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L'amphotéricine B, antifongique polyènique de large utilisation clinique induit d'importants effets 

toxiques. 

Dans le cadre de l'élaboration d'une stratégie de développement de cette molécule visant à augmenter l'index 

thérapeutique tout en réduisant la toxicité, nous avons étudié l'effet de quelques facteurs sur la cytotoxicité 

induite par l'amphotéricine B associée à des lipoprotéines du sérum sanguin chez le globule rouge humain 

(modèle universel de cellules animales supérieures). 

Dans notre travail nous avons abordé d'une part, les effets des caractéristiques des lipoprotéines 

utilisées notamment la nature des lipoprotéines (lipoprotéines lourdes ou H.D.L et les lipoprotéines légères ou 

L.D.L), et la composition en stérols de ces lipoprotéines. D'autre part, l'effet de la concentration en 

antifongique et du rapport antifongique / stérols, puis, de l'état d'énergisation des cellules cibles, et en fin, 

du pH du milieu extérieur. 

Les phénomènes de toxicité aiguë chez le globule rouge sont suivis par les changements de 

perméabilité aux ions potassium et par l'hémolyse. 

Il ressort de cette étude que 

L'addition de lipoprotéines dans le milieu inhibe significativement la cinétique de fuite du potassium 

intracellulaire induite par l'amphotéricine B. Cette inhibition est plus importante avec les lipoprotéines lourdes 

ou FI.D.L, qu'avec les lipoprotéines légères ou L.D.L. L'effet protecteur des H.D.L est plus efficace sur 

l'hémolyse que sur la fuite potassique. 

L'orsque la concentration de lipoprotéines exprimée en mg de cholestérol/1 de milieu augmente de 

O à 100 mg/l, l'effet protecteur est de même amplitude avec les H.D.L et les L.D.L. Au delà de lOOmgIl de 

milieu, nous avons observé que se sont les H.D.L qui protègent mieux le globule rouge contre la fuite 

potassique. 

En effet, les cellules mises en présence d'amphotéricine B complexée aux H.D.L, gardent l'intégralité 

de leur contenu potassique, par contre, la protection maximale atteinte par l'amphotéricine B complexée aux 

L.D.L et de 85% seulement. 

La protection du globule rouge par les I-LD.L est assurée même pour des concentrations très élevées 

d'amphoricine B (10ig/ml). 

En ce qui concerne le rôle des stérols, les résultats obtenus montrent que l'addition des stérols libres 

seuls (cholestérol ou ergostérol) dans le milieu extérieur n'induit pas d'effet protecteur significatif mais que 

c'est la présence d'un transporteur protéique (lipoprotéines ou sérum albumine bovine) qui permet l'expression 

de l'effet protecteur des stérols. 

L'addition d'une source d'énergie dans le milieu externe a peu d'influence sur la protection du 

globule rouge contre l'action toxique de l'amphotéricine B libre ou complexée aux lipoprotéines. 

En fin, l'effet protecteur des lipoprotéines augmente significativement avec la baisse du pi-1 du milieu. 

Mots clés : amphotéricine B, amphotéricine B-H.D.L, amphotéricine B-L.D.L, globules rouges 

humains, cholestérol non estérifié. 
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Les mycoses, affections dues à des champignons levuriformes constituent 

actuellement un axe de recherche en pathologie médicale en pleine évolution. Cette 

pathologie change d'aspect et d'importance : Autrefois les localisations étaient 

essentiellement cutanéo-muqueuses, actuellement les localisations profondes, viscérales 

ou généralisées nettement plus graves sont de plus en plus fréquentes. Parmi les causes 

de cette évolution, on peut citer l'emploi de moyens thérapeutiques prolongés à base 

d'antibiotiques, de corticoïdes, d'immunodépresseurs et de radiations, et aussi par 

l'utilisation des techniques chirurgicales modernes. Certains facteurs locaux jouent 

aussi un rôle très important dans l'apparition des mycoses : Macération, utilisation de 

vêtements ou chaussures synthétiques, transfert de population et contact avec les 

animaux. Enfin, l'état pathologique ou physiologique du patient peut favoriser 

l'augmentation et le développement des infections fongiques : La déshydratation, la 

tuberculose pulmonaire, les infections malignes, le SIDA etc... 

Par ailleurs, la liste des agents responsables ne cesse pas d'augmenter. 

Autrefois seule l'espèce Candida albicans, incriminée dans l'apparition des candidoses 

était mise en cause. A l'heure actuelle, d'autres espèces saprophytes de l'organisme 

humain c,xercent un pouvoir pathogène. La présence de plus en plus fréquente de ces 

irfxtions ne peut que confirmer la gravité du phénomène, elles atteignent 10 à 15% 

de la population et elles progressent d'une façon alarmante 15% par an environ 

(CANIAUX, I et col. 1984). L'autre problème qui s'ajoute, est la diversification de 

la pathologie fongique et ses localisations dans pratiquement tous les niveaux de 

l'organisme, se qui pose des difficultés de traitement, surtout dans les régions 

profondes de l'organisme, peu accessibles et moins vascularisées. 

Un phénomène aussi important et qui pose beaucoup de difficultés dans le 

traitement de ces infections est l'apparition de résistance aux antifongiques chez 

certains microorganismes et l'inefficacité d'un traitement pour protéger l'organisme 

contre l'envahissement de certaines espèces pathogènes. Depuis 1950, l'année de la 

découverte du premier antifongique polyènique, la nystatine par HAZEN et BROWN, 

plus de 60 antibiotiques furent isolés, mais un nombre très restreint est utilisé à des 

fins thérapeutiques (nystatine , amphotéricine B, pimaricine, etc...), cela du fait de leur 

toxicité et bu de leur inactivité in vitro. 
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Si pour les mycoses superficielles, la chimiothérapie antifongique dispose de 

médicaments puissants (nystatine pour les candidoses, griséofulvine pour les dermato-

phytoses, dérivés polyvalents comme les imidazoles), le traitement des mycoses 

systémiques et souvent plus difficile, malgré les progrès énormes réalisés récemment. 

Les antifongiques polyèniques sont les plus utilisés pour lutter contre les 

mycoses profondes et l'amphotéricine B qui en est l'exemple type a fait l'objet de 

notre travail. 

1.CARACTERISTIOUES DE L'AMPHOTERICINE B 

1.1. Caractéristiques physico-chimiques 

Il s'agit de l'antifongique le plus étudié et le plus utilisé en milieu médical. 

Elle fut isolée en 1956 par GOLD et col. à partir de culture de Streptomyces 

nodosus, actinomycète du sol Vénézuélien. Sa structure chimique (Figure N°1) est 

caractérisée dans sa partie hydrophobe polyènique par sept doubles liaisons conju-

guées. Elle contient un fragment hydrocarboné contenant plusieurs groupements hydro-

xyles et un désoxyhéxose aminé, la mycosamine. 

La présence d'un nombre important de groupements hydroxyles polaires 

donnant à la molécule un pôle hydrophile et d'une région hydrophobe constituée de 

doubles liaisons conjuguées confère à cet antibiotique une propriété physico-chimique 

caractéristique : Celle d'être amphiphile. 

La présence de deux groupements chargés sur la molécule d'arnphotéricine B, 

un groupement carboxyle (- C00) et un groupement amine (-NH 3 ) donne à ce 

composé un caractère amphotère. 

Son poids moléculaire est de 960. Elle est soluble dans certains solvants 

organiques tel que le diméthyl sulfoxide (D.M.S.O.) et le diméthyl formamide (D.M.F) 

mais peu soluble dans les éthers, les cétones, les esters et les alcools. Sa balance 

polaire, apolaire largement en faveur de la partie hydrophobe limite la solubilité de 

l'amphotéricine B en phase aqueuse : ainsi, à des concentrations inférieures à 10 7M, 

elle existe sous forme monomérique, alors qu'à des concentrations supérieures à iO 

M commencent à apparaître des oligomères et des agrégats (HEMENGER, R.P et col. 

1983); (MAZERSKI, T et col.1982); (MAZERSKI, T et col.1990). 
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Figure N'1-: Structure chimique de I'amphotéricine B 
(KERRIDGE, D.1986) 
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Ce caractère pose beaucoup de difficultés d'administration en milieu hospitalier, 

et, administrée par voie parentérale présenterait une forte toxicité. Par contre son 

dérivé semi-synthétique (méthyl ester) ou associée avec des sels présentent une 

meilleure hydrosolubilité. En effet, grâce à l'adjonction de désoxycholate de sodium, 

l'AmB se présente sous la forme d'une solution colloïde adéquate pour 

l'administration parentérale. 

Son spectre d'action est très large. Elle agit sur Candida albicans, 

Crypiococcus neoformans, Hisloplasma capsulalum, Blasiomyces derniatidis. Elle agit 

aussi sur les moisissures et sur les dermatophytes.(HAKKOU.A. 1988) 

Son schéma thérapeutique est résumé dans le tableau n°1. 

Tableau N°1 : Schéma thérapeutique de l'Amphotéricine B 
(CANIAUX, I et col.1984) 

Forme Utilisation thérapeutique Posologie 
pharmaceutique  

Pommade Candidoses cutanéo-muqueuses 4 puis 2 applications par jour pendant 2 à 3 

semaines (plus pour les onyxis) 

Comprimés Candidoses vaginales 2 comprimés iC soir au coucher, 15 jours 

Gynécologiques consécutifs 

Lotion Pityriasis du cuir chevelu et eczéma I à 2 applications par semaine 

séborréïque  

Candidoses cutanéo-muqueuses 2 Applications par jour pendant quelques jours 

Candidoses unguéales 3 Applications par jours pendant 15 jours à 3 mois 

Suspension buccale ou Candidoses buccales ou intestinales 50 à 100 mg/kg/j en 2 prises pendant 2 à 3 

capsules pour voie orale prévention des candidoses, mycoses semaines 

entretenues par un foyer intestinale à 

candida 

Voie intraveineuse ou Mycoses profondes 0,1 mg/kg et augmentation progressive de 

injection in situ 0,lrng/kg jusqu'à I mg/kg. la durée du traitement 

varie en fonction de la gravité de la maladie (4 à 8 

semaines) 

Chez l'enfant, les posologies très faibles au début 

peuvent être augmentées pour atteindre les mêmes 

doses que chez les adultes. 

