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RESUME

L’objectif de ce travail est une contribution a la compréhension des mécanismes membranaires, impliqués dans la
dormance de Candida albicans ATCC10231 en présence d’'amphotéricine B a 0,4 pg/mL. L'étude par microscopie
électronique a balayage (MEB) et spectroscopie des rayons-X a dispersion d’énergie (SDE-X) a mis en évidence
des transitions morphologiques et membranaires importantes chez les cellules dormantes de Candida albicans
ATCC10231. Les résultats révelent I'existence d’une déformation d’'un diamétre de 2 um, au niveau des surfaces
cellulaires. Cette derniere représente 33,25 % de la surface cellulaire globale et est accompagnée d'une fuite
d’ions, notamment le sodium (16,4%) et le chlore (55,5%).

Les analyses par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier mode-réflexion totale atténuée (IRTF-RTA),
ont montré I'importance du lien qui existe entre cette déformation et la transition des phases lipidiques. Les
spectres IRTF-RTA des cellules dormantes, révélent des variations importantes en phospholipides et en
protéines membranaires. Les analyses statistiques ont confirmé I'apparition de protéines spécifiques, en
conformation secondaire de type B « béta » et des vibrations de phospholipides et stérols qui induisent des
séparations lipidiques, avant la levée de la dormance. Ces résultats ont suscité la conception d’'un modele
mathématique, qui traduit ces différentes constations. La stratégie utilisée fait intervenir la modélisation a base
de systeme multi-agents (SMA). Les résultats de cette modélisation, ont permis de mettre en place une stratégie
de ciblage moléculaire dont le but principal est d’augmenter la stabilité des phases lipidiques associées a
I'amphotéricine B, appelées dans notre étude phases (Lams).

Mots clés : Dormance - Candida albicans - Amphotéricine B - Constituants membranaires - Mécanisme d’action-
Modélisation
SUMMARY

The objective of this work is a contribution to understanding mechanisms of membrane, involved in the dormancy
of Candida albicans ATCC10231 in the presence of amphotericin added to 0.4pug/mL. The study by scanning
electron microscopy (SEM) and Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX), Highlighted important
morphological transitions in dormant cells of Candida albicans ATCC10231. The results show the existence of
deformation with a diameter estimated to 2 microns. This deformation represents 33.25 % of the overall cell
surface, and is accompanied an leakage of ions, especially Sodium (16.4%) and Chlorine (55.5%). Analysis by
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), showed the importance of the relationship between the
deformation and the phase transition of lipid membranes. FTIR spectra of dormant cells reveal important
variations in phospholipids and membrane proteins. The statistical analysis confirmed the occurrence of specific
proteins; with secondary conformation type B-Sheets "beta" and vibrations of phospholipids and sterols. These
variations induce lipid separations before lifting of the dormancy. These results have motivated the development
of a mathematical model, which reflects these findings. The strategy involves modeling based on multi-agent
system (MAS). The results of this modeling were used to develop a molecular targeting strategy whose main
purpose is to increase the stability of the lipid phases associated with amphotericin B, called in our study (Lamg).

Keywords: Dormancy - Candida albicans - Amphotericin B - Constituents membrane - Mechanism of action -
Modeling

Vi
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Introduction

Les mycoses systémiques sont devenues aujourd’hui a travers le monde une cause
de mortalité tres lourde due essentiellement au délai de diagnostic de ces infections
et du terrain sur lequel elles surviennent. En effet, le nombre de ces infections
fongiques a considérablement augmenté durant ces quatre derniéres décennies en
raison d’'une extension de la population a risque et de l'allongement de la survie des

patients qui la constituent.

L'utilisation de pratiques chirurgicales de plus en plus agressives et l'accroissement
du nombre de patients immunodéprimés ont provoqué une augmentation de
lincidence de certaines espéces de levures tel que Candida glabrata,
Candida parapsilosis et Candida tropicalis dans les isolats cliniques.
Cependant, Candida albicans est de loin I'espéce la plus incriminée dans ces

infections.

L'amphotéricine B, chef de file des antifongiques polyéniques, est le traitement de
premiere ligne des mycoses systémiques malgré qu’elle soit a l'origine de
phénoménes toxiques tres séveres mettant en jeu parfois le pronostic vital.
Son spectre d’action tres large, son effet fongicide intense et la tres faible fréquence

d’apparition des souches résistantes constituent ses atouts majeurs.

Néanmoins, pour mieux cibler la prise en charge des mycoses systémiques, une

meilleure compréhension du mécanisme d’action de cette drogue s'impose.

A I'heure actuelle, linteraction de cet antifongique de maniere statique avec
guelques constituants membranaires est largement admise mais reste incompléte
(Morales-Nava R. et coll ., 2013).

Il est connu que l'amphotéricine B, a fortes doses, interagit avec la membrane
plasmique et induit un déséquilibre ionique irréversible causant la destruction de
lintégrité  membranaire et linhibition des processus responsables de la survie
cellulaire. En revanche, a faibles doses, elle provoque un déséquilibre osmotique
réversible qui se traduit par une adaptation membranaire et une réparation rapide

des dommages cellulaires qui sont souvent a l'origine d'échec thérapeutique
(Romero E. A. etcaoll ., 2009).
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Par ailleurs, en 2007, Boucherit et ses collaborateurs ont mis en évidence un autre
phénomene par lequel certaines levures en culture en présence d’amphotéricine B a
une concentration finale de 0,4ug/mL rentrent dans une phase de latence prolongée
dans laquelle elles peuvent se maintenir en équilibre avant de reprendre leur

croissance. Il s’agit du phénomene de dormance.

Les mécanismes moléculaires mis en jeu dans cette période d’adaptation et lors du
réveil des levures pour déclencher une nouvelle division cellulaire, sont trés mal
connus. Une meilleure connaissance de ces mécanismes de survie cellulaire,
permettrait de concevoir de nouvelles stratégies thérapeutiques capables d’éradiquer
cette population de levures et de limiter ainsi le risque de récidive.

Partant de ces données et en vue de mieux comprendre le mécanisme d’action de
'amphotéricine B dans l'induction du phénomene de dormance cellulaire, nous nous
sommes fixés les objectifs suivants :

- Faire une analyse de la morphologie des levures de Candida albicans ATCC10231
incubées en Jl'absence et en présence damphotéricine B a 0,4ug/mL,
par microscopie électronique a balayage (MEB) couplée a la spectroscopie des
rayons-X a dispersion d’énergie (SDE-X).

- Etudier le profil biochimique de la surface membranaire de ces levures par
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier mode-réflexion totale atténuée
(IRTF-RTA).

- Concevoir un modele mathématique de la dynamique membranaire et la formation
des radeaux lipidiques « rafts », tout en se basant sur des systémes multi-agents
(SMA). Ce modele permettra de prédire la dynamique membranaire en présence

d’amphotéricine B et de proposer une nouvelle stratégie de ciblage moléculaire.



