

concentration en triglycérides. En effet, moins de 3% de la concentration en 

triglycéride est enregistrée au bout de 9h d'incubation à 37 0 c, par rapport aux 

cellules intactes. (contrôle). 

(Courbe b et c) En revanche, l'introduction de l'inoculum au temps zéro, dans 

le milieu contenant les lipoprotéines sériques (HDL ou LDL), en l'absence 

d'amphotericine B, montrent une réduction de la phase de latence et du temps de 

génération. Les lipoprotéines légères, LDL strimulent mieux la croissance de 

saccharomyces cerevisiae, que ne le font les lipoprotéines lourdes, HDL. Cet effet 

est observé nettement au niveau de la production de protéines et de triglycérides. 

En effet, la production de protéines des cellules de saccharomyces cerevisiae, 

pendant 8h d'incubation sont respectivement 91%, 71% et 62% en présence, de 

lipoprotéines légères, LDL, de lipoprotéines lourdes, HDL, ou en l'absence de 

lipoprotéines (contrôle). Les concentrations en triglycérides respectives, pendant 

6h3Omin d'incubation sont de l'ordre de 90mg/1, 75mg/1 et 30mg/1. 
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Fig N°14 : Effet des lipoprotéines lourdes, HDL et des lipoprotéines légères LDL 
sur l'action inhibitrice de la croissance des cellules de saccharomyces cerevisiae induite par 

5 pg / ml d'amphotericine B 
(Courbe a) 	Saccharomyces cercvisiae seule. 
(Courbe b) : Saccharomyces cercvisiae en présence de LDL 
(Courbe e) : Saccharomyces cerevisiac en présence de HDL. 
(Courbe d): Saccharomyces cerevisiae en présence de l'arnphotericine B à 5.ig/ml 

complexée aux LDL 
(Courbe e) r Saccharomyces cerevisiae en présence de l'amphotericine B à 5j.tg/ml. 

complexée aux HDL 
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Fig N°15: Effet des lipoprotéines sénques, (HDL ou LDL) 
sur l'action inhibitrice de la production protéique 

induite par 5 pg I ml d'amphotericine B 
(Courbe a) 	Saccharomyces ccrcvisiae seule. 
(Courbe h) : Saccharomyces cerevisiae en présence de LDL 
(Courbe c) : Saccharomyces cerevisiac en présence de HDL. 
(Courbe d): Saccharomyces cercvisiae en présence de l'amphoericinc B à 5tg/m1 

complexée aux LDL 
(Courbe e) : Saccharomyces ccrevisiae en présence de l'amphotericine B à 5j.tg/ml. 

complexée aux HDL 
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Fig N°16 : Effet des lipoprotéines sériques, 
sur l'inhibition de la production de lipides (triglycérides) 

induite par 5 j.ig / ml d'amphotericine B 
(Courbe a) : Saccharomv ces cerevisiae seule. 
( Courbe b) 	Saccharomyces cerevisiac en présence de LDL 
(Courbe e) 	Saccharomyces cerevisiac en présence de HDL. 
(Courbe d ) : Saccharomyces cerevisiac en présence Je I'amphotericine B à 5p.g/ml 

complexée aux LDL 
(Courbe e) 	Saccharomyces cerevisiae en présence de Pamphotcricine B à 5.tg/ml. 

complexée aux HDL 
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5 . 1 Conclusion 

Au niveau de la cellule entière de saccharomyces cerevisiae, en phase de 
croissance, dès que la concentration de l'amphotericine B devient supérieur ou 
égale à lpg/ml, l'amphotericine B sous forme libre induit une inhibition totale de la 
croissance cellulaire, objectivée par une inhibition de la production des protéines et 
de lipides (triglycérides). Des travaux, GALE E.F 1974, JULIANO R.L et al 1987, 
HARTSEL S.0 et al 1991 suggèrent qu'il y a une fuite des métabolites essentiels 
nécessaires à la croissance cellulaire à la suite de l'intéraction du polyène aux 
stérols membranaires des cellules fongiques. 

En revanche, en présence de lipoprotéines sériques, les concentrations de 
l'ordre de 2g/ml sont nécessaires pour obtenir le même effet inhibiteur net. Des 
résultats similaires sont obtenus par les auteurs Wasan et al 1994, de l'effet des 
lipoprotéines lourdes, HDL et de lipoprotéines légères, LDL sur l'inhibition de la 
croissance des cellules du candida. albicans, induit par l'amphotericine B entre 0,1 
pg/ml à 2pg/ml. L'amphotericine B sous forme libre ou lié aux lipoprotéines sériques 
montrent une toxicité identique chez les cellules fongiques. Selon les mêmes 
auteurs, la présence de lipoprotéines sériques n'altère pas l'activité antifongique de 
l'amphotericine B. 

En revanche, pour des concentrations inférieures à 2pg/ml, les lipoprotéines 
lourdes, HOL sont capables d'induire un effet protecteur important de l'action 
inhibitrice de la croissance cellulaire de saccharomyces cerevisiae induite par 

l'amphotericine B libre. 

L'addition des lipoprotéines sériques seules, stimulent la croissance de 
saccharomyces cerevisiae. Cet effet est plus marqué lorsqu'on utilise les 
lipoprotéines légères, LOL. 



CHAPITRE II 

Effet des lipoprotéines sériques sur la perméabilité 

- 	membranaire des cellules de saccharomyces cerevisiae 

en état stationnaire, Induite par l'ainphotericine B 
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Les résultats rapportés dans le chapitre précèdent montrent clairement que 

l'amphotericine B complexée aux lipoprotéines du sérum sanguin garde son activité 

cytotoxique vis à vis des cellules de saccharomyces cerevisiae en inhibant leur 

croissance dès que la concentration d'amphotericine B devient supérieure à 2pg/ml 

de solution. 

Pour évaluer les conditions expérimentales optimales de l'action cytotoxique 

de l'amphotericine B sous sa forme libre et sous forme complexée aux lipoprotéines 

sériques chez les cellules de saccharomyces cerevisiae, nous avons entrepris une 

étude comparative de l'effet de ces deux formes sur la perméabilité membranaire 

au potassium intracellulaire de ces levures après leur isolement du milieu de culture 

et leur resuspension dans une solution saline tamponnée. 

Dans un premier temps, avant l'utilisation des lipoprotéines sériques, nous 

avons évalué les conditions optimales de l'effet cytotoxique de l'amphotericine B 

sous sa forme libre en utilisant différentes concentrations, chez les cellules de 

saccharomyces cerevisiae. Différents paramètres ont servi à évaluer l'effet 

cytotoxique de l'amphotericine B 

- La comparaison des cinétiques de fuite potassique observées lors de 

l'addition de différentes concentrations d'amphotericine B allant de O à 50 pg/ml. 

- La comparaison des niveaux stationnaires de distribution de potassium 

obtenus après utilisation de concentrations croissantes d'amphotericine B. 

- Le rôle de l'état d'énergisation de la cellule. 

- Le rôle de différentes densités de suspension cellulaire de saccharomyces 

cerevisiae. Dans un deuxième temps, nous avons évalué l'effet des lipoprotéines 

sériques (HDL ou LDL) sur l'action cytotoxique de l'amphotericine B à deux niveaux 
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- Au niveau des cinétiques de fuite de potassium intracellulaire de cellules de 

saccharomyces cerevisiae induites par différentes concentrations d'amphotericine 

- Au niveau de l'état stationnaire de distribution de potassium. 

Des expériences du type dose réponse ont été effectuées, d'une part en 

faisant varier les concentrations de l'amphotericine B, et en gardant celles de 

lipoprotéines fixe. D'autre part, la concentration de l'amphotericine B restant fixe à 

5pglml, et on fait varier celles de lipoprotéines sériques. 

A cet effet, les cellules de saccharomyces cerevisiae sont recueillies en 

phase exponentielle lavées et resuspendues dans le tampon tris-Hcl, 50mmol/1, pH 

7,4 en présence de lOmmol!T de glucose comme source d'énergie. L'ensemble des 

épreuves sont effectuées à une température de 37°c. Dans les expériences utilisant 

l'amphotericine B complexée, l'antifongique est préincubé pendant 30 minutes à 

37c en présence de lipoprotéines sériques (HOL ou LDL), avant d'être ajoutée à la 

suspension cellulaire de saccharomyces cerevisiae. 

La concentration du potassium intracellulaire est exprimée en MEg de K+ par 

gramme de protéines cellulaires, ou en pourcentage de potassium retenu ou libéré 

par les cellules après l'addition de l'amphotericine B, par rapport au même lot de la 

suspension cellulaire exempt de traitement à l'amphotericine B. 

Avant d'entreprendre l'étude proprement dite, il est utile de connaître, dans 

les conditions expérimentales choisies, l'effet de l'amphotericine B sous sa forme 

libre sur la perméabilité au potassium de cellules de saccharomyces cerevisiae. 
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1 . Effet de l'amohotericine S libre sur la oerméabilité membrana ire 

au ootassium des cellules de saccharomu:es cerevisiae. 

Il est connu, que les polyènes agissent principalement au niveau 

membranaire Bolard J 1986, les antibiotiques polyènes et particulièrement 

l'amphotericine B, sont des agents qui interagissent aux stérols membranaires des 

cellules sensibles. Cette intéraction, altère la perméabilité membranaire, en 

induisant la fuite des constituents cellulaires, qui peut être suivie de la lyse de la 

cellule sensible. BOLARD J. 1986, KERRIDGE 1986. 

Parmi les constituents cellulaires affectés les ions potassiques, premier effet 

détectable, selon Kerridge 1986, et pourrait être la conséquence de l'accroissement 

de la perméabilité membranaire aux protons. GALE E.F 1974, BOLARD J. 1986 

1. 1 - Cinétique (le la fuite (le potassiiiiii intracellulaire de cellules (le 

saccliarom vces cerevisiae, induite par l'ampli otericine B. 

. .1 	ntXcue ie fuite ce potassiun pendant 1h ci.' i-ncubation 

Figure n° 17. La suspension cellulaire de saccharomyces cerevisiae réparties 

et resuspendues dans le tampon tris-Hcl 50 mmol/l, pH 7,4 en présence de 

10mmol/l de glucose à environ 3,5.10 8  cellules viables par millilitre de solution, 

correspondant à 0,60 à 0,70 gramme par litre de protéines cellulaires. Les cellules 

maintenues à 37°c, sont soumises à différentes concentrations d'amphotericine B 

(1,2,5 et lOpg/ml), pendant 1h d'incubation. 