Les perfusions doivent être administrées lentement 

et espacées de un ou plusieurs jours. 

Au cours du traitement, une surveillance médicale 

est impérative (hépatique, sanguine, rénale). 
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1.2. Caractéristiques biologiques 

Comme tous les antifongiques polyèniques, l'amphotéricine B agit en 

augmentant la perméabilité des cellules fongiques par liaisons aux stérols 

membranaires (figure N°2), notamment les stérols ayant une fonction 3J3 hydroxy et 

une chaîne latérale (KITO, M et col. 1987). 

La formation de ces complexes insolubles stérols-AmB s'organisent de manière 

à former des pores dans la membrane plasmique (Figure N°3) ce qui entraîne une 

augmentation de perméabilité membranaire, une perte d'ions et de protéines, une 

augmentation de l'activité enzymatique et une acidification interne par échange KIH 

(CYBULSKA, B et col. 1984). 

L'action de l'amphotéricine B sur la perméabilité dépend de sa concentration 

(KOTLER-BRAJTBURG, J et col. 1979): a faible concentration (0,6 g/ml), Il y a une 

fuite réversible des ions potassium, aux concentrations intermédiaires, la perméabilité 

est irréversible, à forte concentration (6tg/ml), l'amphotéricine B entraîne une lyse 

cellulaire. 

L'amphotéricine B exerce aussi des effets métaboliques qui restent encore aux 

premiers stades des études. 

La base de l'effet toxique de ces antifongiques viendrait du fait que les 

membranes des fongis renferment de l'ergosté roi alors que celles des cellules animales 

supérieures contiennent du cholestérol (figure N°4 a et b) (BAGINSKI, M et 

col. 1989). 

Cependant ces substances ont une plus grande affinité pour les membranes qui 

rk'èrment de !'ergostérol (MADDUX, M.S et BARRIERE, S.L.1980) 

1.3. Caractéristiques cliniques 

Par voie orale, l'amphotéricine B est mal absorbée par le tube digestif et seule 

son administration associée au désoxycholate de sodium en perfusion intraveineuse 

lente est recommandée comme traitement des infections systémiques. 

Sa liaison aux protéines sériques et de 90% environ, par contre, elle n'est que 

de 20% pour les lipoprotéines sériques. 

Le volume de distribution de l'amphotéricine B de l'organisme est élevé (41/kg) 

du fait des dépôts tissulaires avec relargage dans le sang (NEWMAN, M.1990). 
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Figure N°2 : Représentation schématique de la formation des ponts hydrogènes 
entre les groupes polaires des polyènes et le groupe OH des stérols 

(HERVE, M et col. 1989) 
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Figure N°3 : représentation schématique du complexe polyène-stérol 
Pores formés par l'amphotéricine B (A) et le cholestérol (C) 
(MARTY, A et FINKELSTEIN, A. 1975) 
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Figure N°4 Structure chimique du cholestérol (a) et de l'ergostérol (b) 
(KITO, M et col. 1987) 
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CI-IRISTIANSEN et col.1985, par autopsie de 8 patients, ont étudié la 

distribution de l'amphotéricine B dans différentes parties de l'organisme, ils ont 

trouvé: 

41% de l'antifongique dans le foie, 11 0/o dans la rate, 6,51/o dans les reins, 

4,8 1/o dans les poumons, 1,8% dans le coeur et des traces au niveau des muscles, 

d'oesophage et des tissus adipeux. 

L'amphotéricine B associée au désoxyUiolate est stockée et concentrée de façon 

prolongée dans le tissu rénal. 

L'élimination de l'arnphotéricine B par l'organisme est très lente. Son temps 

de demi-vie serait d'environ 15 jours, mais cet antibiotique est détecté dans le sang 

7 semaines après l'arrêt du traitement et sa disparition totale n'est constatée qu'après 

13 semaines de son administration (VAN BOSSCHE, H et coL1987). 

Son excrétion se fait par deux voies principales : La voie biliaire qui élimine 

au maximum 19% et La voie urinaire qui élimine 21% de la dose injectée. 

(SNOECK, R et MEUNIER,F.l989). 

L'tnphotéricine B présente des effets indésirables fréquents, directement liés 

à s' toxicité: 

- Réactions immédiates d'ordre général : Frissons, Fièvre, Céphalées et 

Malaises cardiaques. 

- Effets néphrotoxiques, hépatotoxiques, hématotoxiques, cardiotoxiques et des 

troubles électrolytiques. 

Les problèmes de solubilité, d'absorption et de toxicité limitent l'utilisation de 

l'amphotéricine B en milieu clinique. 

C'est pourquoi, de nouveaux travaux ont pour objet l'élaboration d'une 

stratégie tendant à augmenter l'index thérapeutique et à diminuer la toxicité des 

antifongiques polyèniques en général et de l'amphotéricine B en particulier. Parmi les 

différents axes de recherches, on peut citer 

- La recherche de dérivés de l'amphotéricine B plus actifs sur les levures et les 

champignons et moins toxiques sur les cellules de mammifères. 

Les caractéristiques de l'amphotéricine B, telle que son insolubilité dans l'eau, 

son instabilité, ont conduit les auteurs à rechercher à modifier la structure chimique 

de la molécule. Ce qui a aboutit à des dérivés solubilisés et des dérivés 
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semi-synthé tiques (dérivés N-Acyl, N-Méthyl, N-Glycosylé, N-Amino acétylé et N-

Guanidine de l'amphotéricine B) (URBINA, LA et col.1987); (SZPONARSKI, W et 

col. 1988); (FIERVE, M et col. 1989); (WIETZERBIN, J et col. 1990). 

- La recherche de combinaisons synergiques permettant de diminuer la dose 

efficace de l'amphotéricine B. 

La combinaison de l'amphotéricine B avec différents antifongiques montre des 

résultats encourageants dans la prophylaxie des infections et dans la lutte contre les 

agents mycosiques. Notamment l'association AmB-Flucytosine (5.F.C) qui semble être 

le traitement de choix d'une méningite cryptococcique (BRAJTBURG, J et col. 1990 

a); (VJBAYASHI, G.S et MEDOFF, G.1977); (CANIAUX, I et col. 1984). 

- La recherche de systèmes vecteurs susceptibles d'augmenter la toxicité 

sélective de l'amphotéricine B. Parmi ces systèmes, les liposomes ont fait l'objet 

d'études intensives. 

• Les essais d'incorporation de l'amphotéricine B dans les liposomes 

Plus récemment, on prépare une amphotéricine B encapsulée dans des 

liposomes (ampholiposome). Trois systèmes liposomaux différents ont été utilisés : les 

systèmes liposomaux multilamellaires (multilamellar vesicles : M.L.V) faits de 

plusieurs couches lipidiques et de diamètre de l'ordre de 0,4 à 0,9jtm, les liposomes 

de petite taille (small unilamellar vesicles : S.U.V) faits d'une seule couche de lipides 

et de taille de l'ordre de 200 A° et les liposomes unilamellaires larges ou de grande 

taille (large unilamellar vesicles : L.U.V.) de diamètre 1000 A°. 

La multiplicité des résultats publiés dans ce domaine et parfois contradictoire 

et particulièrement les effets in vivo et in vitro. 

En effet, les études menées in vitro ont montré que l'amphotéricine B 

encapsulée dans les liposomes ne contenant pas de stérols est moins toxique que 

l'amphotéricine B sous forme désoxycholate. Par contre, les mêmes expériences 

menées in vivo ont montré des effets contraires, à savoir, une faible toxicité de 

l'amphotéricine B encapsulée dans les liposomes qui contiennent les stérols en 

comparaison avec l'amphotéricine B liposomale sans stérols et à fortiori 

l'amphotéricine B seule. 
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(Classement dans l'ordre de réduction de la létalité: Liposomes contenant l'crgostérol> 

liposomes contenant le cholestérol> liposomes sans stérols> amphotéricine B seule) 

(ME1-1T',R et col.l986). 

'l'outefois, I 'ampholiposonie demeure moins toxique que 1' AmB-d ésoxycho late 

quelque soit le système liposomal utilisé et cela grâce à un transfert sélectif des 

liposomes aux cellules fongiques mais pas aux membranes des cellules de l'hôte traité. 

(CASS, A et col.l970); (VAN IIOOGEVEST, P et DE KRUIJFF, B 1978); 

(BOLARD, J et col.1980); (CYBULSKA, B et BOROWSKI, E.1981); (VERTUT-

CROQUIN, A et col.1983); (VERTUT-CROQUIN,A et col.1984); (CYBULSKA, B 

et coi.1985); (IIOPFER, R et col.1984); (IIERVE, M et col.1985); (CLEJAN, S et 

BITTMAN, R.1985);(SZOKA, F.C.JR et col.1987). 

• La complexation de I'amphotéricine B avec les lipoprotéines du sérum 
sanguin humain 

Partant de l'idée que les lipoprotéines sériques sont des macromolécules 

susceptibles de présenter un certain nombre d'avantages 

- Une facilité d'incorporation de l'amphotéricine B dans leurs couches 

lipidiques en raison de la forte hydrophobicité de l'antifongique. Ce qui rend la 

molécule d'amphotéricine B plus soluble dans les milieux biologiques et peut ainsi 

diminuer sa toxicité. 

- Une efficacité des lipoprotéines par suite d'un changement de distribution de 

l'amphotéricine B dans l'organisme, d'une modification de l'interaction amphotéricine 

B - cellules réceptrices ou d'une modification des quantités d'amphotéricine B 

interagissant avec les cellules réceptrices et cela du fait de la présence de cholestérol 

dans les molécules de lipoprotéines. 

•D'où l'intérêt de les tester sur la cytotoxicité cellulaire. 