Premiere partie
Synthese bibliographique




Premiere partie Synthése bibliographique

1-Propriétés de 'amphotéricine B

1-1- Propriétés physico-chimiques
L'amphotéricine B est un antifongique polyénique qui appartient a la famille des
macrolides non aromatiques. Elle est produite naturellement par fermentation d’'un
actinomycete tellurique, Streptomyces nodosus (Gold W. et coll., 1956).
Les réactions nécessaires a sa biosynthése au sein de ce champignon s’amorcent
par la voie métabolique des polykétides synthases (PKS) et se termine par la voie
métabolique d’addition et d’oxygénation (Caffrey P. et coll ., 2001) (Figure n°la).
La stéréochimie actuelle de la molécule a été établie en 1971 a partir d’'une analyse
par cristallographie aux rayons X du dérivé N-iodoacétyle puis confirmée par RMN.
Elle se compose de 61,09% de carbone, 29,43% d’oxygene, 7,96% d’hydrogene et
1,52% d’'azote avec un poids moléculaire est de 924,09 g/mole et une formule
chimique C47H73NO317 (Alan Xu Q. et coll ., 2011).
L'amphotéricine B est constituée d'un grand cycle lactonique de 38 atomes de
carbone (famille d’agents macrocycliques). Elle comporte dans sa structure deux
parties principales:
- Une partie hydrophile poly hydroxylée polaire constituée d’une fonction lactone,
d’un cétal cyclique a six chainons formés par interaction chimique entre la cétone et
I’hydroxyle, d’un groupement carboxyle et d’'un groupement amine (mycosamine).
- Une partie lipophile constituée de sept (7) doubles liaisons conjuguées appelée
Héptaéne responsable de sa forme allongée. Cette partie est responsable d'un
intense spectre d’absorption dans I'U.V. dans la région 400-280 nm, ce qui permet
de I'étudier par spectroscopie.
La présence de deux parties polaires et apolaires confére a I'amphotéricine B
le caractére amphiphile. La présence des groupes NH, et COOH lui donne le
caractere amphotere (Neumann A. et coll ., 2013) (Figure n°1b).
La structure chimique ainsi que les différentes liaisons de I'amphotércine B sont
responsables en grande partie de sa conformation et de son mécanisme d’action au
niveau membranaire. En effet, Les études spectroscopiques ont montré que son
absorption dépend majoritairement de sa structure stéréochimique et des différentes
liaisons intermoléculaires (Gruszecki W. I. et coll ., 2012).
L’'amphotéricine B & une surface stéréométrique de 113 A°? et des dimensions
moléculaires de 6 A’ de hauteur, 7 A° de largeur et 24 A° de longueur (Wéjtowicz K.
et coll ., 1998) (Figure n°2).
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Figure _n°l1 : FEtapes de la biosynthése (a) et structure chimique de
'amphotéricine B (b) (Volmer A. et coll ., 2010)
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113.80 A?

Figure n°2 : Structure stéréochimique de I'amphotéricine B
(Espada R. et coll ., 2008)
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L'intensité relative des bandes obtenues dans l'ultraviolet (UV) et linfrarouge (IR)
nous renseigne sur la structure qu'adopte cet antifongique au cours des interactions
intermoléculaires.

Il faut rappeler que les spectres ultraviolets (UV) sont enregistrés dans un intervalle
allant de 450 a 280 nm et sont caractéristigues des doubles liaisons conjuguées
(Figure n° 3a). En revanche, les spectres infrarouges a transformée de Fourier
(IRTF) sont enregistrés dans un intervalle allant de 3380 & 1325 cm™ et sont repartis
comme suit :

- 1557 cm™ : vibrations associées aux groupements NH, et COOH

- 3380, 1325 et 1215 cm™ : vibrations associées aux groupements OH et CHj

-1593 et 1010 cm™: vibrations associées aux doubles liaisons (Gagos M. et
Arczewska M., 2010) (Figure n°3b).

L’amphotéricine B se présente sous forme de poudre jaune instable a la lumiere, a
'oxygéne, aux fortes températures et aux pH extrémes. Elle est insoluble dans l'eau,
peu soluble dans les alcools et soluble dans les solvants organiques tels que le
dimethyl sulfoxide (DMSO) ou le dimethyl formamide (DMF) (Schmitt S., 2002).
La toxicité de 'amphotéricine B est liée en grande partie a sa trés faible solubilité en
milieu aqueux a pH 6 (Milhaud J. et coll., 2002). En solution aqueuse,
'amphotéricine B se trouve schématiquement sous trois formes :

- Agrégée responsable de la toxicité

- Oligomeérique (essentiellement dimére) douée d’une moindre toxicité

- Monomeérique peu toxique responsable de I'activité antifongique

L’équilibre entre ces trois formes n’est pas figé, il varie selon la concentration
de l'antifongique, le milieu dans lequel il est solubilisé et I'action des surfactants ou
autres excipients. Nous comprenons alors l'importance du choix du support de
solubilisation pour réduire la proportion de la forme toxique de cette drogue
[(Legrand P. et coll., 1992) ; (Chavanet P. et coll., 1997) ; (Vandermeulen G. et
coll., 2006)].
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1-2- Propriétés biologiques
1-2-1- Spectre d’action

L'amphotéricine B possede un large spectre d’action qui s’étend a deux types
d’infections (Wilkes G. et coll ., 2010) :
- Infections fongiques : Candidoses (Candida albicans), aspergilloses (Aspergillus
fumigatus), blastomycoses (blastomycosis dermatitidis), coccidioidomycoses
(Coccidioides immitis), cryptococcoses (Cryptococcus neoformans), histoplasmoses
(Histoplasma capsulatum), sporotrichoses (Sporothrix schenckii), zygomycoses et
infections a exserohilum (Exserohilum rostratum).
- Infections parasitaires : Infections a fusarium et leishmanioses (Leishmania
donovani).

Elle n’a aucun effet sur les bactéries et les virus (Hall G. A., 2012).

1-2-2- Administration par voie intraveineuse (V)

Pour permettre 'administration de I'amphotéricine B par voie intraveineuse (1V),
il est nécessaire d’améliorer sa solubilit¢ en milieu aqueux afin de diminuer sa
toxicité envers les cellules animales. Parmi toutes les formulations mises sur le
marché & ce jour, les chercheurs et les cliniciens optent en premiére intention pour le
traitement conventionnel commercialisé sous le nom de Fungizone® (Sharon L. et
coll ., 2013).

La tolérance a l'amphotéricine B varie d’'un patient a un autre, par conséquent,
la posologie et la durée du traitement sont adaptées a chaque cas clinique selon le
siege, la gravité de l'infection, I'agent causal et la fonction cardio-rénale.

Son administration se fait par perfusion intraveineuse lente sur une période d'environ
2 a 8 heures et la tolérance du produit par le patient est évaluée par des doses
d'essai pendant 20 a 30 minutes. En cas d’infections séveres provoquées par des
germes peu sensibles, la dose maximale est de 0,7 a 1 mg/kg/J ou de 1,5 a 2 mg/kg

tous les deux jours (Lortholary O. et Duvivier C., 2012).

1-2-3- Pharmacocinétique
Aprés une injection intraveineuse, la cinétique de distribution de I'amphotéricine B
obéit a un modele tricompartimental :
- Un compartiment central ou la molécule lipophile se lie a plus de 90 % aux

protéines plasmatiques.
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- Deux compartiments périphériques, un d'équilibration rapide (ti» 24-48 h) et un
autre d'équilibration lente (ty2 15 jours) ou elle est retrouvée essentiellement dans le
foie et la rate.

L’amphotéricine B a un grand volume de distribution. Des concentrations
sont retrouvées dans de nombreux autres tissus tels que les liquides
pleuraux, péritonéaux et les articulations. Elle est éliminée trés lentement
par les reins et la bile (Atkinson A. J. et Bennet J. E., 1978).