L'ensemble de tracés obtenus représentent la réponse de cellules de 

saccharomyces cerevisiae à l'action cytotoxique de cet antifongique, en induisant 

une augmentation de la perméabilité membranaire au potassium intracellulaire. 
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La cinétique de fuite de potassium dépend de la concentration 

d'amphotericine B dans le milieu. La vitesse de décroissance de potassium interne 

augmente lorsque la dose d'amphotericine B varie de lpg/ml à lOpg/rnl. La vitesse 

maximale est obtenue lorsqu'on atteint une concentration de l'antifongique de l'ordre 

de 5pgIml. 

La fuite d'ion potassique est significative dès les cinq premières minutes pour 

des concentrations en antifongiques supérieures à 2pgIml. Le pourcentage d'ions 

potassium libéré dépend de la concentration d'amphotericine B utilisée. En effet, 

seulement 40% de potassium intra cellulaire sont retenus au bout de 5 minutes 

d'incubation, l'équivalent de 30 MEg K+/mg de protéines cellulaires. Cependant 

pour obtenir le même effet avec des concentrations d'amphotericine B plus faibles, 

des temps d'incubation nettement plus importants sont nécessaires (1 heure). 

Une fuite massive d'ions potassium (environ 16% seulement d'ions retenu, 

soit 20MEg K+/mg de protéines cellulaires) est enregistrée à partir de concentration 

d'amphotericine B de l'ordre de 5pg/ml au bout d'une heure d'incubation à 37c. 

- Effet de 1 1 amphoteiicine B sut la perméabilité  

mertbtanare au potassium pendant 2'ri d'incubation. 

Les cellules sont soumises durant 2h à 37 0 c à l'action de l'amphotericine B 

utilisées à des concentrations de lpg/ml, Spg/ml et 20pg/ml. Le contenu de 

potassium intracellulaire est estimé par rapport à des cellules intactes, non traitées 

à l'antifongique. 
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uj 

Temps en minutes 

Fig N°17 Fuite d'ions potassique des cellules de saccharomyces cerevisiae en fonction du 
temps en présence de l'amphotericine B. 

Les cellules sont récupérées au moment de la phase exponentielle, lavées et resuspendues à 
la densité de 3,5 .10 8  cellule par ml dans le tampon tris Hcl, 50 m mol Il, ph 7,4 à 37°c. 

Cellules traitées à l'Amphotericine B 	a) ltg/mI 	b) 2jig/ml 
c) 5jg/ml 	d) lOp.g/ml 

Le diagramme représente une série de tracés, des valeurs de fuite des ions potassique en 
duplicate due à l'amphotericine B, marquant le début de la réaction. 
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La figure n° 18, montre que seules les cellules en présence d'amphotericine 

B, montrent une augmentation significative de la perméabilité membranaire au 

potassium, alors qu'en l'absence de l'antifongique, la fuite potassique est minime 

après 2 heures d'incubation seulement environ 10% de potassium sont libérés, soit 

environ 5.10 -2  MEg K+/gramme de protéines cellulaires, la fuite potassique ralentit 

pour atteindre l'état stationnaire au bout de 1 h d'incubation pour des concentrations 

d'amphotericine B de l'ordre de Spg/ml. En revanche, un temps d'incubation 

d'environ de 90 minutes est nécessaire pour des concentrations plus faibles. On 

note, une fuite massive d'ions potassiques qui atteint un maximum dès les 

concentrations d'amphotericine B de l'ordre de 5Jg/ml (environ 80% de fuite 

potassique) au bout de 2h d'incubation. 

1. 2 - Effet dose-réponse 

La figure n° 19, représente l'effet de doses croissantes d'amphotericine B 

sous forme libre sur la perméabilité au potassium des cellules de saccharomyces 

cerevisiae évaluée après 25 minutes et 60 minutes d'incubation à 37 0 c. 

Les cellules de saccharomyces cerevisiae sont incubées en présence ou en 

l'absence (cellules de contrôle) l'amphotericine B à des concentrations croissantes 

allant de O à 50 pg/ml pendant 25 minutes et 60 minutes à 37 0 c. 

L'addition de l'amphotericine B aux cellules de saccharomyces cerevisiae est 

suivie par une augmentation progressive de la perméabilité au potassium 

intracellulaire. La fuite potassique est significative à de faible concentration 

d'amphotericine B (0,5Jg/ml) l'équivalent de la concentration minimale inhibitrice 

(CMI).En effet, 50% de potassium intracellulaire sont retenu au bout de 25 minutes 

d'incubation et seulement 35% au bout d'une heure, par rapport au contrôle sans 

amphotericine B. L'intensité de la fuite de potassium augmente avec la 

concentration de d'antifongique présente dans le milieu et atteint son maximum à 
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5pg/ml d'amphotericine B, soit 80% de fuite potassique par rapport au contrôle, 

sans amphotericine B. 

1. 2 .1 Conclusion 

Les figures n° 17, 18 et 19 illustrent clairement l'efficacité de l'antifongique 

polyène amphotericine B sous forme libre dans les conditions expérimentales 

utilisés. 

L'amphotericine B, apparaît très toxique contre les cellules de 

saccharomyces cerevisiae, puis qu'elle induit une fuite massive d'ions potassium 

intracellulaire (environ 65% de fuite potassium par rapport au contrôle), à de faibles 

concentrations de l'antifongique (0,5pgIml). 

En revanche, un maximum de fuite potassique (environ 80% par rapport au 

contrôle), n'est obtenu qu'à partir de concentration d'amphotericine B de l'ordre de 

5pgIml, c'est à dire 10 fois la concentration minimale inhibitrice. 1h d'incubation à 

37°c est suffisante pour avoir un effet cytotoxique maximum, sur la perméabilité 

membranaire aux potassium des cellules de saccharomyces cerevisiae, dès les 

concentration de l'ordre de. 5pg/ml. Nous pouvons conclure que 5pg/ml 

d'amphotericine B sous forme libre, et suivant nos conditions expérimentales 

correspond à la concentration minimale est suffisante pour avoir un effet maximum 

de fuite potassique intracellulaire chez les cellules de saccharomyces cerevisiae, 

au bout d'lh d'incubation à 37 0 c. 

2 Effet de la concentration cellulaire 

Les premiers études sur l'interaction des polyènes macrolides vis à vis des 

systèmes biologiques (exemple liposome), Norman et al 1972, ou en solution, 

Gruda et al 1980, ont montré l'importance des stérols membranaires. Dans 

plusieurs systèmes expérimentaux, les stérols sont nécessaires pour une activité 

maximum de l'amphotericine B. Hartsel S.0 et al 1991. 
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Fig N°18 : Réponse des Cellule Saccharomyces cerevisiae 
à l'action d'amphotericine B. 

Fuite d'ions potassique en fonction du temps. 

Les Cellules sont recueillies en phase exponentielle, lavées et resuspendues dans le tampon 
tris Hcl, ph 7,4 à 37 1c à la densité de 1,6 .108  cellule par ml l'équivalent de 0,40 à 0,55g/1 

de protéines cellulaire. 

(Courbe a) : Cellule de Saccharomyces cerevisiae sans traitement préalable. 
(Courbe b): Cellule de Saccharomyces cerevisiae traitées à lamphotericine B à 1 ig/ml 
( Courbe e) : Cellule de Saccharomyces cerevisiae traitées à l'amphotericine B à 5 j.tg/ml 
( Courbe d) : Cellule de Saccharomyces cerevisiac traitées à l'amphotericine B à 20 j.tg/ml 
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Fig N°19 Effet dose - réponse. Perméabilité membranaire aux ions potassique des cellules 
Saccharomyces cerevisiae de densité de l'ordre de 0,60 - 0,70 gramme de protéines 
cellulaires ( 3,8 .108  cellules / ml) traitées à l'amphotericine B de concentrations 

croissantes aux temps 25 et 60 minutes 
Les cellules sont récupérées en phase exponentielle, lavées et resuspendues dans le tampon 

tris Hcl, 25 m mol / 1, ph 7,4 à 3 7°c 
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Etant donné que la cytotoxicité de l'amphotericine B est liée à son interaction 

aux stérols membranaires des cellules sensibles, en induisant une augmentation de 

la perméabilité au potassium intracellulaire. La variation de la concentration 

cellulaire donc du contenu en stérols et celle de l'antifongique, peut être exprimée 

par le rapport ergosterol/Amphotericine B. Pour cela, nous avons mesuré la fuite du 

potassium intracellulaire induite par différentes concentrations d'amphotericine B 

(de 0 à 50pgIml) chez saccharomyces cerevisiae utilisé à des densités cellulaires 

croissantes. 

Les cellules sont récupérées, en phase de croissance exponentielle, lavées 

et resuspendues dans le tampon tris-Hcl, 50mmol/1, pH 7,4, contenant 10mmol/l de 

glucose. L'incubation des cellules de saccharomyces cerevisiae en présence de 

l'amphotericine B. dure 1h à 37 0 c. 

Il ressort de la figure n° 20 que 

- La fuite potassique intracellulaire des cellules de saccharomyces cerevisiae 

induite par l'amphotericine B dépend, non seulement de la concentration de 

l'antifongique, mais aussi de la concentration des cellules cibles dans le milieu 

réactionnel. Le pourcentage de fuite de potassium dans le milieu extracellulaire 

induite par 5pg/ml d'amphotericine B est de l'ordre de 70%, 80% et 85% pour des 

concentrations cellulaires respectives de 1,6.10 8 , 3,8 10 8  et 4,8.108 cellules viables 

par millilitre de solution. Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Gale E.F 

1974, chez le candida albicans après action de I'AME. Le même auteur, rapporte 

que les pourcentages de fuite potassique sont identiques quand le rapport densité 

cellulaire/concentration de l'antifongique est similaire. 
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3 Effet d'addition d'une source d'éneraie 

Selon Drouhet et al 1980 in Drouhet et Dupont 1988, les antifongiques 

polyènes stimulent la transformation de I'ATP en ADP. (voir chapitre III, 

métabolisme cellulaire). Cet effet entraîne par conséquent une stimulation de 

l'activité de l'ATPase (Na+/K+) transmensbranaire. 

L'addition d'une source d'énergie comme le glucose, nécessaire au 

fonctionnement de l'ATPase pourrait réduire l'effet cytotoxique de l'amphotericine B 

vis à vis des cellules de saccharomyces cerevisiae. La fuite massive du potassium 

intracellulaire due à l'amphotericine B peut être compenser par une entrée de ce 

dernier par le biais de l'ATPase. 

Pour cela, nous avons mesuré la fuite du potassium intracellulaire induite par 

l'amphotericine B sous forme libre en présence et en l'absence de glucose à une 

concentration finale de l0mmol/1 de solution. 

A cet effet, 1,510. 8  cellules viables/ml de solutions de saccharomyces 

cerevisiae recueillies en phase exponentielle, sont incubées à 37°c dans le tampon 

tris-Hcl, 50 mmol/l, pH 7,4 sont soumises à lpg/ml amphotericine B en présence ou 

en l'absence de glucose. L'addition du glucose à la suspension cellulaire marque le 

début de la réaction. 