La complexation de l'amphotéricine B avec les lipoprotéines du sérum sanguin 

humain reste jusqu'à présent un sujet discuté. 

Les travaux de NORMAN et col.1972 ont montré que les antifongiques 

polyè'1iques intéragissent avec le cholestérol libre dans l'ordre suivant : Filipine > 

Etruscomycine > Arnphotéricine B > Nystatine = Pimaricine, alors qu'avec le 

cholestérol des membranes biologiques comme la membrane érythrocytaire l'ordre 

devient : Filipine > Amphotéricine B > Etruscomycine > Pimaricine = Nystatine. 



PREMIERE PARTIE SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 	 12 

Sur la base de l'interaction de I'amphotéricine B avec les stérols, KLIMOV, 

A.N et NIKIFOROVA, A.A. 1972 ont envisagé une interaction de !'amphotéricinc B 

avec les lipoprotéines du sérum sanguin humain qui contiennent du cholestérol. 

Des expériences conduites in vitro par BRAJTBURG, J et col.1984 et 1986, 

sur l'interaction de l'amphotéricine B avec des molécules transportrices de stérols 

(protéines et lipoprotéines du sérum sanguin) ont permis de mettre en évidence 

l'existence d'une interaction compétitive de l'amphotéricine B avec d'une part les 

stérols membranaires de la cellule hôte et du fongi, et, d'autre part avec les 

constituants du plasma sanguin à savoir les protéines et les lipoprotéines. Ceci entraîne 

une protection du globule rouge mais pas du Candida albicans dont la membrane 

plasmique contient de i'ergosté roi. 

Si les résultats ayant trait à l'action de l'amphotéricine B in vitro ont été 

satisfaisants, il n'en est pas de même avec les expériences menées in vivo qui ont 

révélées que l'amphotéricine B associée aux L.D.L (Low. Density. Lipoproteins) est 

plus toxique que l'amphotéricine B administrée seule (KOLDIN, M.H et col. 1985). 

Dans le cadre prometteur de ces essais d'incorporation de l'amphotéricine B 

dans des systèmes vecteurs notre choix a été orienté vers les lipoprotéines du sérum 

sanguir humain en large partie pour des raisons pratiques de moyens disponibles. 

Partant des résultats contradictoires in vivo et in vitro, nous avons alors 

envisagé d'entreprendre une étude dans des conditions expérimentales soigneusement 

contrôlées, de l'effet de quelques facteurs sur la cytotoxicité induite par l'arnphoté-

ricine B complexée aux lipoprotéines du sérum sanguin humain. 

Dans cet ensemble nous avons étudié les effets des caractéristiques des 

lipoprotéines utilisées : Nature des lipoprotéines (lipoprotéines lourdes ou I-I.D.L et 

lipoprotéines légères ou L.D.L), composition en stérols de ces lipoprotéines, de la 

concentration en antibiotique polyènique, de l'état d'énergisation des cellules cibles 

et de paramètres physico-chimiques du milieu extérieur tel que le pH. 

Avant de commenter les résultats de nos travaux, nous allons donner d'abord 

un bref aperçu sur les lipoprotéines du sérum sanguin, domaine qui touche de près le 

sujet de recherche sur lequel nous travaillons. 
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2. L11'OPROTEINES DU SERUM SANGUIN 

2.1. Définition et propriétés 

Les lipoprotéines plasmatiques humaines sont des macromolécules constituées 

d'une part de lipides et d'autre part de protéines spécifiques connues sous le nom 

d'apolipoproté mes. 

Le rôle physiologique des lipoprotéines et d'assurer le transport ainsi que la 

distribution des graisses d'origine exogène ou endogène et des substances liposolubles. 

La structure de ces lipoprotéines n'est encore que partiellement connue, bien 

que les progrès récents soient très significatifs. On considère que leur noyau central 

est consttué de lipides hydrophobes comme le cholestérol estérifié et les triglycérides, 

alr1s que les constituants de surface sont le cholestérol libre, les phospholipides et les 

apolipoproté mes. 

Ce revêtement externe hydrophile des lipoprotéines donne à ces structures 

riches en lipides une solubilité dans l'eau figures N°5 et 6. 

2.2. Classification 

Sur la base de leur mobilité électrophorétique et de leur densité, reflet de leur 

composition lipidique (tableau N°2), on a défini quatre grandes classes de lipopro-

téines (PUCHOIS, P et col.1985). 

2.2.1. Lipoprotéines lourdes (Higli Density Lipoproteins : H.D.L.) 

Elles ont une densité comprise entre 1,063 et 1,21 g/ml. Elles contiennent 

approximativement 50% de protéines et 50% de lipides (constitués eux-mêmes pour 

moitié de phospholipides, pour un quart de cholestérol estérifié pour 20% de 

triglycérides et pour 5% d'acides gras non estérifié). Elles assurent le transport sanguin 

des phospholipides et, à un degré moindre, du cholestérol. 

2.2.2. Lipoprotéines légères (Low Densitv Lipoproteins : L.D.L) 

Elles ont une densité comprise entre 1,006 et 1,063 g/ml. Elles contiennent 

25% de protéines pour 75% de lipides (constitués eux-mêmes par 20% de 

phospholipides, 15% de triglycérides, 50% de cholestérol estérifié, 12% de cholestérol 

libre et 3% d'acides gras non estérifié). 

Ces lipoprotéines légères sont les principaux transporteurs sanguins du 

cholestérol depuis le foie jusqu'aux tissus périphériques. 
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2.2.3. Lipoprotéines très légères (Yen Low Density Lipoproteins: V.L.I).L 

Leur densité est comprise entre 0,95 et 1,006g/nil. Elles sont composées de 

10% de protéines et de 90% de lipides (constitués eux-mêmes par 20% de phospholi-

pides, 15% de cholestérol estérifié, 8% de cholestérol non estérifié, 50% de triglycé-

rides et 7% d'acides gras non estérifié). Elles assurent le transport sanguin des tri-

glycérides depuis le foie jusqu'aux tissus périphériques. 

2.2.4. Chyloniicrons et Lipornicrons 

Ce sont des particules (le densité inférieure à 0,96g/ml. Ils ne contiennent que 

1% de protéines pour 99% de lipides (constitués de 85% de triglycérides, 10% de 

phospholipides et 5% de cholestérol). Elles assurent le transport sanguin des 

triglycérides depuis l'intestin grêle jusqu'aux zones de dépôts lipidiques. 

Ces différentes classes de lipoprotéines échangent continuellement entre elles 

(les lipides. 
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I.  

ApoprotéifleS 

Phospholipides  

Cholestérol libre  

. "to.f. 

Esters de cholestérol 

Triglycerides 

Figure N°5 : Structure générale d'une lipoprotéine 
(GOLDSTEIN, J.L. et BROWN, M.S. 1971) 

-4- 

Lipides hydrophobes à l'interieur[ 
(Triglycérides + Cholestérol) 

Figure N 0 6 : Représentation schématique d'une lipoprotéine plasmatique 
(LEHNINGER, A.L. 1982) 



Tableau N°2 : Caractéristiques des principales lipoprotéines 
BASDEVANT, A et col.(1984) 

Densité Migration électrophor étique Taille Composition % poidsls Apoprotéines Origine C.LJP.L 

Dénomination gJml mn = = 
TG CL CE PL P 

Chylomicron 0,94 Origine 100 à 84 2 5 7 2 B Intestin 0,28 
1000 C 

A 

V.L.D.L 0,94-1,006 Pré 3 30 à 75 53 7 12 18 10 C1,2,3 Foie 0,38 
B intestin 

L.D.L 1,006-1,063 20 10 8 37 22 23 B V.L.D.L 0,36 

H.D.L. 1,063-1,21 a 10 à 75 3 4 16 27 50 A1,2 Foie 0,14 
C 

T.G : Triglycérides 
C.L : Cholestérol libre 
C.E : Cholestérol estérifié 
P.L : Phospholipides 
P : Protéines 

z 
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1. MATERIEL BIOLOGIQUE 

[)ans ce travail nous avons utilisé le globule rouge, modèle universel de cellule 

animale choisi pour les études de cytotoxicité. 

Il s'agit du globule rouge humain provenant d'un donneur unique sain. 

2. METIIOI)ES 

2.1. Préparation des globules rouges 

1)u sang fraichement prélevé sur tube hépariné est centrifugé à 5000 

tours/minutes pendant 5 minutes. Après élimination du surnageant, le culot est lavé 

avec une solution saline (NaC1 1 5OmMIl) tamponnée avec du tampon phosphate de 

sodium lOmM/! pli 7,4(P.B.S.), puis centrifugé une seconde fois dans les mêmes 

conditions, le culot ainsi obtenu est ressuspendu dans le même tampon. 

2.2. Préparation des lipoprotéines 

Le sérum total frais a été collecté au niveau du service de Biochimie (itt Centre-

Hospitalo-Universitaire de Tlemcen. 

A ce dernier est ajoutée une solution d'acide phosphotungstique à la 

concentration finale de lg/l et du chlorure de magnésium à 50mM/1. Après 15 minutes 

d'incubation à température ambiante, on centrifuge le milieu à 5000 tours/minute 

pendant 15 minutes. On récupère le surnageant qui contient les II.D.L. et les L.D.L, 

(les V.L.D.L et les chylomicrons restent dans le culot). A ce surnageant on ajoute de 

nouveau de l'acide phosphotungstique pour atteindre la concentration finale de 2g!1. 

Le chlorure de magnésium reste à 50mM/1. 

Ces conditions permettent la précipitation des L.D.L que l'on récupère comme 

précédemment par centrifugation, les H.D.L sont récupérés dans le surnageant. 