1-2-4- Toxicité et effets indésirables
L'amphotéricine B présente des effets indésirables dominés par quatre types
de portées les plus fréquents sont les réactions liées a la perfusion qui se
manifestent par la fievre, la diarrhée, les nausées, les vomissements et les
céphalées. Certains patients peuvent développer une insuffisance rénale
consécutive a une diminution du débit de filtration glomérulaire qui se traduit
par une augmentation de créatinémie. Des troubles électrolytigues et une
anémie caractérisée principalement par une normochromie et une

normocytose peuvent également étre enregistrés (Kleinberg M. E., 2010).

2- Nouvelles formulations de 'amphotéricine B

Plusieurs stratégies de recherche sont mises en ceuvre pour améliorer I'index
thérapeutique de I'amphotéricine B. Elles se regroupent essentiellement autour de
trois thématiques :

- Les modifications chimiques de la structure globale du macrolide par fixation de
radicaux sur ses deux groupements ionisables, NH, et COOH [(Szlinder-Richert J.
et coll ., 2004) ; (Hac-Wydro K. et coll ., 2005)].

- La modulation de son environnement physico-chimique par modification de la
concentration finale, de la température, du taux d’oxygene et de la force ionique
[(Espada R. et coll ., 2008) ; (Belkherroubi-Sari L., 2009) ; (Boucheri t K. et coll .,
2011)].

- L’association aux agents solubilisants tels que les tensioactifs non ioniques, les
lipides, les émulsions, les copolymeres et les nanoparticules [(Tasset C. et coll .,
1992) ; (Vandermeulen G. et coll ., 2006) ; (Sanchez D. A. et coll ., 2014)].
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Parmi ces différentes stratégies, seules les formulations présentant un bon rapport
tolérance/efficacité sont commercialisées. Actuellement, il existe quatre préparations
galéniques [(Brajtburg J. et Bolard J., 1996) ; (Eriksson U. et coll ., 2001)] :

- Fungizone®: amphotéricine B associée au désoxycholate de sodium

- Abelcet®: amphotéricine B associée au dimyristoyl phosphatidylcholine et
dimyristoyl phosphatidylglycérobiliaire

- Amphotec® ou Amphocil®: amphotéricine B associée au sulfate de cholestérol

- Ambisome®: amphotéricine B incorporée dans des liposomes unilamellaires
constitués de phosphatidylcholine hydrogéné, de cholestérol et de distéaroyl

phosphatidylglycérol.

Il est important de rappeler que depuis sa découverte en 1951 par Hazen et Brown ,
plusieurs travaux tendent a mieux comprendre le mécanisme d'action de
'amphotéricine B. Cependant, et malgré le nombre important de résultats obtenus,
ce dernier n'est que partiellement élucidé. Les effets de 'amphotéricine B sur les
cellules fongiques et animales sont multiples et les résultats obtenus rapportent que
le mécanisme d’action traditionnel de cette drogue s’exerce au niveau membranaire.
C’est pourquoi, il nous a paru nécessaire de donner un apercu de cet édifice
membranaire, de ses différents constituants et de son organisation dynamique avant

de décrire le mécanisme d’action de cette drogue.

3- Membrane plasmique

La membrane plasmique des cellules eucaryotes se présente comme un assemblage
de molécules formant un double feuillet qui sépare la cellule de son environnement
délimitant le cytoplasme cellulaire. Elle contribue de maniere essentielle a la
protection, a la croissance, au développement, a [l'organisation et a la
compartimentalisation du contenu cytoplasmique (Stillwell W., 2013). L’épaisseur de
la membrane plasmique des cellules animales est d’environ 5 nm, alors que celle
des cellules fongiques est d'environ 7 nm (Reshetenko T. V. et coll., 2013)

(Figure n°4).
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Figure n° 4 : Représentation schématique de la membrane plasm ique

(a)- bicouche lipidique (b)- les phospholipides (c) - les stérols et
(d)- les protéines (Darnell J. et coll ., 1993).
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3-1- Composition et structure
3-1-1- Lipides
Nous distinguons deux grandes classes de lipides membranaires incluant les
phospholipides et les stérols (Edidin M., 2003). Ces éléments sont capables de
s'auto-organiser en bicouche avec leurs tétes hydrophiles au contact de I'eau et leurs
chaines hydrophobes compactées a I'intérieur de la membrane (Catala A., 2012).
a- Phospholipides
lls représentent la classe la plus importante dans les structures membranaires dont
la variété dépend de nombreuses combinaisons possibles entre la partie polaire
(hydrophile) et la partie apolaire (hydrophobe). Il existe deux types de
phospholipides :
- Les glycérophospholipides qui sont des triesters du glycérol dont la fonction alcool
du troisieme carbone est estérifiée par I'acide phosphorique ; constituant la téte
polaire orientée vers I'extérieur, tandis que les fonctions alcool des deux autres
carbones sont estérifiées par des acides gras; constituant la partie apolaire orientée
vers l'intérieur (Zeng Y. X. et coll ., 2013).
- Les sphingophospholipides qui sont des associations d’amino-alcool, d’acide gras
et de substituants polaires de méme type que ceux des glycérophospholipides
[(Naka T. et coll., 2003) ; (Valsecchi M. et coll ., 2007)]. lls possedent a la fois un
groupement hydroxyle et un groupement amide qui peuvent étre aussi bien donneur
gu’'accepteur de liaisons hydrogénes (Li B. et coll., 2000). Le ratio massique
sphingophospholipides/glycérophospholipides est de 0,43 (Sonnino S. et coll.,
2007).
b- Stérols
Cette famille est ubiquitaire des cellules eucaryotes. Elle differe des autres classes
de lipides membranaires par leur structure hydrocarbonée composée d’'un noyau
stéroide, d’'une chaine hydrophobe latérale et d’'une fonction alcool hydrophile
(Valitova J. N. et coll ., 2011) (Figure n°5) .
Les stérols sont impliqués dans différentes fonctions biologiques telle que la
résistance au stress osmotique, a l'oxydation et a la peroxydation des lipides
(Dupont S. et coll., 2011). Le ratio massique cholestérol/phospholipides est
d’environ 0,46 et celui de I'ergostérol/phospholipides est d’environ 0,2 (Schneiter R.
et coll ., 1999).
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Figure  n°5 : Structure  chimique des stérols  membranaires

(a)- cholestérol et (b)- ergostérol.
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3-1-2- Protéines

Les protéines constituent 50 a 70% de la masse membranaire. Elles se présentent
sous forme de polymeres constitués d’acides aminés naturels reliés entre eux par
des liaisons peptidigues ou amides. Les protéines membranaires peuvent étre
classées en deux catégories sur la base de leurs interactions avec la bicouche
lipidique. Les protéines dites intégrales présentant au moins une partie incluse dans
la membrane et les protéines périphériques qui n’interagissent qu’avec la partie
hydrophile de la bicouche lipidique (Yeagle P. L., 2014).