Il ressort de la figure n° 21 que: 

Les cellules en présence (courbe b) et en l'absence (courbe a) de glucose, 

sans traitement préalable à l'amphotericine B, montrent un flux ionique 

apparemment identique (contrôle). En revanche, les cellules soumises à l'action de 

l'amphotericine B, en présence (courbe d) et en l'absence (courbe c) de glucose 

montrent une augmentation de la fuite potassique progressive durant les 30 

premières minutes d'incubation. La fuite potassique atteint d'état 
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Fig N° 20 : Effet de la concentration cellulaire 
Les cellules de saccharomyces cerevisiae récupérées en phase exponentielle lavées et 

resuspendues dans le tampon tris Hcl, 50 m mol / 1 ph 7,4 (glucose 10 m mol / 1) 
de concentrations cellulaires croissantes. Les cellules sont incubées en présence de 

l'amphotericine B de concentration croissantes pendant 1h à 37°c 
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Fig N° 21: Effet d'addition d'une source d'énergie 

(Courbe n) 	Saccharomyces cerevisiae sans source d'énergie. 
(Courbe b) : Saccharomyces cerevisiae en présence de glucose (10 m mol / I) 
(Courbe c) : Saccharomyces cercvisiae sans source d'énergie traitées 

à 1Amphotericine B à 1 tg/m1 
(Courbe d) : Saccharomyces ccrcvisiae en présence de glucose (10 m mol / 1) traitées 

à 1'Arnphotericine B à 1 p.g/ml 
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stationnaire à partir de 60 minutes d'incubation. Environ 30% d'ions potassium sont 

retenu aussi bien par les cellules energisées que par les cellules non energisées. 

A partir de ces résultats, nous pouvons conclure que, l'addition du glucose 

dans le milieu en présence d'amphotericine B n'a aucun effet notable sur l'action 

cytotoxique de cet antifongique. 

A lpg/ml d'amphotericine, la fuite potassique est irréversible. Brajtburg et al 

i121;i.I 

4. Effet des lipoprotéines sériques sur la perméabilité 

au potassium induite par I'amphotericine 8 

A partir des résultats observés de l'effet de l'amphotericine B sous forme libre 

sur la perméabilité au potassium des cellules de saccharomyces cerevisiae, en 

induisant une fuite massive du potassium dès que les concentrations de cet 

antifongique deviennent supérieure à 0,5 pg/ml. Alorsqu'un maximum de fuite est 

enregistré à partir de concentration de l'ordre de 5g/ml d'amphotericine B. 

Dans les mêmes conditions expérimentales, il nous a paru utile de tester 

dans un premier temps, l'effet de la présence des lipoprotéines sériques de 

concentration en cholestérol total identique à celle du plasma sanguin. (0,34 g/l 

pour les lipoprotéines lourdes, HDL et 1,12g11 pour les lipoprotéines légères, LDL 

sont calculés), dans le milieu d'incubation sur la perméabilité cellulaire au 

potassium du saccharomyces cerevisiae, induite par 5jg/ml d'amphotericine B. 

4. Ï - Ci,utique de fuite du potassium intracellulaire 

Les cellules de saccharomyces cerevisiae sont recueillies en phase 

exponentielle, lavées et resuspendues dans le tampon tris-Hcl, 50 mmoml/l, pH 7,4 

en présence de glucose à lOmmol!l à environ 3,1.108 cellules viables/ml de 

solution, soit 0,65 à 0,85g/1 de protéines cellulaires. Les lipoprotéines sériques sont 

préincubées en présence de l'amphotericine B, pendant 30 min à 37c avant d'être 

ajoutées à la suspension cellulaire de saccharomyces cerevisiae. 
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La figure n° 22, représente la cinétique de fuite de potassium intracellulaire 

en fonction du temps (2h d'incubation à 37 0 c), induite par 5pg/ml d'amphotericine B 

en présence et en l'absence de lipoprotéines lourdes, HDL ou de lipoprotéines 

légères, LDL natives par rapport aux cellules n'ayant subi aucun traitement 

préalable (contrôle). 

Les résultats obtenus montrent que 

- Les cellules de saccharomyces cerevisiae, incubées à 37 0 c en l'absence 

d'amphotericine B et de lipoprotéines sériques (contrôle), gardent la totalité de leur 

potassium intracellulaire pendant 2h d'incubation à 37 0 c (courbe a). 

- En revanche, l'addition de l'amphotericine B libre seule à Spglml induit chez 

ces cellules une fuite massive de potassium interne (courbe c) : Une cinétique de 

fuite potassique très rapide dès les 25 premières minutes d'incubation, seulement 

15% le potassium retenu par rapport au contrôle, soit environ 12,5.10-2  Meg 

K+/gramme de protéine cellulaire. 

Au bout de 2h d'incubation, le contenu en potassium intracellulaire reste 

inchangé. Dans ces conditions les cellules de saccharomyces cerevisiae ont donc 

perdu la quasi totalité de leur potassium interne. 

- L'addition de l'amphotericine B à 5pg/ml complexée aux lipoprotéines 

lourdes, HDL, dans le milieu contenant les cellules de saccharomyces cerevisiae 

(courbe b), montent une réduction de la vitesse de fuite potassique significative: En 

25 minutes d'incubation, les cellules retiennent encore 60% de leur potassium 

interne. La cinétique de fuite du potassium est lente, par conséquent le contenu en 

potassium intracellulaire diminue progressivement 
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Fig N°  22 : Effet des lipoprotéines sur la cinétique des fuites potassiques en fonction du 
temps. 

Les cellules saccharomyces cerevisiac récupérées en phase exponentielle lavées et resuspendues dans le 
tampon tris Hel, 50 minol / I PH 7,4 à 3,1. 108  cellules viables par millilitre de solution (0,60 - 0,84 g/l de 
protéines cellulaires). lAmphotcricine B étant préincubéc aux fractions lipoprotéiques à 37 °c pendant 30 
minutes avant le contact avec les cellules. 

(Courbe a): Saccharomyces cerevisiac sans traitement préalable. 
(Courbe b): Saccharomyces cerevisiae traitées à I'Amphotericine B à S j.tg/mI préincubée 

au HDL (chol. 0,34 gfl) 
(Courbe e): Saccharomyces cerevisiac traitées à FAmphotericine B à 5 jtg/m1 
(Courbe d): Saccharomyces cerevisiae traitées à lAmphotcricine B à 5 j.tg/mI préincubéc 

auLDL(chol. 1,12 gfl) 
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pour atteindre le niveau du potassium des cellules traitées à l'amphotericine B sous 

forme libre, soit environ 16% du potassium retenu par rapport au contrôle, au bout 

de 2h d'incubation à 37°c. 

- En présence de lipoprotéines legéres, [DL, l'amphotéricine B à (5pglm!) 

induit une fuite massive du potassium intracellulaire des cellules de saccharomyces 

cerevisiae dès les 25 premières minutes d'incubation avec une cinétique de fuite 

potassique rapide mais légèrement moins prononcée qu'avec l'amphotericine seule. 

Le niveau du potassium intracellulaire est de l'ordre de 30% par rapport au contrôle 

sans antifongique et sans lipoprotéines soit environ 25.10 -2  Meg K+/gramme  de 

protéine cellulaire (courbe d). Au bout de 2h d'incubation, un maximum de fuite 

potassique est enregistrée, le potassium interne des cellules de saccharomyces 

cerevisiae est de l'ordre de 10% par rapport au contrôle, soit environ 8.10 -2  Meg 

K+/gramme de protéines cellulaires. 

- Conclusion 

Les résultats obtenus montrent clairement que l'amphotericine à 5pg/ml 

complexée au lipoprotéines sériques, induit le même effet net sur la perméabilité 

membranaire des cellules de saccharomyces cerevisiae, comparé à celui de 

l'amphotericine B sous forme libre. L'addition des lipoprotéines sériques modifient 

la cinétique de fuite du potassium intracellulaire des cellules de saccharomyces 

cerevisiae et non l'état stationnaire (16% de potassium retenu par rapport au 

contrôle). Un effet protecteur minime est observé (cinétique de fuite du potassium 

très lente), due à la présence de lipoprotéines lourdes, HOL seulement. Cet effet 

est transitoire, il se réduit d'une manière importante avec le temps d'incubation, 

pour disparaître à 2h d'incubation à 370c. 
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4.2 - Effet dose-réponse de concentrations croissantes de lipoprotéines 

Dans le but de déterminer les conditions expérimentales optimales de l'effet 

des lipoprotéines sériques sur la perméabilité au potassium des cellules de 

saccharomyces cerevisiae induite par l'amphotericine B sous forme libre, nous 

avons entrepris une étude comparative de l'effet de doses croissantes de 

l'amphotericine B ou de lipoprotéines sériques. 

Dans un premier temps, il s'agit de vérifier si l'effet protecteur minime des 
lipoprotéines lourdes, HDL native complexées à l'amphotericine B de concentration 
de l'ordre de 5pg/ml est retrouvé à toutes les concentrations utilisées. Dans un 
deuxième temps, en gardant la concentration de l'antifongique, amphotericine B de 
concentration de l'ordre de 5)Jg/ml est retrouvé à toutes les concentrations utilisées. 
Dans un deuxième temps, en gardant la concentration de l'antifongiques, 
amphotericine B fixe à 5pg/ml, et on fait varier la concentration de lipoprotéines 
sériques (donc du contenu en cholestérol non estérifié de ces particules qui est le 
site de complexation de l'amphotericine B). On vérifie si dans ces conditions l'effet 
cytotoxique de cet antifongique sous forme libre est affecté ou non en suivant aussi 
bien les cinétique de fuite potassique que sur l'état stationnaire du potassium 
intracellulaire des cellules de saccharomyces cerevisiae, en le comparant à celui 
obtenu avec les lipoprotéines sériques utilisées à des concentrations équivalentes à 
celles du plasma sanguin humain. 

li est rapporté (Brajtburg J et al 1990), que l'affinité de l'amphotericine B aux 

lipoprotéines sériques varie d'une part du type de fractions lipoprotéiques utilisées 

et d'autre part de leur concentration initiale dans le milieu d'essai. Comme les deux 

fractions lipoprotéiques, les lipoprotéines lourdes, HOL et les lipoprotéines légères, 

LDL renferment aussi bien le cholestérol estérifié que le cholestérol libre ou non 

estérifié, peuvent offrir par l'intermédiaire de ce dernier des sites de fixation à 

!'amphotericine B. Selon Brajtburg J. et al 1984, les phospholipides des 

lipoprotéines sériques peuvent aussi influencer les intéractions Amphotericine 13- 

cellules cibles et amphotericine B- lipoprotéines, exprimé par le rapport 

cholestérol/phospholipides des lipoprotéines. Selon ces auteurs, la vitesse de 
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T'intéraction amphotericine B- lipoprotéines diminue, lorsque le rapport 

cholestérol/phospholipides des lipoprotéines diminue. 

li est donc probable qu' en utilisant soit les lipoprotéines lourdes, HDL soit Tes 

lipoprotéines légères, LDL et en faisant varier leurs concentrations et par 

conséquent celles du cholestérol libre qu'elles renferment ou de l'antifongique, on 

peut moduler d'une part l'affinité des molécules véctrices, c'est à dire des 

lipoprotéines et d'autre part les intéractions Amphotericine B, lipoprotéines et 

cellules cibles. Ces modifications tant sur le plan qualitatif que quantitatif du 

contenu en lipides et en protéines des lipoprotéines sériques, peuvent permettre de 

mieux cerner les phénomènes de toxicité de l'amphotericine B chez les cellules 

cibles, saccharomyces cerevisiae liés à ces intéractions. 