Fig'.c N°7.(BURSTEIN, M et col.1970) 
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Sérum Frais + J Na phosphotungstate lg/l 

t Mgcl2 	50mM/1 

Incubation 15' à t° ambiante 

Centrifugation à 5000 g pendant 15' 

Culot 	 Surnageant 
( V-L-D-L 	 + 	Na phosphotungstate 2g/1 

aiy1omicrons) 	 Mg c12 	50mM/1 

Incubation 15' à t° ambiante 

Centrifugation à 5000 g pendant 15' 

Culot 	 Surnageant 
(L-D-L) 	 (H-D-L) 

Fi2ure N°7 : Schéma de séparation des lipoprotéines par précipitation 

(BURSTELN, M et col. 1970) 
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2.3.4. Résultats 

La lecture au densitomètre permet de visualiser 3 fractions de lipoprotéines 

sériques: FI.D.L, L.D.L et V.L.D.L; les chylomicrons étant très rares. Figures N°8 et 

N°9. 

2.4. Préparation des solutions antifongiques 

Les antifongiques plyèniques utilisés dans ce travail sont 

• Amphotéricine B : Provenant de chez SIGMA 

• Fungizone Forme commercialisée de l'amphotéricine B (SQUIBB) présentée 

sous forme de poudre et sa composition est la suivante 

50% d'amphotéricine B, 38,75% de désoxycholate de sodium, qui facilite la 

solubilisation de l'amphotéricine B dans un milieu aqueux, 10% de phosphate 

disodiquc et 0,887% de phosphate monosodique. L'amphotéricine B est dissoute dans 

di' diméthyl sulfoxide (D.M.S.0). Les solutions ainsi préparées sont gardées à l'abri 

de la lumière à 4°C pendant au moins 12 heures avant leurs utilisation pour assurer 

une meilleure solubilité et une bonne solubilisation. 

2.5. Dosage des protéines totales 

Le dosage des protéines totales a été effectué par la méthode de BIURET. 
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• 

Figure N°8 : Séparation des lipoprotéines par electrophorèse sur bandes d'acétate 

de cellulose 
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Figure N°9 Profils densitomètriques des fractions lipoprotéiques 

A : Sérum total B: H.D.L C: L.D.L 
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2.6. Dosage du cholestérol total 

2.6.1. Principe 

Ester du cholestérol + H2  O cholestérol cholestérol libre + RCOOII 
estérase 

Cholestérol libre + 02 
cholestérol 

iY - cholesténone + H202  
oxydase  

peroxydase 
2H202  + amino - 4 phénazone + phénol ---------------(mono- imino-p- 

benzoquinone)-4 pinazone + 4H20. 

2.6.2. Mode opératoire 

Dans des tubes à essais, introduire 

Témoin-réactif Essai 

Echantillon 

Solution réactionnelle 

- 

2,00ml 

0,02m1 

2,00mI 

Mélanger, incuber le témoin-réactif et l'essai 10 minutes à 20-25°C ou 5 

minutes à 37°C. 

Lire l'extinction de l'essai contre le témoin- réactif à une longueur d'onde de 

546nm dans un délai de 1 heure = E,çj 
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2.6.3. Calcul 

La concentration en cholestérol (C) dans l'échantillon est obtenue à partir de 

la formule suivante 

C (g/l) = 8,53 X Ecqsai  

2.7. Etude de la cytotoxicité 

Les globules rouges sont placés dans une solution saline (NaC1 150mM/1) 

tamponnée avec du tampon phosphate de sodium 10 mM pH 7,4 a une concentration 

de 5% en présence d'amphotéricine B. 

La préparation ainsi obtenue est placée dans un bain-marie à 37°C sous 

agitation. 

Depuis le temps zéro qui correspond à l'addition de l'antifongique, on prélève 500p1 

de la 1ution réactionnelle auxquels on ajoute 4m1 de la solution de lavage glacée 

(NaCl l50mMJ1,MgC12  2mMIl). 

Après centrifugation pendant 5 minutes à 5000 tours/minutes, on récupère 

d'une part le surnageant sur lequel on dose l'hémoglobine li+érée des globules rouges 

témoin de la lyse cellulaire, d'autre part, le culot sur lequel on dose le potassium 

intracellulaire. 

2.7.1. Etude de la lyse cellulaire 

La lyse cellulaire est suivie par dosage de l'hémoglobine libérée des cellules 

par mesure de la densité optique du surnageant à une longueur d'onde de 548,5 nm. 

L'appareil utilisé et le spectrophotomètre (Shimadzu). 

2.7.2. Dosage du potassium 

- 	 Le dosage du potassium est réalisé par photométrie de flamme au service de 

Biochimie du C.FLU de Tlemcen. 

- 	 L'appareil utilisé et le spectrophotomètre de flamme (Eppendorf). 
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TROISIEME PARTIE 

RESULTATS ET DISCUSSION 
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L'amphotéricine B agit sur les cellules des eucaryotes et des procaryotes en 

perturbant l'organisation de leurs membranes plasmiques. 

Comme tous les antifongiques polyèniques,l'amphot éricine B provoque une 

augmentation de la perméabilité cellulaire précédant la mort par fuite de certains 

constitu'its essentiels et/ou par la lyse de la cellule. 

Il est largement admis que cet effet est lié a des interactions privilégiées entre 

les polyènes et les stérols membranaires.(DEACON, J.W.1980); (1-IERVE, M et col 

.1994),Il s'agit du cholestérol chez les cellules animales supérieures et de l'ergostérol 

chez les levures et les fongis. 

De ces données, il semble ressortir que l'action antifongique et les effets 

toxiques de l'amphotéricine B seraient l'expression d'un même mécanisme d'action, 

à savoir la similarité d'interaction entre les polyènes et les stérols membranaires des 

deux types de cellules. 

L'importante toxicité et le faible index thérapeutique de l'amphotéricine B ont 

amené les auteurs à proposer un certain nombre de solutions évoquées dans la partie 

introduction. 

Sur la base des indications données ci-dessus et des caractéristiques de 

I'amphotéricine B, à savoir son insolubilité dans l'eau, son instabilité et sa haute 

toxicité, il nous a paru intéressant d'envisager parmi les nouvelles formulations 

possibles de cet antifongique : la forme complexée aux lipoprotéines du sérum 

sanguin. 

L'utilisation de ces macromolécules circulantes présente en effet un certain 

nombre d'avantages : d'une part, par les couches lipidiques qu'elles renferment, les 

lipoprotéines offrent un environnement hydrophobe nécessaire à une meilleure 

solubilisation de l'amphotéricine B, d'autre part, par la présence de cholestérol, cible 

principale des antifongiques polyèniques, les lipoprotéines sériques humaines 

pourraient constituer un outil permettant d'améliorer l'index thérapeutique. 

Cette amélioration peut être attendue sur la base des modulations possibles 

suivantes: 

• modification des quantités d'arnphotéricine B interagissant avec les cellules 

cibles suite à une répartition de l'antifongique libre introduite en phase aqueuse entre 

les levures ou fongis et les cellules animales de l'hôte. 
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• Un changement possible de distribution de l'amphotéricine B dans 

l'organisme. Les •  macromolécules vont se distribuer en fonction de leur affinité 

tiss'.iaire et de leur métabolisme. 

• Modification de l'interaction AmB-cellules cibles dans la mesure où vis-à-vis 

des lipides membranaires l'affinité de l'amphotéricine B libre serait différente de celle 

de l'amphotéricine B complexée aux lipoprotéines sériques. Dans ce contexte, nous 

avons abordé quelques aspects des interactions amphotéricine B - lipoprotéines. Ces 

interactions conditionnées par les caractéristiques des lipoprotéines utilisées 

(composition lipidique, phospholipidique, en cholestérol libre, estérifié, type 

d'apoprotéines, rapport cholestérol libre/phospholipides, ...) sont susceptibles de 

modifier l'interaction polyène-cellules cibles, ou les quantités d'amphotéricine B 

interagissant avec les cellules cibles. 

Dans le cadre de ce vaste travail, nous avons envisagé d'étudier l'influence de 

quelques paramètres sur la cytotoxicité induite par l'amphotéricine B chez le globule 

rouge humain. 

Notre choix a porté 

• Premièrement, sur la nature des lipoprotéines ; les lipoprotéines lourdes, 

H.D.L, et les lipoprotéines légères, L.D.L ont été testées en raison de leur différence 

de composition qualitative et quantitative en lipides et apoprotéines. 

Pour cela, nous avons étudié, d'une part, l'effet protecteur du plasma sanguin 

total, et des lipoprotéines natives. D'autre part, nous avons testé l'effet de la variation 

du contenu des lipoprotéines en cholestérol sur la cytotoxicité aigtie induite par 

l'amphotéricine B chez le globule rouge humain. 

• Deuxièmement, sur la nature et le mode d'addition des stérols dans le milieu 

externe. 

L'ergostérol et le cholestérol ont été les deux stérols utilisés dans nos 

protocoles expérimentaux soit sous forme libres, soit véhiculés par un transporteur, il 

s'agit , des lipoprotéines sériques et d'une protéine plasmatique (la sérum albumine 

1ovine). 

• Troisièmement, sur la concentration et le mode d'introduction de 

l'amphotéricine B. 
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Nous avons étudié d'une part, l'effet de concentrations croissantes 

d'amphotéricine B (de O à 10 tg/ml) sur la fuite potassique chez le globule rouge. 

ITautre part, l'effet du mode d'addition de l'amphotéricine B soit complexée 

ai', lipoprotéines, soit sous sa forme libre. 

Quatrièmement, sur l'état énergétique de la cellule. Pour ce faire, nous avons 

utilisé un composé énergétique, le glucose à une concentration de 20 mMIl. 

Cinquièmement, sur certaines conditions physico-chimiques du milieu externe 

notamment la valeur du pi-I. Nous avons étudié l'effet de trois p11 différents (5,4. 6,4 

et 7,4) sur la toxicité de l'amphotéricine B. 

1. EFFET DE LA NATURE DES LIPOPROTEINES 

Le fait que les lipoprotéines du sérum sanguin renferment dans leur partie 

lipidique des phospholipides et du cholestérol dont une partie est sous forme non 

estérifiée confèrent à ces macromolécules deux propriétés 

• D'une part, ces particules sont susceptibles d'échanger les lipides cités plus 

haut avec les cellules que l'on met à leur contact; le sens des échanges lipidiques est 

conditionné par les valeurs relatives chez la particule lipoprotéique et chez la cellule 

cible du rapport cholestérol libre/phospholipides (BRAJTBURG,J et col. 1984); 

(SILBERNAGL,S et DESPOPOULOS, A. 1995), et par la composition quantitative et 

qualitative de la partie protéique de la lipoprotéine vectrice. 