Les protéines les plus rencontrés possedent des structures secondaires qui se
contractent par des interactions hydrophobes avec les lipides. Les structures de ces
protéines sont complexes et divisent ces dernieres en deux classes a savoir ; les
protéines en spirale composées de 1 a plus de 20 hélices transmembranaires
appelées protéines en hélice «alpha» et les protéines en tonneaux composées de
8 a 22 brins, appelées protéines en feuillets «béta» [(Schulz E., 2000) ;
(Walian P. et coll., 2004)] (Figure n°6). La fonction principale des protéines est de
fournir une perméabilité sélective a la membrane plasmique (Frost A. et coll ., 2009).
Dans la cellule fongique, les protéines sont associées a un périplasme constitué de

90% de polysaccharides et de 10% de protéines et de lipides.
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Figure n° 6 : Structure des protéines transmembranaires (a)- S  tructure en
feuillets B «béta», (b)- Structure en hélice a «alpha» (Walian P. et coll., 2004).
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3-2- Dynamique et organisation fonctionnelle
Le premier modeéle de la dynamique membranaire dit de mosaique fluide fut proposé
en 1972 par Singer et Nicolson dans lequel les membranes ont tout d’abord été
considérées comme des bicouches lipidiques homogénes.
Aprés diverses spéculations, cette organisation a pu étre expliguée par une
asymetrie du transport membranaire ou les différents constituants peuvent s’arranger
de maniere latérale en fonction de leur structure moléculaire et des conditions de
température et d’hydratation. Ces arrangements peuvent passer d’'un état ordonné a
un état désordonné ce qui peut induire une organisation qualifiee souvent de
séparation de phases lipidiques [(Simons K. et Van Meer G. 1988) ; (Simons K. et
Ikonen E., 1997)].

3-2-1- Formation des radeaux lipidiques «rafts»
La séparation de phase latérale génére une phase liquide-ordonnée (Lo) et une
phase liquide-désordonnée (Ld) (Feigenson G. W., 2007). La coexistence de ces
deux phases n’est possible que lors d'une variation de température, de la
composition en stérol et/ou de la présence dun stimulus externe
[(Vealth S. et Keller S. L., 2002) ; (Mangiarotti A . et coll ., 2014)] (Figure n°7).
- La température de transition de phase (Tm) correspond a la température pour
laquelle les variations d’enthalpie contrebalance le gain d’entropie et générent une
transition entre la phase liquide-désordonnée (Ld) et la phase liquide-ordonnée (Lo)
(Gautier J. et coll ., 2013).
- La composition en stérols conditionne I'apparition de la phase liquide ordonnée (Lo)
et stabilise I'édifice membranaire.
La phase liquide-ordonnée (Lo) correspond aux radeaux lipidiques « rafts » enrichies
en stérols, en sphingophospholipides et en quelques protéines (London E., 2002)
(Figure n°8).
La formation de ces radeaux se fait dans un intervalle de temps de 1 a 25 ms et leur
taille est de 'ordre de 10 nm a 500 nm [(Anderson R. G. et Jacobson K., 2002) ;
(Dietrich C. et coll., 2002) ; (Kusumi A. et Suzuki K., 2005)].

-17 -



Premiere partie Synthése bibliographique

Figure n°7 : Visualisation par fluorescence de linfluence de la variation de la
température et du taux de stérol sur l'inversion d e la phase liquide-ordonnée
(Lo) et de la phase liquide-désordonnée (Ld) (Vealth S. et Keller S. L., 2002).
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Figure n° 8 : Schéma du radeau lipidique «raft» (Albert C. M. et coll ., 2002).
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La capacité des cellules a former les radeaux lipidiques est liée en grande partie a la
différence structurale entre les lipides membranaires. En effet, des études par
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ont révélé que les sphingophospholipides
ont des forces d’interactions plus importantes et donnent lieu a une cohésion latérale
plus grande que les glycérophospholipides.

Les fonctions amides et hydroxyles de la sphingosine des sphingophospholipides
peuvent agir a la fois comme donneurs et accepteurs de liaisons hydrogenes, alors
gue les glycérophospholipides avec deux groupes carbonyles dans cette région ne
possédent que des caractéristiques d’accepteurs (Gulati S. et coll., 2010).
De plus, la longueur de [lacide gras fixé sur la fonction amide des
sphingophospholipides est comprise entre 16 et 24 atomes de carbone, ce qui leur
donne la capacité de s’apparier avec le squelette rigide des stérols de maniére
préférentielle au détriment des glycérophospholipides qui ne posséde que des
chaines courtes et insaturées [(Barenholz Y., 1984) ; (Ramstedt B. et Slotte J.P .,
2002) ; (Bagatolli L. et Sunil Kumar B. P., 2009)].

3-2-2- Role biologique des radeaux lipidiques

Les radeaux lipidigues membranaires sont impliqués dans une grande variété de
processus cellulaires tels que la transduction des signaux, I'endocytose et la
morphologie cellulaire [(Bodin S. et coll., 2003); (Fernow 1. et coll., 2007)].
Plusieurs phénoménes coopératifs conduisent a un couplage entre la composition et
la forme membranaire. Des études récentes ont montré que les transitions
conformationnelles dépendent de la composition en phospholipides, de la fluidité
membranaire et de la séparation des composants dans les radeaux lipidiques
(Fortunatti C. et coll ., 2014) (Figure n° 9). La transition de phase a non seulement
pour effet de changer la courbure de la membrane mais également de regrouper les
radeaux par lintermédiaire des glycoprotéines. Les bords des courbures
membranaires engendrées par les radeaux se caractérisent par une tension de bord
ou de ligne qui conduit a une déformation membranaire connue sous le nom de
«Domaine-Induced-Budding» (DIB) [(Lipowsky R., 1993); (Dimova R. et
Lipowsky R., 2012)].
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Figure n° 9 : Bourgeonnement d’un domaine membranaire ( B) inclus dans des

phases liquides ( «a). La longueur du bord diminue pendant le processus de
bourgeonnement de (1) a (3) et conduit & une déform ation membranaire

(Lipowsky R., 1993).
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3-2-3- Perturbation des microdomaines

Apres I'exposition de la membrane a un stimulus externe ou a des modifications de la
flexibilité par des forces et des interactions moléculaires, la distribution ainsi que le
rythme de la formation des microdomaines s’altere (Chamberlain H. L., 2004).

L’action des détergents induit une transition de phase et une formation de régions
appelées detergent-resistant-membranes (DRM), similaires aux rafts biologiques et
sont riches en stérols et en sphingolipides [(Filatov A. et coll ., 2003) ; (Brown A. D.,

2006)]. Le choc osmotique provoque une décompression au niveau des rafts,
une redistribution protéique et une réduction du nombre de microdomaines
[(Toroser D. et Huber R., 1997); (Labilloy A. et coll., 2014)].
La présence de molécules telles que les cyclodextrines ou les polyenes induit une
séquestration des stérols et une déstabilisation de la formation des radeaux
(Onodera R. et coll ., 2013). Il est a noter que l'utilisation des agents exogenes ne
permet pas systématiguement de détruire la membrane mais engendre une
association de ces derniers a des composants spécifiques dans des régions appelés
«super-rafts» (Witkowski T. et coll ., 2012) (Figure n°10).
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Figure n°10 : Difféerents états d’équilibre et de non équilibre des phases

lipidiques en présence d’'un agent perturbateur (Fan J. et coll.,, 2010).
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4- Mécanisme d’action de 'amphotéricine B