4.2.1 -ftet de doses croissantes de 'artpiotericirïe B 

Les expériences que nous avons entreprises montrent l'effet des lipoprotéines 

sériques natives (de concentrations équivalentes à celles du plasma sanguin), sur 

la cytotoxicité de l'amphotericine B utilisée à des concentrations allant de lpg/ml à 

20pglml, en induisant une fuite potassique massive des cellules de saccharomyces 

cerevisiae, dans les mêmes conditions expérimentales, montrent que, l'effet 

protecteur des lipoprotéines obtenu à 25 minutes d'incubation se réduit d'une 

manière importante pour disparaître à 2h d'incubation à 37 0 c dès Tes concentrations 

de l'amphotericine B de l'ordre de 5Jg/ml de solution. 

A partir de ces données, nous avons entrepris, l'effet de lipoprotéines 

sériques de concentrations inférieures à celles des lipoprotéines du plasma sanguin 

sur l'effet de l'amphotericine B de concentrations croissantes. Les cellules de 

saccharomyces cerevisiae sont soumises à l'effet de l'amphotericine B libre ou 

complexée aux lipoprotéines sériques (HDL ou LDL) à des durées d'incubation de 

25 minutes et 1 heure. 
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La figure n° 23, représente les résultats relatifs de la perméabilité au 

potassium intracellulaire des cellules de saccharomyces cerevisiae induite par 

l'amphotericine B à 1,5 et 20pgIml, en présence et en l'absence de lipoprotéines 

lourdes ou de lipoprotéines légères de concentration en cholestérol total de l'ordre 

de 0,18g/1 et 0,65g11 respectivement. Ces concentrations sont de moitié à celles des 

lipoprotéines du plasma sanguin. 

Les cellules de saccharomyces cerevisiae de densité cellulaire de l'ordre de 

4,8.10 8  cellules viable/ml (1,0 à 2g/1 de protéines cellulaires) sont resuspendues 

dans le tampon tris-Hcl, 50mmol/1, pH 7,4 en présence de 10mmol/l de glucose, 

sont soumises soit à l'effet de l'amphotericine B libre ou complexée aux 

lipoprotéines lourdes, HDL ou aux lipoprotéines légères, LOL pendant une durée 

d'incubation de 25 minutes à 37°c, par rapport aux cellules intactes, sans traitement 

préalable ni à l'amphotericine B, ni liée aux lipoprotéines sériques. Les 

lipoprotéines sériques (HDL ou LDL) sont préincubées en présence d'amphotericine 

B pendant 30 minutes à 37 0 c, avant d'être ajoutées dans le milieu contenant les 

cellules. 

Il ressort des résultats observés que 

- En l'absence d'amphotericine B et de lipoprotéines sériques, les cellules de 

saccharomyces cerevisiae préservent la totalité de leur potassium intracellulaire 

(contrôle). 

- L'addition de l'amphotericine B libre (courbe à) dans le milieu d'essai induit 

une fuite massive de potassium intracellulaire des cellules de saccharomyces 

cerevisiae, des concentrations de l'ordre de 1 ig I ml ( soit environ 65 % de fuite 

potassique par rapport au contrôle). Un maximum de fuite potassique ( 20 % 

seulement de K+  retenu), est enregitrée dés les concentrations de l'ordre de 5 pg I 

ml d'amphotericine B. 
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Les cellules traitées l'amphotericine B complexée aux lipoprotéines lourdes, 

HDL (courbe C), préservent présque la totalité de leur potassium interne (83 % de 

potassium retenu par rapport au contrôle), à 1 pg / ml d'amphotericine B. Dés les 

concentrations supérieures, la fuite potassique devient significative. Les niveaux de 

potassium intracellulaire sont de l'ordre de 60 % et 54 % à des concentrations 

d'amphotericine B de 5 1 pg / ml et 20gIml respectivement. 

- Les cellules de saccharomyces cerevisiae soumises à l'effet de 

l'amphotericine B complexée aux lipoprotéines légères, LDL (courbe b), montrent un 

niveau de potassium intracellulaire de l'ordre de 50% et 45% à des concentrations 

d'amphotericine B respectives de 1 pg/ml et 5 à 20pg/ml. 

Des résultats similaires sont obtenus, en utilisant l'amphotericine B de 

concentrations croissantes (1,5 et 20pg/ml), complexée soit aux lipoprotéines 

lourdes, HDL, sont aux lipoprotéines légères, LDL de concentrations en cholestérol 

total de 1/10 de celles des lipoprotéines du plasma sanguin. 

Nous pouvons conclure que: 

- Les lipoprotéines lourdes, HDL induisent un effet protecteur important (83% 

de potassium retenu) à des concentrations d'amphotericines B de l'ordre de 1jg/ml, 

durant les périodes d'incubation courtes (25 minutes). A de concentrations 

supérieurs, cet effet devient plus réduit. 

- Les lipoprotéines légères, LDL montrent aussi un effet protecteur de l'action 

cytotoxique de l'amphotericine B. Cependant, cet effet est significativement plus 

réduit que celui induit par les lipoprotéines lourdes, à des concentrations 

d'amphotericine B de l'ordre de lpg/ml. 
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Fig N°  23 : Effet des lipoprotéines sériques sur la perméabilité au potassium intracellulaire 

des cellules saccharomyces cerevisiae induite par l'Amphotericine B de doses croissantes. 

4,8. 108  cellules viables m1' (1,0 à 2,0 g de protéines cellulaires par litre de solution) incubées à 37 

c c  pendant 25 minutes. 

(symbol O-): Cellules non traitées (contrôle) 
- 	(Courbe a): Cellules traitées à l'Amphotericine B libre 

(Courbe b): Cellules traitées à l'Amphotericine B complexée au HDL 
(Courbe c): Cellules traitées à l'Arnphotericine B complexée au LDL 
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La figure n° 24, représente les résultats relatifs de la perméabilité au 

potassium intracellulaire des cellules de saccharomyces cerevisiae, induite par 

l'amphotericine B de concentrations de 1 à 5g/ml, en présence et en l'absence de 

lipoprotéines lourdes HDL ou de lipoprotéines légères, LDL de concentration en 

cholestérol total de l'ordre de 020 g/l et 0,56g11 respectivement. 

Ces concentrations sont de moitié à celles des lipoprotéines du plasma 

sanguin. Les lipoprotéines sériques sont préincubées à l'amphotericine B pendant 

30 minutes à 37 0 c avant d'être ajoutées dans le milieu contenant les cellules de 

saccharomyces cerevisiae. 

Environ 2,7.108  cellules viables/ml de solution (1 à 1,5 g/l de protéines 

cellulaires), resuspendues dans le tampon tris-Hcl, 50mmol/1, pH 7,4 en présence 

de l0mmol/1 de glucose, sont soumises soit à l'effet de l'amphotericine B libre, soit 

complexée à l'une des fractions lipoprotéiques pendant un temps d'incubation de 2h 

à 37°c, par rapport aux cellules intactes n'ayant été traitées ni à l'amphotericine B 

libre, ni complexée aux lipoprotéines (contrôle). 

Nous pouvons noter que 

- En l'absence de l'amphotericine B et de lipoprotéines sériques, les cellules 

de saccharomyces cerevisiae préservent la quasi-totalité de leur potassium interne 

pendant toute la durée de l'incubation. 

En revanche, en présence de l'amphotericine libre (courbe a), les cellules 

présentent une fuite massive du potassium intracellulaire (environ 10% de 

potassium retenu) quelque soit les concentrations d'amphotericine B utilisées. 
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- Les cellules traitées à l'amphotericine B complexée aux lipoprotéines 

lourdes, HDL (courbe c) montrent une fuite massive du potassium intracellulaire 

allant jusqu'à 80% par rapport au contrôle dès que les concentrations de 

l'amphotericine B deviennent supérieures à 2JgIml. Alors que pour des 

concentrations inférieures à 2g/ml, la fuite potassique est réduite de manière 

significative et les cellules retiennent encore 50% de leur potassium intracellulaire 

après 2 heures d'incubation à 37c. Une fuite potassique maximum (85% de fuite 

d'ions potassium par rapport au contrôle) lorsque l'amphotericine B atteint les 

concentrations de l'ordre de 5g/ml. 

- Les cellules de saccharomyces cerevisiae soumises à l'effet de 

l'amphotericine B complexée aux lipoprotéines légères, LDL (courbe b), montrent un 

niveau de potassium intracellulaire de 15% seulement par rapport au contrôle. Les 

cellules ont donc perdu la quasi totalité de leur potassium interne, soit environ 85% 

par rapport au contrôle, quelque soit les concentrations de l'amphotericine B 

utilisées. 

4. 2. 2 Conclusion: 

Chez les cellules de saccharomyces cerevisiae l'amphotericine B sous forme 

libre ou complexée aux lipoprotéines légères, LOL seulement induit une fuite 

massive du potassium intracellulaire (15% seulement de potassium retenu par les 

cellules), dès les concentrations de l'antifongiques de l'ordre de lpg/ml. 
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Fig N° 24 Dose - réponse. Effet des lipoprotéines ( HDL, ou LDL ) sur l'action 

membranaire de l'Amphotericine B de doses croissantes chez les cellules saccharomyces 

cerevisiae de densité de l'ordre de 2,7. 10 cellules viables par millilitre de solution (1,3 à 

1,6 gll de protéines cellulaires) à des durées d'incubation de 2h. 

(Svmbolco) 	Cellules intactes ( contrôle) 
(Courbe a) 	Cellules traitées à l'Amphotcricine B 
(Courbe b) : Cellules traitées à l'Amphotericine B complexée au HDL 

(cholestérol total —0,20 gfl) 
(Courbe e) 	Cellules traitées à l'Amphotericinc B complexée au LDL 

(cholestérol total —0.56 gi'l) 
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En revanche, l'amphotericine B complexée aux lipoprotéines lourdes HDL,ne 

produit des effets cytotoxiques de même intensité qu'à des concentrations de 

l'antifongiques de l'ordre de I pglml. 