• D'autre part, elles offrent par l'intermédiaire des molécules de cholestérol 

libre qu'elles renferment des sites de compléxation à l'amphotéricine B modulant ainsi 

la concentration d'antifongique libre dans le milieu externe. 

Comme les lipoprotéines lourdes, H.D.L et les lipoprotéines légères, L.D.L, 

différent tant par leur composition qualitative et quantitative en lipides et en protéines, 

que par leur rapport cholestérol libre/phospholipides, leur comportement dans des 

interactions avec l'amphotéricine B et des cellules cibles sera probablement différent. 

Etant donné que ces interactions conditionnent les phénomènes de toxicité, la 

questun qui se pose alors et de savoir si la nature de la lipoprotéine utilisée joue un 

rôle dans la modulation de la toxicité aigiie induite par l'amphotéricine B chez le 

globule rouge humain. 
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Les tests de cytotoxicité portent sur la perméabilité au potassium et sur la lyse 

cellulaire suivie par la libération de l'hémoglobine que nous avons dosée par méthode 

spectrophotom étrique. 

Dans les expériences qui suivent les cellules de globules rouges isolées a partir 

du sang fraîchement collecté d'un donneur unique sain, sont ressuspendues dans une 

solution saline isotonique tamponnée à pH 7,4. 

Ces cellules riches en potassium (concentration moyenne de l'ordre de 

125mM/1 d'eau intracellulaire) sont incubées en présence ou en l'absence de plasma 

total ou d'une fraction lipoprotéique H.D.L ou L.D.L avec ou sans amphotéricine B. 

Il faut préciser que l'amphotéricine B est d'abord préincubéc pendant une heure 

à 37°C avec les lipoprotéines avant d'être ajoutée à la suspension érythrocytairc de 

travail. Les fractions lipoprotéiques sont isolées a partir du sérum sanguin frais par 

méthode de précipitation décrite dans la partie matériel et méthodes. 

1.1. Perméabilité au potassium 

Dans un premier temps nous avons testé l'effet de la présence de plasma 

sanguin humain total dans le milieu d'incubation sur la perméabilité cellulaire du 

globule rouge au potassium induite par 5 g/ml d'amphotéricine B. Le plasma sanguin 

étant une solution ionique tamponnée à pH 7,4, isotonique au globule rouge et 

renfermant des protéines et diverses lipoprotéines. 

La figure N°10 représente la fuite du potassium intracellulaire en fonction du 

temps en présence et en l'absence de plasma total. Sur la base des résultats obtenus, 

il ressort clairement que 

Des globules rouges fraîchement collectés renferment 125mM de K/l d'eau 

intracellulaire (ou 175mM/mg de protéines cellulaires), incubés à 37°C en l'absence 

d'amphotéricine B, et en présence d'une source d'énergie comme le glucose à une 

concentration de 20mMI1, n'ont pas perdu plus de 20% de leur potassium interne après 

211 30 min de temps (courbe a). 
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• L'addition d'amphotéricine B (5tg/ml) seule entraîne chez le globule rouge 

une fuite massive de potassium intracellulaire (courbe b) En 20 minutes d'incubation 

à 37°C, le potassium retenu par les cellules est inférieur ou égale à 10% du contrôle 

sans antifongique et sans plasma total soit environ 4mM de K /1 d'eau intracellulaire. 

Au bout de 2"  30 min, le taux de potassium intracellulaire n'est plus que de 

4%, dans ces conditions les globules rouges ont donc perdu tout leur potassium. 

Lorsque l'amphotéricine B à été préincubée une heure avec du plasma total puis 

ajoutée sous cette forme complexée dans le milieu d'essai contenant des globules 

rouges (courbe e), la perméabilité au potassium est significativement réduite En 20 

minutes d'incubation à 37°C, les cellules retiennent 70% du maximum de leur 

potassium intracellulaire par rapport au contrôle ne contenant ni plasma ni 

antifongique (courbe a). Au bout de 2I  30 min d'incubation, les globules rouges 

retiennent encore plus de 30% de leur potassium. 

Dans un deuxième temps, nous avons étudié l'effet de la présence des 

lipoprotéines lourdes, H.D.L,puis des lipoprotéines légères, L.D.L, dans le milieu 

externe sur la modification de distribution transmembranaire de potassium induite par 

5tg/ml d'amphotéricine B. 

Les concentrations des lipoprotéines utilisées sont équivalentes à celles du 

plasma sanguin. Les résultats obtenus sont rassemblés sur la figure N°11. 

Nous constatons que 

• L'amphotéricine B seule est très toxique (courbe b). La fuite du potassium 

intracellulaire est très rapide, et au bout de 60 minutes d'incubation il n'y a plus que 

4% de potassium retenu par les cellules par rapport au contrôle sans antifongique et 

sans lipoprotéines (courbe a). 

• En présence de lipoprotéines lourdes, H.D.L,(courbe c), la fuite du potassium 

est fortement inhibée. Au bout de 2" 30 min d'incubation les cellules retiennent 60% 

de leur potassium. 

• En présence de lipoprotéines légères, L.D.L,(courbe_d), la fuite du potassium 

est réduite, mais cette réduction reste inférieure tant sur le plan cinétique qu'à l'état 

stationnaire à celle observée avec les H.D.L. 
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Figure N°11 : Effet de la nature des lipoprotéines sur la cytotoxicité induite par 
l'amphotéricine B chez le globule rouge humain 
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Après 2" 30 min d'incubation 37°C les globules rouges retiennent 50% de leur 

potassium. 

Ces résultats montrent qu'en ce qui concerne la perméabilité potassique dans 

nos conditions expérimentales, les lipoprotéines isolées à partir du sérum sanguin 

humain ont pour les hématies un effet protecteur significativement supérieur à celui 

du plasma total, d'autre part, les H.D.L, réduisent la cytotoxicité de manière plus 

importante que les L.D.L. 

Ces résultats sont en contradiction avec ceux de l'équipe de BRAJTBURG 

(BRAJTBURG, J et col. 1 984);(BRAJBURG,J et col. 1986) qui confirment que les 

lipoprotéines légères, L.D.L, protègent le globule rouge de l'action toxique de 

l'amphotéricine B mieux que ne le font les lipoprotéines lourdes, H.D.L. Selon ces 

mêmes auteurs, pour inhiber la toxicité de l'amphotéricine B vis-à-vis du globule 

rouge humain, les lipoprotéines lourdes nécessitent un rapport cholestérol des 

lipoprotéines/antifongique plus élevé que celui des lipoprotéines légères. De ce fait, 

il passe de 20,7 pour les L.D.L à 102,0 pour les H.D.L. 

1.2. Hémolyse 

Sur la base de la condition expérimentale décrite ci-dessus qui nous a permis 

de contrôler les niveaux de protection des globules rouges contre la toxicité aigiie de 

l'amphotéricine B et ce au niveau de la perméabilité au potassium, il était nécessaire 

d'en', isager par ce biais le contrôle du niveau de protection contre l'hémolyse induite 

par cet antifongique. La figure N°12 montre la fuite de l'hémoglobine en fonction du 

temps en présence et en l'absence d'amphotéricine B à la concentration de 5j.tg/ml 

sans addition de lipoprotéines. 

Nous constatons qu'en l'absence d'arnphotéricine B (courbe a), les globules 

rouges retiennent leur hémoglobine. 

En présence d'antifongique(courbe_b), après 30 minutes d'incubation à 37°C, 

la fuite de 1' hémoglobine est presque nulle mais qu'elle augmente progressivement 

pour atteindre les 100% par rapport au contrôle sans antifongique au bout de 3 heures 

d'incubation. 

Nous avons réalisé par la suite, la même expérience mais cette fois-ci en 

présence et en l'absence de lipoprotéines lourdes,H.D.L. 

- 	 Les résultats obtenus sont regroupés sur la figure N°13. 
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Courbe (a) : Contrôle : Globule rouge seul 
Courbe (b) : Globule rouge + AmB à 5tg/ml 

o 

Figure N°12 : Effet de l'amphotéricine B sur la fuite de l'hémoglobine 
intracellulaire chez le globule rouge humain 
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Figure N°13 Effet de l'amphotéricine B sur la fuite de l'hémoglobine 
intracellulaire en présence de lipoprotéines lourdes, H.D.L. 
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Nous remarquons que les lipoprotéines lourdes diminuent significativement la 

fuite de l'hémoglobine. En effet, après 3 heures d'incubation à 37°C et en absence de 

lipoprotéines (courbe b), les cellules se vident complètement de leur hémoglobine, par 

contre, l'addition des II.D.L (courbe c) inhibe cette fuite qui reste paratiquement 

constante et ne dépasse pas les 4% par rapport au contrôle sans lipoprotéines. 

Nous pouvons conclure que l'effet protecteur des lipoprotéines est plus 

importdnt sur l'hémolyse que sur la fuite potassique. En effet, à une concentratk,n 

ii'amphotéricine B égale à 5tg/ml en présence des lipoprotéines lourdes,l-I.D.L, les 

globules rouges humains retiennent 60% de leur potassium après 2" 30 min 

d'incubation, par contre la fuite de l'hémoglobine est très faible, elle est de 4% après 

3 heures d'incubation à 37°C. 

1.3. Conclusion 

Les résultats obtenus jusqu'à ce niveau montrent clairement que les deux types 

de lipoprotéines sériques que nous avons testés (lipoprotéines lourdes et lipoprotéines 

légères) diminuent la toxicité de I'amphotéricine B vis-à-vis du globule rouge humain 

mais que les lipoprotéines lourdes, H.D.L, protègent mieux la cellule animale que ne 

le font les lipoprotéines légères, L.D.L. 