4-1- Effets membranaires
L’'amphotéricine B interagit avec les cellules en se liant aux stérols membranaires ce
qui perturbe l'organisation phasique des lipides et la perméabilité membranaire
induisant ainsi la fuite de diverses petites molécules (Morales-Nava R. et coll .,
2013).
La formation des canaux ionigues est un processus trés rapide qui se produit en
millisecondes selon un modéle dans lequel les molécules d’amphotéricine B sont
entourées par les stérols membranaires [(Hartsel S. C. et coll ., 1994) ; (Romero E.
A. et coll ., 2009)] (Figure n°® 11).
Deux types de pores se forment successivement lorsque la concentration en
amphotéricine B augmente, le premier est perméable uniquement aux cations
monovalents (Romero E. A. et coll., 2009). En revanche, le deuxieme est
perméable aux anions et aux grands électrolytes, comme le glucose
(Cohen B. E., 1992). La formation des canaux transmembranaires dépend non
seulement de la composition en lipides et en protéines membranaires mais aussi des
liaisons phospholipides/amphotéricine B qui se forment par interaction entre le
groupement NHs* de I'amphotéricine B et le groupement PO* des phospholipides
[(Clejan S. et Bittman R., 1985); (Matsuoka S. et coll., 2003);
(Mouri R. et coll ., 2008)].
Les complexes stérol/amphotéricine B formés par le biais des liaisons hydrogenes
entre le 3-B hydroxyl du stérol et le groupement NH, de I'amphotéricine B sont
stabilisés par des interactions de Van Der Walls entre le chromophore de
'amphotércine B et la partie lipophile du stérol et par des forces de Colomb
[(Baran M. et coll ., 2009) ; (Palacios D. S. et coll ., 2011)].
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Figure  n°11 : Représentation schématique des interactions de

'amphotéricine B avec la membrane plasmique.
(a)- Les interactions moléculaires AmB/stérol et (b )- AmB/phospholipides

[(Matsuoka S. et coll ., 2003) ; (Wilcock B. et coll ., 2013)].
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La sélectivité de 'amphotéricine B pour la cellule fongique est la conséquence d’'une
affinité beaucoup plus marquée pour ['ergostérol que pour le cholestérol
(Matsumori N. et coll., 2004) (Figure n° 12).

Cette différence d’affinité est liée aux propriétés structurales des deux stérols.
En effet, la présence de doubles liaisons supplémentaires au niveau de I'ergostérol,
une dans le noyau stéroidien en C;g et une autre dans la chaine alkyle en Cjy;.23,
augmente la densité délectron et diminue la flexibilité membranaire
[(Norman A. W. et coll ., 1972) ; (Baran M. et coll ., 2009) ; (Mannock D. A. et coll .,
2010)]. De plus, I'existence des interactions électroniques de type (1r-1r) entre les
constituants du complexe formé d’ergostérol stabilise les pores et donne au canal
AmB/Ergostérol un diamétre plus large par rapport au canal AmB/Cholestérol
[(Baginski M. et coll ., 2002) ; (Baran M. et coll ., 2009) ; (Mannock D. A. et coll .,
2010)].

4-2- Autres effets cellulaires

Outre la faculté a former des pores transmembranaires, 'amphotéricine B agit sur la
cellule a plusieurs niveaux (Gray K. C. et coll. , 2012) (Figure n°13).

Elle induit la formation des radicaux libres d’O, responsables des peroxydations
lipidiques et de la lyse cellulaire, augmente la concentration du calcium intracellulaire
dans les cellules fongigues et inhibe I'action de 'ATPase a protons des cellules
fongiques (Candida albicans) et 'ATPase Na'/K* des cellules animales ainsi que la
pénétration du phosphore minérale dans les cellules [(Rogers P. D. et coll ., 1999) ;
(Sangalli-Leite F. et coll., 2011)]. Elle peut egalement altérer les protéines, les
acides nucléiques et quelques organites entrainant ainsi la mort cellulaire
(Mowat E. et coll ., 2008).
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Figure n° 12 : Interaction de 'amphotéricine B avec les stéro  Is membranaires
(a)- AmB/ergostérol et (b)- AmB/cholestérol (Neuman n A. et coll ., 2013).
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Parmi les effets de I'amphotéricine B, linduction de la dormance cellulaire
chez les cellules fongiques est de découverte plus récente. Les mécanismes

aboutissant a ce phénoméne restent pour le moment trés mal connu.

4-3- Phénomene de dormance

Parmi les travaux qui ont visé a comprendre ce mécanisme d'adaptation
cellulaire nous pouvons citer ceux de Liao et ses collaborateurs (1999)
et (2003), qui ont montré que les cellules de Candida albicans exposées a
des concentrations d’amphotéricine B comprises entre 0,5 et 1upg/mL sont
incapables de se multiplier mais peuvent «ressusciter» si le temps
d’'incubation est prolongé au-dela de 15h a 22°C. De plus, en 2007,
Boucherit et ses collaborateurs, ont étudié le phénomene de dormance en
utilisant la cytométrie en flux. Ces auteurs ont évalué in vitro l'effet de
'amphotéricine B a une concentration finale de 0,4ug/mL sur des cellules de
Candida albicans ATCC10231. Ces auteurs ont montré que les levures qui
eéchappent a l'effet toxigue de l'amphotéricine B rentrent dans une phase de
latence qui se prolonge jusqu'a 21h, avant de reprendre leur croissance
avec un taux d’inhibition de 45%.

Devant ces résultats, des travaux tendent a caractériser cet état cellulaire,
pour comprendre par quel mécanisme les cellules dormantes peuvent
ressusciter apres avoir été exposées a l'amphotéricine B. Cet état de
dormance est favorisé par une organisation membranaire différente en
présence de cet antifongique. En effet, les changements induits par cette
drogue sont liés d'une part a une contraction volumique importante des
cellules causée par la fuite dions. D’autre part, a une modification de
l'organisation structurale des lipides membranaires qui résulte de la
séquestration des stérols (Dupont S. et coll ., 2011).

L’hypothese principale pour expliquer la perméabilisation de la membrane
plasmique impligue une diminution ou une augmentation de la surface
membranaire  par des phénomenes de transition  morphologiques.
L'altération de la membrane plasmique aprés exposition a de fortes
concentrations d'amphotéricine B résulte de la concomitance entre les

transitions de phases lipidiques et la contraction volumique cellulaire.
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Dans le cas dune exposition a une concentration finale de 0,4 pg/mL
d’amphotéricine B ou la survie cellulaire est moins affectée, les modifications
membranaires ainsi que les mécanismes associés a la survie des levures
sont pour le moment mal connus et méritent une étude plus approfondie afin

d’étre élucidés.

5- Etat de l'art et conception de la thése

L’étude bibliographique a montré que l'activité pharmacologique de 'amphotéricine B
est nécessairement liée a son interaction chimique ou physico-chimique avec sa
cible biologique, c'est-a-dire bien souvent son site d'action cellulaire.
Du degré de la complémentarité de I'amphotéricine B avec son site d’action
dépendra l'intensité de la réponse biologique et la manifestation de [lactivité
pharmacologique sélective. L'objectif de nos travaux sur le phénoméene de dormance
est de développer de nouveaux outils permettant d’améliorer la compréhension du
mécanisme d’action de I'amphotéricine B et de prendre en charge les échecs
thérapeutigues en milieu hospitalier en proposant une stratégie de ciblage
moléculaire et une surveillance adaptée.

Les stérols représentent une fraction importante des lipides membranaires et sont
décrits comme composants importants pour la stabilité de la membrane plasmique.
Outre leurs rdles dans des phénomeénes physiologiques, ils rééquilibrent les
transitions phasiques des bicouches lipidiques et sont notamment impliqués dans la
résistance des cellules a des perturbations physiques, osmotiques et chimiques,
comme I'exposition a 'amphotéricine B (Dupont S. et coll ., 2011).

Un intérét particulier a été porté sur I'étude de I'impact des domaines riches en
ergostérol et leurs réles dans la survie des levures de Candida albicans.