En revanche, l'amphotericine B complexée aux lipoprotéines lourdes, HDL, 

ne produit des effets cytotoxiques de même intensité qu'à des concentrations 

d'amphotericine B supérieures à 2pgIml. A des concentrations inférieures à 2pglrnl, 

les lipoprotéines lourdes, HDL induisent un effet protecteur partiel (environ 50% de 

fuite potassique par rapport au contrôle). 

Des résultats similaires sont obtenus, lorsqu'on utilise des concentrations 2 

fois plus faibles de lipoprotéines sériques (correspondant à la moitié des 

concentrations plasmiques soit environ 0,18 gIl de cholestérol total pour les 

lipoprotéines lourdes, HDL et 0,65 gIl pour les lipoprotéines légères, LOL), 

l'amphotericine B (1,5 et 20Jg/ml) induit une fuite potassique massive chez les 

cellules de saccharomyces cerevisiae utilisées à une concentration cellulaire de 

l'ordre de 4,8.108  cellules viables/ml de solution, soit environ 1,6 à 2,0g/1 de 

protéines cellulaires incubées pendant 2h à 37c. 

Il ressort des figures n° 24 et 25, qu'une concentration de l'amphotericine B 

de l'ordre de 5pg/ml sous forme libre ou liée aux lipoprotéines sériques utilisées à 

une concentration de moitié de celle du plasma sanguin, est suffisante pour avoir un 

effet maximum sur la perméabilité membranaire au potassium intracellulaire des 

cellules de saccharomyces cerevisiae, environ 
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Fig N° 25 : Effet des lipoprotéines sériques sur la perméabilité membranaire des cellules 

saccharomyces cerevisiae de densité de l'ordre de 4,8. 108  cellules viables par millilitre de 

solution induite par l'Amphotericine B de doses croissantes à des durées d'incubation de 2 h. 

(Symbole o) : 	Cellules non traitées (contrôle) 
(Courbe a) : 	Cellules traitées à l'Amphotericine B libre 
(Courbe b): Cellules traitées à l'Amphotericinc B complexée au HDL 
(Courbe c) : Cellules traitées à l'Amphotericine B complexée au LDL 
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16% de potassium retenu par rapport au contrôle sans amphotericine B et sans 

lipoprotéines. 

La figure n° 26, représente l'effet d'addition des lipoprotéines sériques de 

concentrations en cholestérol total au 1/10 de celles du plasma sanguin, soit 

environ 0,03 g/1 des lipoprotéines lourdes, HDL et 0,33g11 des lipoprotéines légères, 

LDL, sur l'augmentation de la perméabilité au potassium intracellulaire des cellules 

de saccharomyces cerevisiae induite par l'amphotericine B de concentration 

croissantes (1,5 et 20pg/ml). 

A partir des résultats obtenus, il ressort que: 

- L'amphotericine B sous forme libre induit une fuite importante du potassium 

intracellulaire des cellules de saccharomyces cerevisiae (courbe b), soit environ 

75% de fuite potassique, au bout de 2h d'incubation à 37°c par rapport au contrôle 

sans amphotericine B et sans lipoprotéines. 

- En présence de lipoprotéines lourdes, HOL (courbe a de la figure 26, la fuite 

du potassium interne des cellules, est légèrement réduite lorsque la concentration 

d'amphotericine B est l'ordre de 1g/ml (45% du potassium intracellulaire retenu). 

Dès que l'on atteint des concentrations de l'ordre de 5g/ml, la fuite potassique 

devient massive (environ 75% de fuite par rapport au contrôle). 

- En présence de lipoprotéines légères, LDL (courbe c de la figure 26), la fuite 

potassique des cellules de saccharomyces cerevisiae atteint un maximum (entre 

20% à 25% du potassium retenu par rapport au contrôle), dès lpg/ml 

d'amphotericine B. 
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Fig N° 26 Effet des lipoprotéines sérique de concentrations en cholestérol total de 1/10 de 

celles des lipoprotéines du plasma sanguin, sur la perméabilité au potassium des cellules 

saccharomyces cerevisiae de densité de l'ordre de 1,64. 10 cellules viables par millilitre de 

solution induite par l'Amphotericine B de doses croissantes à des durées d'incubation de 2 h. 

(Symbolco) 	Cellules non traitées ( contrôle) 
(Courbe a) 	Cellules traitées à l'Amphotericine B liée au HDL 
(Courbe b) : 	Cellules traitées à l'Arnphotcricine B libre 
(Courbe c) : Cellules traitées à lAmphotericinc B liée au LDL 
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Nous pouvons conclure que seule les lipoprotéines lourdes, HOL sont 

capable d'induire un effet protecteur relatif (environ 55% de fuite potassique par 

rapport au contrôle) à de concentrations de l'amphotericine B de l'ordre de lpg/rnl. 

(r%trIl iC(Il f 

A partir des résultats obtenues des figures n° 24, 25 et 26, nous pouvons 

conclure que, l'effet des lipoprotéines sériques sur l'action cytotoxique de 

I'amphotericine B d'induire une augmentation de la perméabilité au potassium 

intracellulaire des cellules de saccharomyces cerevisiae incubées durant 2h à 37°c 

est globalement similaire quelque soit les concentrations en cholestérol total des 

lipoprotéines lourdes HOL et des lipoprotéines légères, LDL les effets se résument 

comme suit 

- L'amphotericine B, complexée aux lipoprotéines lourdes, HDL, produit le 

même effet cytotoxique au niveau de la perméabilité au potassium des cellules de 

saccharomyces cerevisiae que celui de l'amphotericine B libes seulement à des 

concentrations supérieures à 2g/ml de solution. Cependant à des concentrations 

inférieures à 2pg/ml, les lipoprotéines lourdes, HDL induit un effet protecteur relatif 

(entre 40% et 50% de fuite potassique), quelque soit les concentrations en 

cholestérol total des lipoprotéines utilisées. 

- L'amphotericine B complexée aux lipoprotéines légères, LDL induit un effet 

cytotoxique important (soit environ 80% de fuite potassique) quelque soit le contenu 

en cholestérol total des lipoprotéines sériques. Cet effet est observé dès les 

concentrations de 1pg/ml d'amphotericine B. 
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5 Effet de doses croissantes de lipoprotéines sur la perméabilité 

au potassium induite par Vamphotericine B. 

Les résultats obtenus jusqu'à ce niveau dans les conditions expérimentales 

choisies illustrent clairement l'efficacité de l'antifongique, amphotericine B sous 

forme libre ou complexée aux lipoprotéines sériques. L'amphotericine B sous forme 

libre induit une fuite potassique massive dès que sa concentration devient 

supérieure à 0,5pgIml. Un effet maximum de fuite potassique est observée à partir 

des concentrations d'amphotericine B supérieures ou égales à 5pg/ml. 

A 5 iJGIml l'amphotericine B, l'addition des lipoprotéines lourdes, HDL à 

concentrations équivalentes à celles du plasma sanguin induit un effet protecteur 

transitoire que l'on observe durant la première demi-heure d'incubation. Cet effet se 

réduit lorsque le temps d'incubation augmente et disparaît après 2h d'incubation à 

37 0 c. Les lipoprotéines légères, LDL ne montrent aucun effet protecteur dès que le 

temps d'incubation devient supérieure à 25 minutes, sinon cet effet est très minime. 

En modifiant les concentrations de lipoprotéines sériques, on modifie le 

nombre de sites de fixation de l'amphotericine B sur les particules lipoprotéiques. 

Ces sites sont représentés par les molécules de cholestérol non estifié. 

L'objectif de cette partie du travail est de vérifier si ces changements de 

concentrations ont un effet sur la cytotoxicité de l'amphotericine B vis à vis des 

cellules de saccharomyces cerevisiae. 

Nous avons alors utilisé une concentration fixe de l'amphotericine B (5pg/ml) 

et nous avons fait varier la concentration de lipoprotéines sérique (HDL ou LDL). 

L'effet de cette variation est suivi par l'index perméabilité au potassium. On 

apprécie d'une part, les perturbations de "cinétiques" de fuite de potassium, d'autre 

part, les changements des niveaux stationnaires de potassium intracellulaires. 
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5.1 - Effet de doses croissantes de lipoprotéines sur les cinétiques 

de fuite de potassium. 

L'étude entreprise a été réalisée avec des lipoprotéines lourdes ou HOL et 

des lipoprotéines légères ou LDL. 

Sur figure n° 27, sont représentés les résultats obtenus en faisant varier la 

concentration de lipoprotéines lourdes, HOL, suivi par le taux de cholestérol total 

qu'elles renferment en maintenant la concentration de l'amphotericine B de l'ordre 

de 5Jg/ml de solution. 

Les cellules de saccharomyces cerevisiae (à une concentration de 3,1.108 

cellules viables/ml de solution, soit 0,70 à 0,85g11 de protéines cellulaire) sont 

maintenus dans le tampon tris-Hcl (50mmol/1, pH 7,4) contenant lOmmol/l de 

glucose. Les cellules sont traitées à l'amphotericine B (5pgIml) soit sous forme 

libre, soit sous forme complexée à des concentrations croissantes de lipoprotéines 

lourdes, HDL. Ces doses croissantes de lipoprotéines correspondent à des 

concentrations croissantes de cholestérol (sites de fixation de l'amphotericine B). 

Les cellules sans traitement préalable à l'amphotericine B libre ou complexée aux 

lipoprotéines serviront de référence. 

Nous rappelons que l'amphotericine B est preincubée aux différentes 

fractions lipoprotéiques pendant 30 minutes à 37°c avant d'être ajoutée au milieu 

d'essai. 

Nous avons déjà montré que l'addition de l'amphotericine B libre à 5pg/ml au 

milieu d'incubation induit une fuite massive du potassium intracellulaire des cellules 

de saccharomyces cerevisiae. Environ, 16% du potassium retenu par rapport au 

contrôle sans amphotericine B et sans lipoprotéines dès les 25 premières minutes 

d'incubation à 37 0 c, soit 15.10-2  MEq K+/gramme de protéines cellulaires. 
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- L'addition de l'amphotericine B complexée aux lipoprotéines lourdes, HDL 

native (cholestérol total de l'ordre de 0,34g/1), induit une fuite de potassium 

intracellulaire plus lente comparée à celle causée par l'amphotericine B libre. La 

réduction de la vitesse de fuite de potassium dépend de la concentration de 

lipoprotéines. Le contenu en potassium des cellules diminue progressivement plus 

le temps d'incubation augmente, pour atteindre le même niveau que celui des 

cellules en présence d'amphotericine B libre, après 2h d'incubation. Environ 40% à 

80% de fuite potassique entre 25 minutes et 120 minutes d'incubation par rapport 

au contrôle. 