Cela peut être expliqué par le fait que les H.D.L se chargent en cholestérol non 

estérifié (site d'action de l'amphotéricine B), alors que les L.D.L livrent le cholestérol 

aux cellules cibles (MEYER, P.1983). D'autre part, l'effet protecteur des lipoprotéines 

lourdes, I-I.D.L, atteint 100% lorsque celles-ci existent en concentrations équivalentes 

ou voisines de celles du sérum sanguin natif. 

2. EFFET DOSE-REPONSE 

Dans le but de déterminer les conditions expérimentales optimales de protection 

du globule rouge contre les effets toxiques de l'amphotéricine B, nous avons entrepris 

une étude de l'effet de doses croissantes de lipoprotéines ou d'antifongique. 

Nous avons vu ci-dessus que les lipoprotéines étaient, d'une part, capables 

d'échanger leurs lipides avec les cellules avec lesquelles elles étaient mises en contact, 

d'autre part, d'offrir par l'intermédiaire du cholestérol non estérifié qu'elles renferment 

des sites de fixation à l'amphotéricine B. 

En théorie, ces propriétés peuvent permettre de moduler les interactions 

amphotéricine B - cellules cibles. Ce qui permettrait de contrôler chez le globule rouge 

les ;,nénomènes de toxicité liés à ces interactions. 
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Sur la base des résultats expérimentaux obtenus ci-dessus et des propriétés des 

lipoprotéines, la quantité d'amphotéricine B mise à disposition pour une interaction 

avec des cellules cibles peut être modulée de deux façons différents 

- Soit en faisant varier la concentration de lipoprotéines dans le milieu, celle 

de l'amphotéricine B restant constante. 

- Soit inversement, en faisant varier la concentration d'amphotéricine B, celle 

des lipoprotéines restant fixe. 

Les résultats que nous avons obtenus en utilisant ces deux protocoles sont 

décrits ci- dessous 

2.1. Effet de concentrations croissantes de lipoprotéines sur l'amplitude des 

phénomènes toxiques induits par l'amphotéricine B. 

En utilisant une concentration fixe de 21g/ml d'amphotéricine B, et en faisant 

varier les concentrations des lipoprotéines sériques, nous avons mesuré les niveaux 

intracellulaires de potassium des globules rouges humains. Le paramètre perméabilité 

au potassium P(K) à été utilisé du fait de sa plus grande sensibilité comme test de 

sensibilité à l'amphotéricine B. 

Mais, il nous a paru nécessaire de nous assurer de deux préalables 

expérimentaux. Nous avons vérifié que: 

D'une part, en l'absence de lipoprotéines, la concentration de 2jig/ml 

d'amphotéricine B est suffisante pour induire l'effet toxique aussi bien chez le globule 

rouge que chez Saccharomyces cerevisiae, cellule utilisée comme modèle de levure. 

Les figures N°14 et N°15 illustrent clairement l'efficacité de l'antifongique 

dans les conditions expérimentales choisies. En effet les courbes a et b de la figure 

N°14 montrent que l'amphotéricine B ajoutée dans le milieu de culture à la 

concentration de 2jig/ml au temps zéro de la culture c'est à dire en même temps que 

l'inoculum induit une augmentation de la phase de latence et du temps de génération 

qui passent respectivement de 2 à 9 heures et de 40 minutes à 3I  40 min. 

La même concentration provoque une fuite massive du potassium intracellulaire 

chez le globule rouge humain. 
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Il ressort de la figure N°15 courbes a et b, que les niveaux de potassium 

intracellulaires passent de 100% à 40% après 30 minutes d'incubation à 37°C. Au bout 

de 2h  30 min d'incubation ce niveau reste fixe et égale à 40% 

D'autre part, en présence de lipoprotéines, à des concentrations équivalentes 

aux concentrations du sérum sanguin, l'ampFotéricine B à 2tg/ml garde sa toxicité 

vis-à-vis des cellules de Saccharomyces cerevisiae les résultats affirmatifs sont 

montrés sur la figure N°14 courbes c et d 

En effet, en l'absence d'arnphotéricine B, nous avons noté une stimulation de 

la croissance de la levure qui est due à la présence dans le milieu de culture des 

H.D.L, structures qui renferment des lipides et des protéines. 

L'addition d'arnphotéricine B dans le milieu de culture au temps zéro de la 

culture provoque une forte inhibition de la croissance. La phase de latence et le temps 

de génération passent respectivement de V' 20 min à 4h  30 min et de 30 minutes à 3h  

30 min. 

Sur l'. figure N°16 sont représentés les résultats obtenus en faisant varier la 

concentration de lipoprotéines suivie par le taux de cholestérol total qu'elles 

renferment tout en maintenant la concentration d'amphotéricine B à la valeur de 

2p.g/ml. 

Nous remarquons d'abord qu'er. présence de 2tg/m1 d'amphotéricine B mais 

en l'absence de lipoprotéines, la concentration de potassium retenu dans les cellules 

représente seulement 14% de la concentration potassique chez les cellules intactes qui 

n'ont pas été traitées ni à l'amphotéricine B ni aux lipoprotéines. 

Ensuite, lorsque la concentration de lipoprotéines exprimée en mg de 

cholestérol/1 de milieu augmente de O à lOOmg/l, les niveaux de potassium 

intracellulaires varient progressivement de 14à 80% du niveau contrôle (correspondant 

à celui des cellules intactes n'ayant subi aucun traitement). 

Au delà de lOOmg de cholestérol/1 de milieu, le niveau de potassium interne 

atteint rapidement un maximum. La protection maximale des globules rouges mis en 

présence d'amphotéricine B complexée aux lipoprotéines légères, L.D.L, (courbe a), 

est seulement de 85% en comparaison avec les cellules intactes. 
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Alors qu'en présence des lipoprotéines lourdes, H.D.L, (courbe b), la protection 

des globules rouges contre l'effet de perméabilisation de l'amphotéricine B est totale 

Dans ce cas, les cellules gardent en effet l'intégralité de leur contenu potassique. 

Nous pouvons conclure qu'une augmentation progressive d'un facteur 6 de la 

protection du globule rouge est observée entre l'état des cellules non protégées et l'état 

de cellules totalement protégées. 

Les résultats que nous avons obtenus en utilisant l'amphotéricine B ne 

concordent pas avec ceux rapportés par BRAJTBURG,J et col.( 1986) qui ont utilisé 

un autre antifongique polyènique à grand macrocycle, il s'agit de la nystatine. Ils ont 

remarqué que: En présence des lipoprotéines légères, L.D.L, pour des concentrations 

en cholestérol non estérifié allant de O à 100 mg de cholestérol/1 de milieu les niveaux 

de potassium intracellulaire des globules rouges passent de 20% à 80% . Au delà de 

lOOmg de cholestérol libre!1 de milieu, ce niveau reste fixe est égale à 80% de 

potassium intracellulaire. Alors qu'en présence des lipoprotéines lourdes,l-1.D.L, pour 

des concentrations en cholestérol libre allant de O à 50mg !l de milieu, les niveaux de 

potassium intracellulaire passent de 20% à 40%. Lorsque la concentration en 

cholestérol non estérifié passe de 50 à lOOmg/l de milieu, les niveaux de potassium 

intracellulaire passent de 40% à 80% 

Sur la base des effets observés aux faibles concentrations de cholestérol libre 

(< lOOmg/l de milieu), ces auteurs ont conclu que les lipoprotéines légères, L.D.L, 

protègent mieux le globule rouge que les lipoprotéines lourdes, H.D.L. Par contre, les 

effets observés aux concentrations élevées de cholestérol (> lOOmg!l de milieu), ne 

sont pas commentés par les auteurs. Et à ces concentrations élevées de cholestérol, 

nous avons remarqué sur la figure résumant leur résultats que les H.D.L assurent une 

meilleure protection du globule rouge que ne le font les L.D.L. 
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2.2. Effet de concentrations croissantes d'amphotéricine B sur l'amplitude 
des phénomènes toxiques 

Sur la base des résultats précédents, il est clair que pour une concentration 

d'amphotéricine B égale à 2.ig/ml c'est à dire 2 fois la concentration minimale 

- 

	

	 inhibitrice (C.M.I), l'effet toxique sur le globule rouge humain est nettement réduit en 

présence des lipoprotéines natives. La question qui se pose alors et de savoir si ces 

- macromolécules utilisées à des concentrations équivalentes à celles du sérum sanguin 

humain conservent le même effet protecteur pour des concentrations d'antifongique 

supérieures à 2tg/ml. 

Pour cela, nous avons réalisé une série d'expériences avec des concentrations 

croissantes d'amphotéricine B et nous avons suivi la perméabilité aux ions K et 

l'hémolyse en l'absence et en présence des lipoprotéines lourdes, H.D.L natives. 

2.2.1. Perméabilité au potassium 

Les résultats relatifs à la perméabilité des globules rouges au potassium à 

différentes concentrations d'arnphotéricine B en l'absence et en présence de 

lip"protéines lourdes, H.D.L, sont représentés sur la figure N°17. 

Nous pouvons noter que 

En l'absence de lipoprotéines lourdes, H.D.L, (c ourbe a), lorsque la 

concentration en antifongique passe de O à I 1g/ml, (concentration minimale inhibitrice 

de l'amphotéricine B) la fuite du potassium intracellulaire est massive. Elle varie de 

0% à 70% par rapport au contrôle correspondant aux cellules n'ayant été prétraitées 

ni à l'amphotéricine B ni aux lipoprotéines lourdes, H.D.L. Au delà de cette 

concentration (1 j.tg/ml), la fuite potassique est presque totale et atteint un maximum 

de 80% pour une concentration d'amphotéricine B égale à 1O.tg/ml. 
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En présence de lipoprotéines lourdes, H.D.L utilisées à des concentrations 

équiv'entes à celles du sérum natif (courbe b), pour des concentrations sub- 

- 

	

	 inhibitrices d'amphotéricine B (de 0 à ltgIml) les cellules retiennent tout leur 

potassium. 