La perturbation par l'interaction membranaire de I'amphotéricine B entraine une
réorganisation membranaire qui donne aux cellules le potentiel d’acquérir des
modifications morphologiques et biochimiques importantes et de s’adapter au stress
osmotique causé par cette drogue.

Dans cette étude, nous avons cherché a comprendre les mécanismes membranaires
impliqués dans la survie des cellules dormantes de Candida albicans ATCC 10231
exposées a une concentration sub-inhibitrice d’amphotéricine B (0,4pug/mL).

Cette étude a porté sur trois volets :

-28 -



Premiere partie Synthése bibliographique

- Analyse morphologique des cellules par microscopie électronique a balayage
(MEB) couplée a la spectroscopie des rayons-X a dispersion d’énergie (SDE-X).

- Analyse biochimique de la surface membranaire par spectroscopie Infrarouge a
transformée de Fourier mode -réflexion totale atténuée (IRTF-RTA).

- Construction d'un modele mathématique de la dynamique membranaire et la
formation des radeaux lipidigues « rafts » tout en se basant sur des systemes
multi-agents (SMA). La démarche utilisée consiste a prédire la dynamique
membranaire en présence et en l'absence d’amphotéricine B et a proposer une

nouvelle stratégie de ciblage moléculaire.
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Ce travail est réalisé aux laboratoires « Antibiotiqgues Antifongiques : physico-chimie,
synthese et activité biologique (LapSab)», « microscopie électronique Il (LME II) » -
Université Aboubekr Belkaid de Tlemcen et « structure et fonction des membranes

biologiques (SFMB)» - Université Libre de Bruxelles.

1 ® chapitre : Analyse morphologique des cellules de Candida albicans

ATCC 10231 incubées en I'absence et en présence d'a mphotéricine B

1- Matériel
1-1- Milieu de culture
Les cultures de Candida albicans sont menées sur milieu Sabouraud liquide dont la

composition pour 1 litre est la suivante :

Extrait de levure 39
Peptone 10g
Glucose 20g

Le pH du milieu est ajusté a 5,6 + 0,2
La stérilisation du milieu liquide et solide contenant 2% d’'agar-agar se fait par

autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

1-2- Candida albicans
Nous avons utilisé comme modele de levure la souche Candida albicans
ATCC 10231 American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). Il s’agit d’'une
souche de sérotypage A caractérisée par une reproduction asexuée (anamorphe).
Elle est isolée chez I'homme présentant une mycose broncho-pulmonaire.
Les levures sont entretenues par repiquages réguliers et  successifs sur

Sabouraud gélosé et conservées a +4°C.

1-3- Amphotéricine B
Nous avons utilisé l'amphotéricine B pure provenant des laboratoires Sigma.
La solution meére dantifongique est préparée en extemporané dans du
diméthyl sulfoxide (DMSO) & une concentration de 10> M puis ajustée & 10®* M au
spectrophotometre a 416 nm selon la formule A= € Cl (€416 = 121 400).
L'antifongique est utilisé a une concentration finale de 0,4ug/mL pour les tests
d’efficacité vis-a-vis de Candida albicans ATCC 10231 (Boucherit Z. et coll ., 2007).
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2- Méthodes

2-1- Croissance des levures

2-1-1- Préparation de la préculture

A partir d’'une culture de Candida albicans ATCC 10231 sur milieu Sabouraud gélose
et conservée a +4°C, nous avons prélevé aseptiquement quelques colonies a l'aide
d’'une anse de platine que nous avons ensemenceé dans des tubes stériles contenant
10 mL de milieu Sabouraud liquide. Cette premiere préculture est incubée a 30°C
dans un incubateur de paillasse (Orbital Shaker, Thermo-forma) pendant 6h sous
agitation continue a une vitesse de 130 tours/minute.
A partir de cette derniere, un volume de 1mL est préleveé et transféré dans 10mL de
milieu Sabouraud liquide puis placé dans une étuve bactériologique (Memmert) a
30°C pendant 24 heures.

2-1-2- Croissance en milieu liquide
Les cultures de Candida albicans ATCC10231 sont menées dans des Erlenmeyers
de 250 mL contenant 100mL de milieu Sabouraud liquide (pH 5,6 £ 0,2) en I'absence
et en présence d’amphotéricine B. La concentration cellulaire de départ est fixée a
2.10%cellules/mL (Boucherit-Atmani Z., 2007).
Les Erlenmeyers sont ensemencés aseptiguement par des levures provenant d’'une
préculture de 24 heures.
La solution d’antifongique est ajoutée au milieu de culture a une concentration finale
de 0,4 pg/mL au méme moment que I'inoculum, ce qui correspond au temps zéro de
la croissance.
L’incubation est réalisée dans un incubateur de paillasse (Orbital Shaker, Thermo-
forma) a 30°C sous agitation continue a 130 tours/minute pendant 48 heures.
La mesure de la croissance se fait par dénombrement des levures viables sur cellule

de Thoma toutes les 60 minutes.
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2-2- Analyse morphologique par microscopie électron ique a balayage (MEB)

couplée a un systeme d’analyse par spectroscopie de s rayon-X a dispersion

d’énergie (SDE-X)

2-2-1- Principe

La microscopie électronique a balayage est une technique qui permet de balayer la
surface de I'échantillon a I'aide d’un faisceau électronique d’'un diamétre de quelques
nanometres. Cela permet de visualiser des caractéristiques morphologiques avec un
agrandissement élevé et une profondeur de champ accrue.
Pendant le balayage, il se crée un rayonnement X qui peut étre enregistré par
un systeme d'analyse dispersive en énergie. L'analyse spectroscopique des rayon-X
a dispersion d’énergie (SDE-X) permet de connaitre la composition élémentaire
gualitative et/ou quantitative d'un échantillon a partir de la mesure par une diode
Si(Li) des énergies de photons X émis par la région de I'échantillon bombardée par le
faisceau d'électrons (Lyman C. E . et coll ., 1990) (Figure n°14).
Diverses interactions entre les électrons incidents primaires et les cellules génerent
des signaux électroniques qui sont utilisés pour construire les images et d’autres des
rayons-X pour la microanalyse chimique.
En pénétrant dans I'échantillon, le fin pinceau d'électrons diffuse peu et constitue un
volume d'interaction (poire de diffusion) dont la forme dépend principalement de la
tension d'accélération et du numéro atomique de I'échantillon (Figure n°15).
Sous l'impact du faisceau d'électrons accélérés, des électrons rétrodiffusés et des
électrons secondaires émis par I'échantillon sont recueillis sélectivement par des
détecteurs qui transmettent un signal a un écran cathodique dont le balayage est
synchronisé avec le balayage des cellules.
La rencontre entre le faisceau électronique incident et les atomes de la surface de
I'échantillon génére des photons X. Le traitement des signaux X permet de trier les
photons par énergie, d'attribuer chaque photon détecté a un élément chimique et de
compter les photons en fonction de leur énergie (en eV). Il est donc possible de
procéder a une analyse chimique qualitative et quantitative. Les photons X de trop
basse énergie ne peuvent étre détectés, l'analyse SDE-X ne détecte pas les

éléments a petit numéro atomique (H, He, Li, Be, B).
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Figure n° 14 : Représentation schématique d'un microscope élect ronique a

balayage (MEB) equipé d'un spectrometre des rayons- X a dispersion d’énergie
(SDE-X).
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Figure n° 15 : Représentation schématique des interactions déte  ctées entre

les faisceaux d'électrons et la surface de I'échant  illon (poire de diffusion).
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2-2-2- Préparation des échantillons

Les levures sont prélevées aseptiquement des différentes cultures, en I'absence et
en présence d’amphotéricine B a 0,4 pg/mL. Elles sont ensuite lavées et centrifugées
a 12000 tours/min dans des tubes eppendorff stériles.