En revanche, la cinétique de fuite de potassium intracellulaire des cellules de 

saccharomyces cerevisiae augmente lorsque les concentration des lipoprotéines 

lourdes en cholestérol total diminue. En effet, les cellules traitées à l'amphotericine 

B complexée aux lipoprotéines lourdes de concentration en cholestérol total 

inférieure ou égale à 0,1g/l, retiennent seulement 40% de potassium intracellulaires 

à 25 minutes d'incubation. 1h d'incubation est alors suffisante pour avoir un effet 

maximum (80% de fuite potassique par rapport au contrôle). Un effet intermédiaire 

est cependant observé à des concentrations en cholestérol total de lipoprotéines de 

l'ordre de 0,16 g/l de solution. 

Les résultats obtenus de l'effet des lipoprotéines légères de concentrations 

croissantes de cholestérol total sont regroupés dans la figure n°28. 

Nous pouvons constater que 

- La fuite de potassium intracellulaire des cellules de saccharomyces 

cerevisiae 	induite 	par 	l'amphotericine 	B 	complexée 	aux 
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Fg N° 27: Effet des lipoprotéines lourdes, HDL de concentrations croissantes sur la 

perméabilité au K+ induite par l'amphotericine B 

(Symbole o) 	: Cellules de saccharomyces cerevisiae non traitées (contrôle) 
(Symbole s) 	Cellules de saccharomyces cerevisiae traitées à l'Amphotericine B 5 tg/ml 

Cellules de saccharomyces cerevisiae en présence d'Amphotericine B 5 .ig/ml 
préincubéc au lipoprotéines lourdes, I-IDL ( D native, cholestérol total —0,34 g/l: 

• cholestérol total —0.16 gll; à cholestérol total 0, I gtl A cholestérol total = 0,05 g/l; 

* cholestérol total 	0,02 g/l. 
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lipoprotéines légères est massive dès que le temps d'incubation devient 

supérieure à 25 minutes. 

quelque soit les concentrations en cholestérol total des fractions 

lipoprotéiques, soit environ 15% de potassium retenu par rapport au contrôle. Une 

cinétique de fuite de potassium intracellulaire beaucoup plus rapide que celle 

induite par l'amphotericine B liée aux lipoprotéines lourdes. Nous remarquons que 

la rétention du potassium intracellulaire des cellules de saccharomyces cerevisiae 

diminue lorsque la concentration en cholestérol total des fractions lipoprotéiques, 

LOL augmente durant les 25 minutes d'incubation à 37 0 c. En effet, le contenu de 

potassium intracellulaire des cellules de saccharomyces cerevisiae passe de 25% 

en présence d'amphotericine B complexée aux lipoprotéines légères, LOL de 

concentrations en cholestérol total équivalentes à celles du plasma sanguin 

(environ 1,10g/1) à 45% en présence d'amphotericine B liée aux lipoprotéines 

légères, LDL de concentration en cholestérol total 10 fois moins (de l'ordre de 

0,11g/1) par rapport au contrôle sans amphotericine B et sans lipoprotéines. 

Sur la base des résultats obtenus des figures n° 27 et 28, nous pouvons en 

conclure que 

- L'addition de lipoprotéines sériques modifie la cinétique de fuite de 

potassium intracellulaire des cellules de saccharomyces cerevisiae, induit par 

l'amphotericine B à 5pg/ml, et non l'état stationnaire. 

- Les lipoprotéines lourdes HDL et les lipoprotéines légères, LOL sont 

capables d'induire un effet protecteur transitoire observé à 25 minutes d'incubation. 

Ce dernier se réduit d'une manière importante, pour disparaître à 2h d'incubation. 

L'effet protecteur le plus faible est obtenu dès que la 
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Fig N° 28: Effet des lipoprotéines légeres, LDL de concentrations croissantes sur la 

perméabilité au K+ induite par l'amphotericine B 

(Symbole o) 	: Cellules de saccharomyces cerevisiac non traitées ( contrôle) 
(Symbole • ) 	Cellules de saccharomyces cercvisiae traitées à l'Amphotericine B 5 .tg/ml 

Cellules de saccharomyces cerevisiae en présence d'Arnphotericine B 5 tg/ml 
préincubée au lipoprotéines lourdes, HDL ( D native, cholestérol total = 1,1 g/l; 

• cholestérol total = 0,5 g/l; A cholestérol total = 0,3 g!! À cholestérol total = 0,15 g!!; 

* cholestérol total = 0, 11 g!!. 
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concentration en cholestérol total des lipoprotéines lourdes, HDL atteint une 

valeur de l'ordre de lOOmg/l. 

- Les lipoprotéines légères, LDL ont un effet protecteur significativement plus 

réduit que celui des lipoprotéines lourdes, HDL. Cet effet augmente lorsque la 

concentration en cholestérol total diminue. 

5.2 - Effet de doses croissantes de lipoprotéines sérigues sur l'état 

stationnaire de potassiwn 

Dans les mêmes conditions expérimentales que précédemment, nous avons 

mesuré le contenu en potassium intracellulaire des cellules de saccharomyces 

cerevisiae après des durées d'incubation à 37 0 c de 25 minutes, 60 minutes et 120 

minutes. 

Les figures n° 29, a, b et c représentent à 25 minutes, à 1h et à 2h 

d'incubation respectivement, les pourcentages de potassium retenu par les cellules 

de saccharomyces cerevisiae mises en présence de 5pg/ml d'amphotericine B libre 

ou complexée à des lipoprotéines utilisées à différentes concentrations. Nous 

remarquons d'abord qu'en présence de 5pg/ml d'amphotericine B sous forme libre, 

la concentration de potassium retenu intracellulaire représente seulement 13% par 

rapport aux cellules de contrôle, dès les 25 premières minutes d'incubation. 

- A 25 minutes d'incubation (figure 29 a ) lorsque la concentration de 

lipoprotéines lourdes, HDL (courbe a) exprimée en mg de cholestérol total par litre 

de solution augmente de zéro à lOOmg/l, les niveaux de potassium intracellulaire 

varient d'une manière importante de 16 % à 4% du niveau contrôle. Pour des 

concentrations supérieures, le contenu en potassium intracellulaire atteint 

rapidement 56% du niveau contrôle, dès que les concentrations de cholestérol total 

des lipoprotéines lourdes, HDL sont de ordre de 300mg/1 (celles du plasma 

sanguin). 
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- En présence d'amphotericine B complexée aux lipoprotéines légères, LDL 

(courbe b) et contrairement aux lipoprotéine lourdes, le contenu en potassium 

intracellulaire des cellules de saccharomyces cerevisiae augmente lorsque les 

concentrations en cholestérol total diminuent. Les niveaux de potassium 

intracellulaire passent progressivement de 28% à 43% pour des concentrations en 

cholestérol total allant de 1000mgI1 à lOOmg/l respectivement. 

Nous pouvons conclure que: 

- La présence de lipoprotéines lourdes, HDL natives, présentent un effet 

protecteur relatif (45% de fuite potassique) contre l'effet cytotoxique de 

l'amphotericine B sous forme libre (environ 85% de fuite potassique), durant 25 

minutes d'incubation à 37 0 c. Cet effet diminue et d'une manière faible pour des 

concentrations inférieures ou égales à 100 mg/1 (60% de fuite potassique) 

- Les lipoprotéines légères, LDL sont aussi capables d'induire un effet 

protecteur minime contre l'action cytotoxique de l'amphotericine B. Cet effet est plus 

important à de faibles concentration en cholestérol total (1/10 de celles du plasma 

sanguin). 

L'effet 	protecteur 	relatif 	des lipoprotéines sériques complexées 	à 

l'amphotericine B(5Jg/ml), (Figure n° 29 b et c) observé à 25 minutes d'incubation 

est transitoire. En effet, en présence de lipoprotéines lourdes, HDL (courbe a), 

l'effet protecteur observé à des concentration en cholestérol équivalentes à 

celles du plasma, se réduit considérablement à 1h d'installation (environ 65% de 

fuite potassium) pour disparaître à 2h d'incubation soit environ 82% 

de fuite 	potassique par rapport au 	contrôle sans amphotericine B et 

sans lipoprotéines. 
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Fig N° 29 a : Effet doses croissantes de lipoprotéines sériques 
sur l'état stationnaire de K+. 

Les cellules saccharomyces cerevisiae sont recueillies en phase de croissance exponentielle, lavées et 
resuspendues dans le tampon tris - Hcl, 50 mmol/l, PH 7,4 contenant le glucose à 10 mmolll, à une densité de 
l'ordre de 3,1 108  cellules viables - m1 1  ( 0,6 à 0,8 g/1 de protéines cellulaires.) 

(Symbole o) : Cellules de saccharomyces cercvisiae non traitées (contrôle) 
(Courbe a): Cellules de saccharomyces cerevisiae traitées à l'Amphotericine B 5 p.g/ml 

- 	 préincubéc au lipoprotéines lourdes FLDL 
(Courbe b): Cellules de saccharomyces cercvisiae traitées à l'Amphotericine B 5 j.g/ml 

préincubée au lipoprotéines légères LDL 
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Fig N° 29 b : Effet de doses croissantes de lipoprotéines sériques 

sur l'état stationnaire de K+ .  

(Symbole o) : Cellules de saccharomyces cerevisiae non traitées ( contrôle) 
(Courbe a) : Cellules de saccharomyces cerevisiae traitées à l'Amphotericine B 5 j.tg/ml 

préincubée au lipoprotéines lourdes HDL 
(Courbe b) t Cellules de saccharomyces cerevisiae traitées à l'Amphotericine B 5 g/ml 

préincubée au lipoprotéines légères LDL 
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Fig N° 29 C: Effet de doses croissantes de lipoprotéines sériques 

sur l'état stationnaire de K+ 

(Symbole o) : 	Cellules de saccharom) -ces cerevisiac non traitées (contrôle) 
(Courbe a) e Cellules de saccharomyces ccrcvisiae traitées à IAmphotcricine B 5 tg/ml 

préincubée au lipoprotéines lourdes HDL 
(Courbe b) : 	Cellules de saccharomyces ccrevisiac traitées à lAmphotcricine B 5 tgInil 

préincubée au lipoprotéines légères LDL 
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Les niveaux de potassium intracellulaire des cellules de saccharomyces cerevisiae 

diminue considérablement lorsque les concentrations en cholestérol total des 

lipoprotéines lourdes, HDL diminuent. Une fuite maximum est enregistrée dès que 

celles ci deviennent inférieures à 150mgI1 de solution, soit environ 10% de 

potassium retenu par rapport au contrôle. 