- 	 La fuite potassique est nulle. Lorsque la concentration d'amphotéricine 13 

augmente de 2 à 51g/ml, la fuite du potassium intracellulaire varie de 10% à 50% par 
- 	 rapport au contrôle sans H.D.L pt sans antifongique. 

Au delà de 5tWml  d'amphotéricine B le niveau de potassium intracellulaire 

- 	 reste pratiquement constant est égale à 45% pour une concentration d'antifongique très 

élevée 10.tg/ml (c'est à dire 10 fois la C.M.I). 

2.2.2. Hémolyse 

Sur la figure N°18 sont représentés les résultats de la lyse cellulaire pour 

- 	 différentes concentrations d'amphotéricine B en l'absence et en présence d'une 

concentration fixe de lipoprotéines lourdes, H.D.L, équivalente à celle du sérum 

- 	 sanguin natif. 

Cette figure montre que: 

- 	 • En l'absence de lipoprotéines (courbe a), lorsque la .'concentration 

d'amphotéricine B augmente de O à ljtg/ml, nous n'observons pas de lyse cellulaire. 

Les 2% d'hémoglobine libérés dans le milieu externe correspondent à l'hémolyse 

mécanique observée lors de la manipulation des globules rouges. Pour des 

concentrations d'amphotéricine B supérieures à 1tg/ml et jusqu'à 511g/ml, nous 

observons une augmentation progressive de la fuite de l'hémoglobine cellulaire qui 

- 	 varie de 2% à 85% du contrôle sans lipoprotéines et sans amphotéricine B. Au delà 

de 5xg/ml d'amphotéricine B, la lyse cellulaire devient totale. 
- 	 • En présence de lipoprotéines (courbe b) pour des concentrations sub- 

inhibitrices (:9 1.Lg/ml) d'amphotéricine B, l'hémolyse est nulle. Pour des 

- 	 concentrations d'antifongique supérieures à I pg/ml et jusqu'à 5p.g/ml nous observons 

une très 'légère fuite de l'hémoglobine intracellulaire qui reste inférieure à 10% du 

contrôle. Au delà de la concentration de 5j.tg/ml d'amphotéricine B, le taux 

d'hémolyse atteint un maximum de 15% pour 10pg d'amphotéricine B 1ml de milieu. 
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Figure N°18: Effet de concentrations croissantes d'amphotéricine B sur la fuite 
de l'hémoglobine intracellulaire chez le globule rouge humain. 
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en présence des lipoprotéines lourdes, H.D.L, nous n'observons ni fuite 

potassique ni hémolyse jusqu'à 2jtg/ml d'amphotéricine B, a des concentrations 

d'antifongique supérieures à 21g/ml , la perméabilité au potassium augmente 

progressivement pour atteindre à partir de 5g/ml une valeur quasi-stationnaire de 

l'ordre de 40% à 50% et ce n'est qu'à partir de cette concentration d'amphotéricine 

13 que débute le phénomène d'hémolyse. 

- 	 Un certain nombre d'auteurs ont expliqué ce phénomène par le fait que 

l'amphotéricine B polyène à grand macrocycle est insoluble dans un milieu aqueux, 

il produit des agrégats de particules dans la membrane de la cellule cible (GRUDA, 

I et col. 1980);(RINNERT,H.i'l-IIRION, C.1977). En effet, la compléxation de 

l'amphotéricine B avec les lipoprotéines augmente sa solubilité et diminue par 

conséquent sa toxicité. 

3. EFFET DE L'ADDITION DE STEROLS LIBRES EXTERNES 

En 1958, GOTLIEB et col, puis, LAMPEN et col(1960) mirent en évidence le 

rôle protecteur des stérols contre l'action antifongique des polyènes chez des 

organismes sensibles. Ils ont expliqué ce phénomène par le fait que toutes les 

membanes riches en stérols sont sensibles aux antifongiques polyèniques, alors que 

celles qui en sont dépourvues ne le sont pas, comme les membranes des bactéries. 

Cette constatation a amené plusieurs auteurs à émettre un avis commun sur ce qu'il 

fut appelé "Sterol-hypothesis" (LAMPEN et col.! 966);(DE KRUIJFF et col. 1974); 

(MEDOFF et col.1983). C'est à dire reconnaître que la cible principale des 

antifongiques polyèniques est formée des stérols membranaires. 

Ainsi, l'amphotéricine B, antifongique polyènique, interagit avec les stérols 

membranaires induisant la formation de pores à travers lesquels des ions et petites 

molécules peuvent passer. 

Les membranes biologiques des levures renferment essentiellement de 

l'ergostérol alors que celles des cellules animales supérieures contiennent le cholestérol 

comme stérol dominant. De ce fait, l'amphotéricine B manifeste sa toxicité pour les 

deux types de membranes(IIERVE, M et col. 1994). 
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3.3. Conclusion 

De toutes les expériences décrites ci-dessus, il ressort clairement que l'effet 

protecteur des stérols non estérifiés externes augmente en présence d'un vecteur tel 

que les lipoprotéines du sérum sanguin humain ou la sérum albumine bovine et par 

conséquent diminue la toxicité de l'amphotéricine B. 

Plus la concentration en cholestérol libre externe dans le milieu est élevée, 

meilleure est la protection du globule rouge. 

L'existence d'un tel phénomène à déjà été signalé par BRAJTBURG, J et 

col.(1984) qui confirment que la cible principale de l'amphotéricine B est le 

cholestérol non estérifié. 

4. MODE D'ADDITION DE L'AMPHOTERICINE B 

La présence des lipoprotéines dans le milieu permet d'augmenter les sites de 

fixation de I'amphotéricine B ainsi, l'antifongique se trouve sous trois formes 

différentes : AmB-lipoprotéines, AmB-globule rouge et amphotéricine B seule. 

Nous nous sommes donc demandés si une préincubation de l'amphotéricine B 

avec les lipoprotéines n'induit pas une saturation de ses sites actifs et par conséquent 

protéger le globule rouge. 

Pour cela, nous avons effectué une série d'expériences en procédant d'une part 

à la compléxation de l'antifongique avec les lipoprotéines lourdes ou légères suivie de 

l'addition de la cellule animale. D'autre part, nous avons préincubé les lipoprotéines 

avec les globules rouges suivie de l'ajout de l'amphotéricine B. 

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure N°23. 

Nous remarquons que 

• La préincubation de l'amphotéricine B à une concentration de 5tg/m1 avec 

les lipoprotéines lourdes ou légères en concentrations équivalentes à celles du sérum 

sanguin humain (courbes a et b), augmente l'effet protecteur des lipoprotéines vis-à-vis 

du globule rouge. Ainsi, après 90 minutes d'incubation à 37°C, les cellules retiennent 

encore 60% de leur potassium en présence des lipoprotéines lourdes, H.D.L, et 50% 

en présence des lipoprotéines légères, L.D.L. 
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iigure N°23 : Effet du mode d'addition de l'amphotéricine B en présence 
de lipoprotéines sur la cytotoxicité induite chez le globule rouge 
humain 
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La préincubation des globules rouges avec les lipoprotéines lourdes ou légères 

suivie de l'ajout de l'amphotéricine B (courbes c et d), nous a permis d'obtenir le 

même effet protecteur pour les lipoprotéines lourdes, H.D.L, et les lipoprotéines 

légères, L.D.L. 

5. EÏAT D'ENERGISATION DE LA CELLULE CIBLE 

Jomme tous les antifongiques polyèniques, l'amphotéricine B accélére la 

decomposition de l'adénosine triphosphate (ATP) en adénosine diphosphate (ADP). 

Donc, il s'agit d'une stimulation de l'activité de l'ATPase (NafK)transmembranaire 

(DROUET et col. 1960). 

L'accélération de l'ATPase entraîne une entrée de potassium dans le but de 

compenser la fuite massive de ce dernier qui est due à la présence de l'amphotéricine 

B. 

Ceci nous a conduit à penser que l'apport d'une source d'énergie comme le 

glucose qui après dégradation fournit de l'énergie sous forme d'ATP nécessaire au 

fonctionnement de l'ATPase (Na/K), peut inhiber l'effet toxique de l'amphotéricine 

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

5.tg/ml d'amphotéricine B en présence de glucose à une concentration finale de 

20mMIl et de lipoprotéines lourdes, H.D.L. 

Les résultats obtenus sont rassemblés sur la Figure N°24 

Nous constatons que 

En l'absence d'amphotéricine B et d.s lipoprotéines lourdes, H.D.L, (courbes 

a et b), les niveaux intracellulaires de potassium sont pratiquement les mêmes pour les 

globules rouges placés en présence de glucose ou en son absence. 

En présence de 5pg/ml d'amphotéricine B et en l'absence des lipoprotéines 

lourdes,H.D.L, l'addition du glucose dans le milieu entraîne une modification des 

cinétiques de fuite du potassium intracellulaire. En effet, en l'absence de glucose 

(courbe e), les niveaux de potassium intracellulaires passent de 100% à 10% après 

seulement 20 minutes d'incubation à 37°C. Ce niveau reste inchangé après 2h30  min 

d'incubation. 
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Figure N°24 : Effet de l'état d'énergisation de la cellule cible sur la cytotoxicité 
induite par l'amphotéricine B chez le globule rouge humain. 
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Par contre, l'addition d'une source d'énergie (courbe d), réduit la toxicité de 

l'amphotéricine B. La cinétique de fuite potassique est relativement lente, après 30 

minuté', d'incubation à 37°C, les cellules retiennent environ 40% de leur potassium. 

Au bout de 2h30  min d'incubation, le niveau de potassium dans les globules rouges 

est de 20% par rapport au contrôle. 

En présence de 5ig/ml d'amphotéricine B et de lipoprotéines lourdes, H.D.L, 

- 	 (courbes e et f), l'effet du glucose sur la cinétique de fuite du potassium intracellulaire 

ne semble pas être significatif. 