Les cellules ainsi préparées sont déposées sur des fines lamelles afin de les
déshydrater et de les fixer a la chaleur en vue de leur observation au microscope
électronique a balayage (Hitachi TM-1000) opérant sous une tension d’accélération
de 15 KeV.

2-2-3- Analyse microscopique
a- Calcul de I'indice morphologique (Mi) des cellul  es

La morphologie cellulaire est examinée par microscopie électronique a balayage et
déterminée par I'équation de Merson-Davies et Odds établie en 1989.
L’indice de morphologie est défini comme suit : Mi = Is/d? (Figure n°16).

Ou : (I) est la longueur de la cellule, (d) est le diamétre maximum de la cellule et
(s) le diamétre a la jonction du septum

Cet indice est déterminé pour 10 cellules prises au hasard en l'absence et en
présence d’amphotéricine B a une concentration finale de 0,4ug/mL.
Les différentes valeurs obtenues sont analysées par une méthode statistique

descriptive.

Figure n°16: Principe du calcul de l'indice morphologique chez Candida
albicans ATCC10231 (Merson-Davies L. A. et Odds F. C., 198 9).

-36-



Deuxieme partie Matériel et méthodes

b- Modélisation de la morphologie en 3 dimensions ( 3D)
Les microphotographies sont analysées par le logiciel ImageJ du domaine public
écrit et développé en Java par Rorsband, depuis 1997, au NIH (National Institues of
Health) Bethesda, Maryland, USA, 1997-2008.
Les méthodes utilisées dans cette analyse sont des méthodes de références du
tutorial ImageJ. La conversion des pixels en longueurs réelles est reéalisée a l'aide
de l'outil « Straight line » Analyse>Set Scale (616,029 pixels est égale a 10um).
Les microphotographies sont ajustées a 8-bits avec Image>Type>8-bit, avec le
méme contraste en utilisant la fonction Adjust>brightness>contrast.
Les analyses sont effectuées sur des images binarisées et le calcul des différents
indices de morphologies (Mi) est effectué en utilisant Set Measurements
(Feretsdiameter) apres calibration.
Des analyses en ROI (Region Of Interest) sont réalisées sur des cellules
sélectionnées au hasard en l'absence et en présence damphotéricine B.
Ces derniéres prennent en considération le profil d’intensité (Plot profile), la surface
cellulaire (Surface plot) et lintensité du profil en 3D (Interactive 3D Surface plot).
Les résultats obtenus permettent de comparer qualitativement et quantitativement
lintensité et la localisation des changements surfaciqgues dans les échantillons
d’'intérét et aussi d’en déduire l'aspect de laltération cellulaire en présence de

I'antifongique.
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2 °M chapitre : Analyse biochimique de la surface membr  anaire des cellules de
Candida albicans ATCC 10231 incubées en labsence et en présence

d’amphotéricine B

1- Matériel

1-1- Candida albicans
Nous avons utilisé la souche de référence Candida albicans ATCC 10231 American
Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). La souche est conservée dans du

glycérol 90% a - 80°C dans des tubes eppendorf.

1-2- Amphotéricine B
Nous avons utilisé l'amphotéricine B pure provenant des laboratoires Sigma.
La solution mere d’antifongique est préparée en extemporané dans du diméthyl
sulfoxide (DMSO) & une concentration de 10° M puis ajustée & 10* M au
spectrophotometre a 416 nm selon la formule A= € Cl (€416 = 121 400)

L’'antifongique est utilisé a une concentration finale de 0,4ug/mL.

2- Méthodes

2-1- Croissance des levures
Etant donné la sensibilité de la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
mode-réflexion totale atténuée (IRTF-RTA), les étapes de la culture cellulaire de
Candida albicans, revétent une importance majeure pour la reproductibilit¢ des
mesures spectroscopiques. Pour ce faire, nous avons pris en considération
linfluence de plusieurs parametres, a savoir le temps d’incubation, le milieu de

culture, la méthode d’ensemencement et le mode de conservation des cellules.

2-1-1- Préculture
A partir des cellules conservées a - 80°C, nous avons préparé une préculture par
incubation des levures a 30° C pendant 24h sous agitation continue a 130 tours/min.

2-1-2- Culture
Les cellules prélevées de la préculture sont mises en suspension dans le milieu
Sabouraud liquide puis placées dans un incubateur de paillasse a 30°C sous
agitation continue a 130 tours/minute. La croissance est suivie pendant 48 heures et
la mesure de la cinétique de division est réalisée par dénombrement des levures

viables sur cellule de Thoma toutes les 60 minutes.
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La solution antifongique est ajoutée au milieu de culture a une concentration finale
de 0,4 pg/mL au méme moment que I'inoculum ce qui correspond au temps zéro de

la croissance.

2-2- Analyse par spectroscopie infrarouge a transfo rmée de Fourier
mode-réflexion totale atténuée (IRTF-RTA)
2-2-1- Principe

Le principe de la spectroscopie infrarouge est semblable a celui de la
spectrophotométrie dans le visible ou l'ultraviolet. L'analyse des radiations absorbées
permet d’identifier les transitions entre les niveaux d’énergie et d’en déduire des
informations sur la structure de la molécule. Dans le visible et I'UV, les radiations
absorbées correspondent a des transitions entre les niveaux d'énergies
électroniques. Dans l'infrarouge, les énergies mises en jeu sont principalement des
énergies de vibration et de rotation.
Le rayon infrarouge est arbitrairement divisé en 3 catégories, le proche infrarouge
(12500-4000 cm™), le moyen infrarouge (4000-400 cm™) et le lointain infrarouge
(400-10 cm™) (Figure n° 17).

Spectre Visible

o 15 [ 1000
Infrarouges Proches Infrarouges Moyens Infrarouges Lointains

Figure n° 17 : Spectre électromagnétique et domaine infrarouge.
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La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier mode-réflexion totale atténuée
(IRTF-RTA) représente plusieurs avantages, a savoir une rapidité d’acquisition, un
rapport signal- bruit, une reproductibilit¢ de I'échelle de fréquences, une bonne
résolution spectrale et une fiabilité des résultats et permet de:

- Suivre le changement chimique sur une épaisseur d’environ 1um de maniere non
destructive et en temps réel

- Procéder a I'analyse sans aucune préparation requise

- Analyser les macromolécules individuelles (ADN, ARN, lipides, protéines) qui
constituent les cellules

- Caractériser des systemes complexes tels que les surfaces cellulaires et tissulaires
(Barth I. et Haris P., 2009) .

Le spectre infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) représente, par conséquent, la
somme des contributions issues des protéines, des lipides, des polysaccharides et
de toutes les autres especes chimiques (Fahmy K., 2013). Il donne une image
instantanée sur la division, la différentiation, la croissance et le meétabolisme
cellulaire (Naumann D. et coll ., 1991a). Des lors, le spectre infrarouge des cellules
ne permet pas de fournir des informations sur un seul ou méme quelques composés
spécifiqgues présents mais procure une empreinte spectrale globale de I'échantillon
(Naumann D. et coll ., 1991b).