- En présence de lipoprotéines légères, LOL (courbe b) l'effet protecteur 

minime disparaît dès que les durées 'incubation deviennent supérieures à 25 

minutes. En effet à 1h d'incubation, le pourcentage de fuite d'ions potassium des 

cellules de saccharomyces cerevisiae est de l'ordre de 90% par rapport aux cellules 

intactes, quelque soit les concentrations en cholestérol total. Les cellules ont donc 

perdu la quasi totalité de leur potassium interne. A 2h d'incubation, un maximum de 

fuite potassique environ 93% par rapport au contrôle est enregistré dès que les 

concentrations en cholestérol total de lipoprotéines deviennent supérieures à 

150mg/1 de solution. 

Etant donné que la présence de cholestérol non estérifié joue un rôle majeur 

dans l'interaction de l'amphotericine B avec les lipoprotéines sériques, nous avons 

rapporté les résultats obtenus et résumées dans la figure n° 29c, en fonction du 

contenu des lipoprotéines en cholestérol non estérifié estimé par calcul ( ) 

Les pourcentages de potassium intracellulaire retenu des cellules de 

saccharomyces cerevisiae traitées à I'amphotericine B libre et complexée aux 

lipoprotéines sériques, en fonction de concentrations croissante de cholestérol non 

estérifié calculé, sont représentés sur la figure n° 29 d. Les tracés obtenus sont 

similaires à ceux de la figure précédente. 
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Fig N° 29 d : Effet de doses croissantes de lipoprotéines  sériques 

sur l'état stationnaire de K+. 

(Symbole o) : Cellules de saccharomyces cerevisiae non traitées ( contrôle) 
(Courbe a): Cellules de saccharomyces cerevisiae traitées à l'Amphotericine B 5 ig/ml 

- 	 préincubée au lipoprotéines lourdes HDL 
(Courbe b): Cellules de saccharomyces cerevisiae traitées à l'Amphotericine B 5 .tg/m1 

préincubée au lipoprotéines légères LDL 
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6 - Conclusion 
Dès que l'on utilise des concentrations supérieures à 0,5pg/ml, 

l'amphotericine B ajoutée sous forme libre au milieu d'essai contenant les cellules 

de saccharomyces cerevisiae (à des densités cellulaires de 1,6.10 8  cellules 

viables/ml à environ 5.10 8  cellules viables/ml) induit une fuite massive du potassium 

intracellulaire. Le pourcentage de potassium retenu par les cellules de 

saccharomyces cerevisiae dépend de la concentration de l'antifongique, et du 

temps d'incubation à 37 0 c, celui-ci diminue lorsque la concentration de 

l'amphtéricine B augmente. 1h  d'incubation est suffisante pour obtenir un maximum 

de fuite potassique que l'on observe à partir de concentration de l'ordre de 5Jg/ml 

d'amphotericine B. La cinétique de fuite du potassium intracellulaire des cellules de 

saccharomyces cerevisiae varie avec la concentration d'amphotericine B. Elle est 

plus rapide lorsque la concentration de l'antifongique devient supérieure à 2 .ig / ml. 

Le pourcentage de potassium retenu par ces cellules dépend, d'une part de la 

concentration de l'antifongique, et d'autre part de la densité de ta suspension 

cellulaire. Ainsi, le potassium intracellulaire diminue, lorsque la concentration 

cellulaire, et celle de l'antifongique augmente. Selon Kotler Brajtburg et al 1979, 

l'effet cytotoxique de l'amphotericine B chez les cellules fongiques, peut être séparé 

en deux états distincts: à faibles concentrations, l'antifongique inhibe la croissance 

de la levure et change d'une manière réversible la perméabilité des cellules aux 

ions sodium et potassium. La concentration du potassium intracellulaire peut être 

augmentée par l'addition des ions potassium dans le milieu contenant les cellules, 

alors que l'addition des ions magnésium baissent l'efficacité de 'antifongique. 

A fortes concentrations, l'amphotericine B provoque ta mort de la cellule, 

dans ce cas les cellules sont incapables de retenir le potassium. L'addition du 

potassium dans le milieu n'influence pas l'inhibition de la croissance induite par 

l'amphotericine B, alors que les ions magnésium augmentent son effet inhibiteur. 
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L'addition du glucose à lOmmol/l, dans le milieu contenant les cellules de 

saccharomyces cerevisiae, en présence de lpg/ml d'amphotericine B, n'induit pas 

de modifications de la perméabilité membranaire au potassium. 

L'addition de lipoprotéines sériques (HDL ou LOL), au milieu contenant les 

cellules de saccharomyces cerevisiae en présence de l'amphotericine B, modifie la 

cinétique de fuite du potassium intracellulaire et non l'état stationnaire (environ 16% 

de potassium retenu), dès les concentrations de l'ordre de 2pg/ml d'amphotericine 

B. 

Pour des concentrations inférieures, les lipoprotéines lourde, HDL et les 

lipoprotéines légères, LDL sont capables d'induire un effet protecteur relatif (environ 

50% de fuite potassique). 

A des durées d'incubations courtes (25 minutes), les lipoprotéines lourdes, 

HDL en présence de faibles concentrations d'amphotericine B (de l'ordre de 

lpg/ml), induisent un effet protecteur important (83% de K+ retenu), quelque soit 

leur concentration exprimée en cholestérol total. A de concentrations 

d'amphotericine B de l'ordre de 5JgIml, seules les lipoprotéines lourdes de 

concentration en cholestérol total équivalentes à celles du plasma sanguin sont 

capables d'induire un effet protecteur minime (55% de K+ retenu). 

- Les lipoprotéines légères, LDL montrent un effet protecteur significativement 

plus réduit que celui des lipoprotéines lourdes. Les concentrations les plus faibles 

de cholestérol total des lipoprotéines, LDL induisent l'effet' protecteur le plus 

important (40% de K retenu). 

Plus le temps d'incubation augmente, plus l'effet protecteur relatif des 

lipoprotéines sériques diminues, pour disparaître à 2h d'incubation. 

Des résultats similaires sont obtenus par Brajtburg et al 1984, 1986, Wasan 

et al 1994, qui montrent que les lipoprotéines sériques (HDL ou LDL) ont un effet 

protecteur minime quand l'amphotericine B est utilisée contre les cellules fongiques. 

L'incapacité des lipoprotéines sériques de protéger le candida albicans de l'effet 

toxique de l'amphotericine B est probablement due, selon Bragtburg J. et al 1984, 
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1986, à l'interaction avide du polyène aux membranes contenant l'ergostérol 

(cellules fongiques), qu'avec le cholestérol des lipoprotéines sériques. La 

diminution de l'affinité d'intéraction cholestérol- polyène due à l'effet compétitif des 

phospholipides des lipoprotéines peut être d'une grande importance lorsque la 

compétition est entre lipoprotéine-globule rouge, qu'avec les lipoprotéines-

C. a t bi ca n s. 



CHANTRE Hit 

Effet de l'amphoterlcine B sur le métabolisme 

cellulaire de saccharomyces cerevisiae 
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1 - Introduction 

Il est largement admis que l'amphotericine B interagit avec les stérols 

membranaires HERVE M. et al 1989, en formant des pores transmembranaires à 

l'origine de l'augmentation de la perméabilité aux ions, et à un nombre important 

de constituants cellulaires JULIANO R.L et al 1987, CHERON M. et al 1988, 

HARTSEL S.0 et al 1991. 

Plusieurs études ont été menées sur le mécanisme d'intéraction des 

polyènes avec les membranes de cellules cibles et sur les perturbations de la 

perméabilité membranaire, en particulier la fuite potassique et sur la lyse 

cellulaire induite par ces molécules chez différentes cellules comme les levures et 

les globules rouges KOTLER BRAJTBURG et al 1979, CHERON M. et al 1988. En 

revanche, on a peu d'informations sur l'action de ces antifongiques sur le 

métabolisme cellulaire. Quelques études seulement (WETZEBIN et al 1992) ont 

été menées sur l'effet de l'amphotericine B sur le métabolisme du glucose chez le 

saccharomyces cerevisiae,. C'est pourquoi, dans le but de mieux comprendre les 

mécanismes d'action des polyènes (et en particulier de l'amphotericine B) et de 

pouvoir faire la part de ce qui revient à des effets purement membranaires et de 

ce qui revient à des effets sur le métabolisme, nous avons entrepris une étude 

biochimique de l'effet de l'amphotéricine B sur le mécanisme du glucose chez 

saccharomyces cerevisiae. 

Actuellement, la spectroscopie RMN à haute résolution associée à dosages 

de substrats radioactifs sont largement utilisés dans le but d'étudier les voies 

métaboliques.. DEN. HOLLONDER J.A et al 1979, 1981, 1986, CAMPBELL- BURK S.L 
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et SHULMAN R.G 1987. A l'heure actuelle, l'influence de ces 

antifongiques sur le métabolisme cellulaire est encore mal connu. 

Pour des raisons pratiques de moyens disponibles, nous avons entrepris 

une étude préliminaire en réalisant des dosages enzymatiques de quelques 

produits de la glycolyse et du cycle de Krebs chez les cellules de saccharomyces 

cerevisiae. Une étude comparative a été entreprise portant sur une estimation de 

la concentration des substrats de la glycolyse et du cycle de Krebs, en présence 

et en l'absence d'amphotericine B. 

La croissance cellulaire de saccharomyces cerevisiae a été effectuée dans 

un milieu sabouraud liquide glucosé tamponné (Tampon phosphate de potassium, 

0,1 m) de PH 5,6 à 37c. Les sphéroplastes obtenus à partir des cellules de 

saccharomyces cerevisiae isolées en phase de croissance exponentielle sont 

resuspendues dans le tampon phosphate de potassium 01M, PH 7,4 contenant 

du NacI à 50mmol/1, à une densité de l'ordre de 1,1.10e cellules viables - ml -1 , 

correspondant à 2,5 à 3,5 gramme de protéines cellulaires par litre de milieu. Les 

mesures des différents substrats ont été effectuées en l'absence et en présence 

de Spg/ml d'amphotericine B. 

La réaction est initiée par l'addition de lOOmmol/l de glucose comme 

source de carbone, les concentrations des différents substrats ont également été 

déterminées avant l'addition du glucose. 

Il est connu que la dégradation du glucose s'effectue par voie enzymatique 

(voie d'EMBDEN MAYERHOF PANAS), aboutissant à une plaque tournante, l'acide 
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pyruvique, dont les destinées différent en fonction du milieu d'incubation 

(LEHNINGER A.L 1985). 