- 	 A partir de ces résultats, nous pouvons envisager l'hypothèse suivante 

l'addition du glucose dans le milieu en présence d'amphotéricine B entraîne la 

- formation d'un pool d'ATP nécessaire au fonctionnement de 1'ATPase (Na/K) qui 

tend à réduire la fuite potassique, mais cet effet n'est pas significatif du fait que d'une 

part, l'amphotéricine B est utilisée à une forte concentration (5p.g/ml) et nous savons 

que dans cette zone l'effet de l'antifongique sur la fuite du potassium est irréversible 

- (BRAJTBURG, J et col. 1980). D'autre part, l'amphotéricine B induit des 

changements dans la perméabilité membranaire en créant des pores de 0,8nm de 

diamètre (DE KRUIJFF, B et DEMEL, R.A. 1974). 

Ainsi l'ATPase (Na/K) ne peut pas compenser la sortie du potassium 

intracellulaire. 

6. pH DU MILIEU 

Il est connu que le pH physiologique de l'organisme est de 7,4. Nous avons 

- 	 montré qu'à ce pH en l'absence de lipoprotéines, I'amphotéricine B est hautement 

toxique pour le globule rouge. 

Nous nous sommes donc intéressés à la possibilité d'une influence du pH du 

milieu sur la cytotoxicité de cet antifongique. 

Les résultats expérimentaux de la fuite du potassium en fonction du temps à 

des pH différents 5,4. 6,4 et 7,4 sont représentés respectivement sur la figure N°25 

A, P et C. 
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Figure N°25 Effet du pli du milieu sur la cytotoxicité induite 
par L'amphotéricine B en présence et en l'absence 
de lipoprotéines  chez le globule rouge humain. 
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Nous remarquons que 

• L'amphotéricine B additionnée à 5tg/nil à une suspension érythrocytaire 

entraîne à pI-1 5,4, en l'absence de lipoprotéines (courbe A b)une protection du globule 

rouge. En effet, après 90 minutes d'incubation à 37°C les niveaux de potassium 

intracellulaire varient de 100% à 50% par rapport au contrôle sans amphotéricine B 

et sans lipoprotéines (courbe A aJ. Cette protection augmente en présence des 

lipoprotéines lourdes ou légères. En effet, les niveaux de potassium interne atteignent 

respecf'ement 75% pour les lipoprotéines lourdes, I-l.D.L, (co urbe A c) et 70% pour 

les lipoprotéines légères, L.D.L,(courbe A d) après 90 minutes d'incubation à 37°C. 

• A pH 6,4, en l'absence de lipoprotéines (courbe B b), les globules rouges 

perdent 70% de leur potassium intracellulaire après 90 minutes d'incubation à 37°C 

avec 5tg/m1 d'amphotéricine B par rapport au contrôle sans antifongique et sans 

lipoprotéines (courbe B a). En présence des lipoprotéines lourdes, H.D.L, (courbe B 

ç), les cellules ne perdent que 28% de leur potassium. Ce niveau cellulaire de 

potassium passe à 35% lorsqu'il s'agit des lipoprotéines légères, L.D.L, (courbe B 4). 
• A pli 7,4, en l'absence de lipoprotéines(courbe C b), les cellules de globules 

rouges perdent 95% de leur potassium interne après 90 minutes d'incubation à 37°C 

en présence d'amphotéricine B à la concentration de 5.tg/m1 par rapport au contrôle 

sans antifongique et sans lipoprotéines (courbe C a).En présence des lipoprotéines 

lourdes, H.D.L, (courbe C e) la fuite du potassium intracellulaire est réduite. Après 90 

minutes d'incubation les cellules gardent encore 60% de leur potassium interne. Les 

globules rouges retiennent 50% de leur potassium interne après 90 minutes 

d'incubation lorsqu'il s'agit des lipoprotéines légères, L.D.L (courbe C d). 

Nous pouvons conclure qu'en absence de lipoprotéines, l'amphotéricine B est 

relativement moins toxique à pli acides (5,4 et 6,4). En revanche, en présence de 

lipoprotéines , nous avons noté une bonne protection aux différents pH. 

Cependant, il reste à noter que I'amphotéricine B est active pour des pH 

supérieurs à quatre. (LAMPEN, J.O. 1966). 
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Le but qui avait été défini pour le présent travail était l'évaluation in vitro de 

l'effet de la complexation de l'amphotéricine B, antifongique polyènique, aux 

lipoprotéines du sérum sanguin, macromolécules renfermant du cholestérol sur la 

toxicité induite par cet antibiotique chez le globule rouge humain. 

En effet, il est admis d'une part, que les antifongiques polyèniques rompent 

l'intégrité membranaire en se liant aux stérols des membranes des cellules des levures 

et des '1iammifères, et d'autre part, que la similarité d'interaction entre les polyèncs 

et les stérols des cellules animales et ceux des microorganismes (levures et fongis) ont 

pour origine l'analogie structurale des membranes des deux types de cellules (présence 

d'ergosté roi chez les levures et les fongis et du cholestérol chez les cellules animales) 

(BRAJTBURG. J et col. 1990b). 

Des travaux antérieurs dans le domaine aboutissaient à des résultats in vitro et 

in vivo contradictoires. La critique majeure à laquelle donnait prise ces travaux était 

une interprétation incomplète des résultats et un mauvais contrôle des conditions 

expérimentales 

- Résultats inexploités aux hautes concentrations de cholestérol des 

lipoprotéines (effet protecteur des H.D.L > L.D.L) 

- Administration de lipoprotéines d'origine humaine à des lapins 

- Pas de vérification de l'innocuité de ces lipoprotéines humaines seules chez 

le lapin (c'est à dire sans aniphotéricine B). 

C'est pourquoi nous avons envisagé d'entreprendre une étude de l'effet des 

lipoprotéines sur la cytotoxicité induite par l'amphotéricine B en réalisant un meilleur 

contrôle des caractéristiques de ces macromok cules utilisées (nature des lipoprotéines 

lourdes ou légères, composition en stérols, concentration en amphotéricine B et rapport 

antifongique / stérols) permettant ainsi une meilleure évaluation des résultats obtenus. 

D'autre part, il est intéressant d'évaluer l'effet d'énergisation des cellules cibles, du 

mode d'addition de l'amphotéricine B et de paramètres physico-chimiques du milieu 

- 	 externe (pli). 

Les résultats que nous avons obtenus dans ce domaine montrent que 

• L'addition des lipoprotéines dans le milieu réduit la cytotoxicité induite par 

l'amphotéricine B chez le globule rouge humain. En l'absence des lipoprotéines, les 

globules rouges se vident de leur potassium interne après seulement 20 minutes 
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d'incubation à 37°C. Ce résultat est en accord avec les travaux de HAMMOND et col 
(1974) qui ont montré que la perturbation de la perméabilité ionique est de courte 

durée, elle se produit au cours des premières minutes de contact avec l'antifongique. 

L'ajout des lipoprotéines dans le milieu inhibe significativement la cinétique de fuite 

du potassium intracellulaire. 

En présence des lipoprotéines lourdes ou H.D.L, les globules rouges retiennent 

60% de leur potassium après 2 '  30 min d'incubation à 37°C. Les lipoprotéines légères 

ou L.D.L réduisent aussi la toxicité de l'amphotéricine B vis-à-vis du globule rouge, 

mais cette réduction reste inférieure tant sur le plan cinétique qu'à l'état stationnaire 

à celle observée avec les H.D.L : au bout de 2' 30 min d'incubation, les cellules 

retiennent 50% de leur potassium interne. 

A l'inverse des résultats obtenus par l'équipe de BRAJTBURG et col (1984; 

1986), nous avons observé que les lipoprotéines lourdes ou H.D.L protègent mieux le 

globule rouge jusqu'à des concentrations deux fois moindre de cholestérol des 

lipoprotéines. Ce n'est qu'à de très faibles concentrations de lipoprotéines (1/4 des 

concentrations sériques) que l'effet protecteur devient de même amplitude avec les 

classes lourdes et légères. 

' Les lipoprotéines lourdes ou H.D.L assurent la protection du globule rouge 

humain jusqu'à des concentrations très élevées en amphotéricine B (I 0pg/rn1 : 10 fois 

la concentration minimale inhibitrice). 

• En ce qui' concerne l'effet des stérols libres externes, les résultats obtenus 

dans nos conditions expérimentales montrent que l'effet protecteur du cholestérol non 

estérifié sous forme d'agrégats, dépend de la présence d'un transporteur protéique 

(lipoprotéine ou sérum albumine bovine). 

En utilisant comme vecteur les lipoprotéines lourdes, à une concentration 

d'arphotéricine B égale à 5tg/ml, l'effet protecteur du cholestérol libre externe 

augmente significativement. 

En effet, après 2h30  min d'incubation à 37°C les globules rouges retiennent 

80% de leur potassium interne. Ce taux est de 70% en présence des lipoprotéines 

légères. 
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Par contre, en présence de cholestérol libre externe combiné à la sérum 

albumine bovine, les cellules retiennent 40% de leur potassium interne après 90 

minutes d'incubations à 37°C. 

L'addition d'une source d'énergie dans le milieu extérieur tel que le glucose 

à une concentration finale de 20mMJ1 a peu d'influence sur la protection du globule 

rouge contre l'action toxique de l'amphotéricine B libre ou complexée aux 

lipoprotéines sériques. 

En fin, l'effet protecteur des lipoprotéines augmente significativement avec 

la baisse du pH du milieu externe 

Parallèlement à nos expériences, nous avons vérifié que dans les conditions 

utilisées pour le globule rouge, l'amphotéricine B gardait son efficacité et donc son 

effet toxique sur Saccharomyces cerevisiae, (modèle de levures). En effet, la 

croissance de la levure est fortement inhibée par l'amphotéricine B liée aux 

- 	 lipoprotéines sériques à une concentration de 2j.tg/ml. 

Pour compléter ce travail, il serait intéressant d'étudier l'intensité et le sens des 

échanges de lipides (notamment cholestérol, phospholipides et acides gras) entre les 

lipoprotéines et les cellules cibles, d'autre part, de vérifier si nous retrouvons les 

- 	 résultats analogues in vivo c'est à dire chez l'animal. 

Prolongements : extension à d'autres substances médicamenteuses toxiques. 
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