- En l'absence d'oxygène et dans le cas d'une fermentation lactique, l'acide 

pyruvique est réduit en acide lactique. Cette réaction réversible est catalysée par 

une lactico-déshydrogénase, au même temps que le NADH est oxydé en NAD+, 

WELL J.H et al 1979. Dans le cas d'une fermentation alcoolique, l'acide pyruvique 

fournit de l'éthanol et du CO 2 . Le pyruvate est d'abord decarboxylé en 

acétaldehyde. Cette étape est catalysée par la pyruvate décarboxylase 

magnésium dépendante. L'acétaldehyde est ensuite réduit en éthanol et CO 2 . 

- En présence d'oxygène, le pyruvate fournit de l'acétyl-COA qui sera 

métabolisé par l'intermédiaire du cycle de Krebs. C'est la destinée principale de 

l'acide pyruvique dans le milieu intramitochondrial. Le système enzymatique qui 

catalyse ces réactions est un complexe multienzymatique dont, la pyruvate 

décaborxylase, la pyruvate déshydrogénase, l'acétyl transférase, et la citrate 

synthèse. Louis P. 1983. L'acétyl COA constitue un précurseur du cycle de Krebs. 

A ce niveau, la condensation de l'acétyl COA avec l'oxaloacétate fournit de 

nouveau le même substrat (oxalacétate), par une chaîne de réactions 

enzymatiques de décarboxylat'ion, de phosphorylation et de déshydrogénation de 

produits intermédiaires. (LEHNINGER A.L 1985). 

2 - Effet de lamphotericine B sur la production de pyruvate. 

Dans un premier temps, nous avons exploré l'effet de l'amphotericine B sur 

la production de pyruvate, substrat qui se trouve au carrefour des voies 

cataboliques aérobie et anaérobie du glucose. 
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La figure n° 30, représente l'effet de l'amphotericine B à la concentration de 

SpgIml sur la production de l'acide pyruvique de sphéroplastes de saccharomyces 

cerevisiae. 

- Avant l'addition de glucose, les concentrations intracellulaires de pyruvate 

sont de l'ordre de 2,6 lJmol/l en l'absence d'amphotericine B et de 0,16 pmol/l en 

présence de 5pgIml amphotericine B. 

- Après addition de 100 mmol/l de glucose dans l'une des suspensions 

cellulaires (courbe a, contrôle), le niveau de pyruvate augmente progressivement 

de 2,6pmolI1, à 5pmol/l, et représente le maximum de la production de l'acide 

pyruvique, à 30 minutes d'incubation à 37°c. Ensuite, ce niveau se réduit 

considérablement pour atteindre la concentration initiale, en l'absence de glucose 

après 90 minutes d'incubation. 

- L'addition de l'amphotericine B à 5g/ml en même temps que 100 mmol/l 

de glucose (courbe b), au temps zéro, indLt une augmentation progressive de la 

production de pyruvate d'un facteur 40 après 60 minutes d'incubation à 37 0 c, soit 

environ 6,34 pmol/l de solution. 

A partir des résultats obtenus, nous pouvons conclure que l'addition de 

l'amphotericine B à 5g/ml dans le milieu contenant les sphéroplastes de 

saccharomyces cerevisiae induit une augmentation importante et régulière de la 

production de l'acide pyruvique. 
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3-Effet de laphotericine B au niveau de la glycolyse anaérobie 

Les perturbations possibles de l'amphotericine B sur la glycolyse anaérobie 

des cellules de saccharomyces cerevisiae ont été suivi par les mesures de la 

production de l'acide lactique et de l'acide acétique. 

La figure n° 31, représente l'effet de l'amphotericine B sur la production de 

l'acide lactique suivie dans le surnageant, du fait de la libération de ce produit 

dans le milieu extérieur. 

Nous pouvons remarquer que 

- En l'absence de glucose, les concentrations en acide lactique du 

surnageant sont de l'ordre de 21 mmol/l en l'absence d'amphotericine B et de 

23,5 mmol/l en présence de 5pg/ml d'amphotericine B. 

L'addition de lOOmmol/l de glucose dans le milieu contenant les 

sphéroplastes de saccharomyces cerevisiae, au temps zéro (courbe a), induit une 

libération importante de l'acide lactique dans le milieu extérieur qui passe de 21 

mmol/l de solution après 25 minutes d'incubation à 37°c, soit environ 3 fois plus la 

concentration initiale c'est à dire avant l'addition du glucose. Ensuite ce niveau se 

réduit considérablement pour atteindre la concentration initiale après 50 minutes 

d'incubation, soit environ 23,5 mmol/l de solution. 

L'addition de 5Jg/ml d'amphotericine B au même temps que le glucose 

(lOOmmol/i), (courbe b), réduit considérablement la production du substrat lactate 

dans le milieu extracellulaire. En effet, en présence de l'amphotericine B, la 

concentration de l'acide lactique au temps 25 minutes, à la suite de l'addition de 
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Figure n° 30: Effet de l'amphotericine B sur la production du pyruvate 

o - Sphéroplastes (s.cerevisiae) sans amphotericine B (contrôle) 

• - Sphéroplastes (s.cerevisiae) en présence de 5pgIml d'amphotericine 
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Figure n° 31: Effet de l'amphotericine B sur la production du lactate 

o - Sphéroplastes (s.cerevisiae) en l'absence d'amphotericine B (contrôle) 

• - Sphéroplastes (s.cerevisiae) en présence d'amphotericine B â 5pgIml 
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glucose est de l'ordre de 37,3 mmol/l de solution, ce qui représente, environ 1/2 

de la production de lactate sans amphotericine B. Cette concentration diminue 

rapidement pour atteindre le niveau initiale (sans glucose), dès que le temps 

d'incubation atteint 50 minutes. 

Il ressort des résultats obtenus que 

- En l'absence d'amphotericine B, la concentration de acide lactique dans 

le milieu extracellulaire est importante, produite par les cellules de 

saccharomyces cerevisiae à la suite d'addition de 100mmol/1 du glucose. En 

revanche, la présence de l'amphotericine B à 5pg/ml dans le milieu d'incubation 

induit une réduction significative de la production de lactate durant 50 minutes 

d'incubation, malgré l'addition du glucose. 

La figure n° 32, représente l'effet de l'amphotericine B sur la production de 

l'acide acétique intracellulaire. 

Les résultats observés montrent que 

- La concentration de l'acide acétique avant l'addition du glucose (courbe 

a), est de l'ordre de 0,50 mmol/l. 

L'addition de lOOmmol/l de glucose dans le milieu d'épreuve contenant les 

cellules de saccharomyces Ôerevisiae induit une faible production d'acétate 

durant les 15 premières minutes d'incubation, soit environ 0,60 mmol/l de 

solution. Ensuite la concentration de l'acide lactique diminue pour atteindre la 

concentration initiale en l'absence de glucose, au bout de 30 minutes d'incubation. 

- La concentration en acide acétique du deuxième lot de la suspension de 

sphéroplastes de saccharomyces cerevisiae (courbe b), avant l'addition de 

glucose correspond à environ 0,60 mmol/l de solution. Le niveau de l'acide 

acétique augmente d'une manière non significative qui correspond à environ 0,30 

mmol/l à partir des périodes d'incubation de 1 h à 370c. 
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Figure n° 32: Effet de l'amphotericine B sur la production de l'acétate 

o - Sphéroplastes (s.cerevisiae) incubés en l'absence d'amphotericine B 

(contrôle) 

• - Sphéroplastes (s.cerevisiae) en présence d'amphotericine B à -5pg/ml. 
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Nous pouvons conclure que 

- Les cellules sans amphotericine B, produisent peu d'acide acétique après 

addition de lOOmmol/l de glucose durant 60 minutes d'incubation à 37 0 c. En 

revanche, l'addition de l'amphotericine à 5pg/ml, est à l'origine d'une réduction 

importante de l'acide acétique avec un minimum de production d'acétate observé 

à 30 minutes d'incubation ce qui représente environ le 1/3 de la production en 

l'absence d'amphotericne B, (contrôle). 

A partir des résultats obtenus jusqu'à ce niveau, sur des cellules de 

saccharomyces cerevisiae qui glycolysent, nous pouvons conclure que 

- En l'absence de l'amphotericine B, les cellules de saccharomyces 

cerevisiae produisent essentiellement de l'acide acétique. En effet, sa 

concentration est 100 fois plus élevée que celle de l'acide pyruvique et de 7 fois 

de celle de l'acide lactique à 25 minutes d'incubation où les concentrations de 

ces substrats montrent un maximum. La concentration de l'acide acétique reste 

pratiquement constante durant les 90 minutes d'incubation alors que celle de 

pyruvate et de lactate diminue rapidement dès que le temps d'incubation devient 

supérieur à 30 minutes. Ces résultats sont à l'origine de l'état réprimé des cellules 

de saccharomyces cerevisiae incubées en milieu glucosé. Les mesures de 

l'ensemble de substrats de la glycolyse de saccharomyces cerevisiae en état 

réprimé, en utilisant des composés radioactifs, les auteurs DEN HOLLANDER et al 

1979, montrent que ces cellules produisent essentiellement le glycérol et de 

l'éthanol. 
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- L'addition de l'amphotericine B à 5pg/ml en même temps que le glucose 

dans le milieu d'épreuve contenant les cellules de saccharomyces cerevisiae 

provoque d'une part, une diminution de la production, aussi bien de l'acide 

lactique que de l'acide acétique, d'autre part, une augmentation de la production 

de l'acide pyruvique. 

Ces résultats laissent à croire que l'activité de la glycolyse des cellules de 

saccharomyces cerevisiae est réduite d'une manière importante sous l'effet de 

l'amphotericine B à 5pg/ml. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par 

TRAN DINH s et al 1991, qui montrent que la présence de 10-6M d'amphotericine 

B dans le milieu riche en Na+,  contenant les cellules de saccharomyces 

cerevisiae, induit une réduction de la consommation de glucose et la production 

de l'éthanol et favorise celles du glycérol et du tréalose. Cet effet est nettement 

réduit, selon ces auteurs, en présence de concentrations élevées de potassium. 

Ces résultats peuvent être exprimés selon WIETZERBN J et al 1992, par la fuite 

des ions potassium dans le milieu extracellulaire induit par l'antifongique, 

amphotericine B, qui peuvent induire une réduction de l'activité des enzymes 

potassium dépendants, comme 'aldolase, la phosphofructoki nase et la pyruvate 

Kinase. 

Les perturbations du métabolisme de glucose des cellules de 
saccharomyces cerevisiae au niveau du cycle de Krebs, sous l'effet d'addition de 
l'amphotericine B au milieu d'essai contenant les sphéroplastes de 
saccharomyces cerevisiae incubées pendant 90 minutes à 37c dans du tampon 
phosphate de potassium à 0,1 M contenant 50mmol/1 de NacI de pH 7,4, peuvent 
être suivies par le dosage du citrate de l'iso-citrate et du malate, intracellulaires 

en présence et en l'absence d'amphotericine B à 5pgImL 










































