Au niveau membranaire, la spectroscopie IRTF-RTA donne une information globale
des composants biochimiques. La fréquence de vibrations est sensible aux
interactions fines entre les groupes chimiques et leur environnement.
En effet, 'avantage majeur de cette technique est de pouvoir étudier les
changements dans la composition ainsi que les modifications dans la conformation
des molécules biologiques.

La majorité des bandes spectrales d’absorption d’'intérét biologique se retrouve dans

la gamme de fréquences qui s'étend de 4000 & 900 cm™.

2-2-2- Préparation des échantillons
A partir d’'une culture de levure dans du milieu Sabouraud liquide en I'absence et en
présence d’amphotéricine B, nous avons prélevé 200uL pour le dénombrement des
cellules viables sur cellules de Thoma et 800 pL pour I'analyse spectroscopique.
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Pour la préparation des échantillons pour I'analyse spectroscopique, nous avons
séparé les cellules de leur milieu de culture par une centrifugation a une vitesse de
12000 tours/minute pendant 10 minutes.

Les cellules sont lavées trois (3) fois avec du sérum physiologique a 9% de NacCl
puis ressuspendues dans de 'eau distillée stérile.

Un volume de 2uL de chaque préparation (suspension cellulaire lavée) est déposé
sur le cristal de diamant et déshydraté a I'aide de I'azote gazeux N,” afin d’obtenir un
film cellulaire sec, transparent et d'épaisseur homogéene. Rappelons que la
déshydratation des dépbts est une étape indispensable en analyse IRTF-RTA car

elle permet de réduire la contribution de I'eau dans les spectres.

2-2-3- Acquisition des spectres IRTF-RTA
Les analyses sont effectuées au spectrometre infrarouge a transformée de Fourier
mode-réflexion totale atténuée (IRTF-RTA) modéle Bruker Equinox 55 diamond
(Bruker, Karlrruhe, Germany) qui fonctionne dans une gamme de fréquence allant de
7500 & 370 cm™. Il permet d'acquérir des spectres dans le moyen et le proche
infrarouge. L’Equinox 55 est équipé d'une source infrarouge de type Globar,
d'un interférométre de type Rocksolid™, d'une séparatrice en KBr isolée de
'atmospheére et d'un détecteur MCT (Mercure Cadmium Telluride) refroidi a l'aide
d’azote liquide. L’appareil est continuellement purgé par de I'air sec produit par un
générateur de gaz pour éviter l'influence des parametres atmosphériques sur la
reproductibilité des spectres lors des mesures. Les éléments de réflexion interne de
diamant sont utilisés sur une Golden Gate micro RTA de Specac (Orpigton, UK).
Un ordinateur en interface avec le spectrometre IRTF-RTA permet I'acquisition,
la commande des mesures et le traitement des spectres par le logiciel OPUS

(Bruker Optics, version 3.0).

2-3- Analyse des données
D’'une maniére générale, les spectres IRTF-RTA contiennent des informations qui
présentent un intérét analytique. Cependant, I'extraction de ces informations reste
problématique en raison de la superposition des informations spectrales.
Les spectres sont sélectionnés par le logiciel OPUS (BrukerOptics, version 3.0) qui
permet non seulement de les traiter mais propose également d’autres méthodes
statistiques telles que la construction des bases de données ainsi que la

comparaison et la classification des profils spectraux.
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2-3-1- Prétraitement des spectres IRTF-RTA

Selon les recommandations de Goormaghtigh E. (2012), apres seélection des
spectres d’'intérét par le logiciel OPUS, les données brutes doivent étre soumises a
un test de qualité qui permet d’éliminer les mauvais spectres puis prétraiter les autres
par des méthodes de correction, de dérivation et de normalisation.

Le prétraitement des spectres est réalisé au moyen de Kinetics (un logiciel
développé sous Matlab). Il s’agit de supprimer au maximum la variance liée a I'étape
de mesure et donc ne garder que celle incombée a [I'échantillon biologique
permettant ainsi une comparaison statistique optimale des spectres
(Sarroukh R. et coll ., 2013).

Dans un premier temps nous avons procédeé a une soustraction de la contribution de
la vapeur d’eau et des lignes de base en définissant une absorbance nulle pour les
nombres d’onde suivants : 3970 3712 3629 2988 2700 1800 1756 1725 1481
1185 934 801cm™. Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé une normalisation
des spectres en utilisant le pic de I'amide | et de I'amide Il correspondant aux
protéines situées entre 1725 et 1410 cm™. Enfin, nous avons filtré les spectres en
définissant le bruit comme la déviation standard dans la région du spectre entre
1900 et 2000 cm et le signal comme le maximum de la courbe comprise entre

1750 et 1480 cm-.

2-3-2- Analyse paramétrique des données
Un spectre infrarouge contient beaucoup d’informations. Chaque nombre d'onde
constitue une variable. Pour une membrane cellulaire, le nombre de variables devient
rapidement énorme et les données compliquées a interpréter. Dans cette partie nous

avons introduit des méthodes d’analyses statistiques.

a- Test de Student
Afin de comparer les spectres des cellules de différentes populations, nous avons
réalisé le test de Student. Il s’agit d'un test d’hypothése paramétrique sur la moyenne
d’'un échantillon ou sur la comparaison des moyennes de deux échantillons.
Dans notre cas, il est appliqué a chague nombre d'onde de la zone spectrale
contenant les informations biologiques. Dans un test d’hypothése ayant pour but la
comparaison de deux échantillons, nous avons voulu savoir s'il existe une différence

significative entre la moyenne de deux échantillons. Les hypotheses testées sont :
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- Hypothése nulle HO : pl=p2 qui signifie qu'il n y a aucune différence entre les
moyennes des deux populations

- Hypothese alternative H1 : pl#u2 qui indique que les moyennes entre les deux
populations sont significativement différentes

Ce test est réalisé avec différents seuils de signification a. La valeur de a est la
probabilité avec laquelle I'hypothése nulle risque d’étre rejetée alors que celle-ci est

correcte. Ce test se formule selon I'équation suivante:

XX, (n;—1)xS;+(ny—1)%S
T = 1—X> Sp = 1 1+(2—-1)XS,
Spx ,L.,_L ng+n;—2
n; np

Ou X, est la moyenne de I'échantillon i

n, est la taille respective de I'échantillon i

Sy est I'ecart type pondéré des deux échantillons
Sireprésente I'écart type de I'échantillon i

b- Analyse en composantes principales (ACP)

L'analyse en composantes principales est une technique qui permet de faire la
synthese de [linformation contenue dans un grand nombre de variables.
L'objectif de cette analyse est de réduire le nombre de variables a un nombre plus
restreint non corrélées entre elles. Ainsi, les composantes principales sont de
nouvelles variables, indépendantes, combinaisons linéaires des variables initiales,
possédant une variance maximale. L’ACP peut fournir une représentation graphique
d’'un nombre important de données permettant une interprétation de la variance
contenue dans les spectres.

D’'un point de vue géométrique, I'ACP est une transformation vectorielle dans
'espace (Figure n° 18). Il s'agit d’'une transformation appliquée aux axes qui définit
de nouvelles coordonnées axiales correspondant aux composantes principales.
La premiére composante principale représente la direction avec la plus grande
variance, la deuxieme direction avec le plus de variabilit¢ se retrouve dans la
deuxieme composante principale, orthogonale a la premiere.

Mathématiquement, chaque spectre IRTF-RTA est une combinaison linéaire de
p nombres d’ondes. Nous avons considéré un ensemble de n spectres pour lesquels
nous avons écrit une matrice A [nxp] (échantillons x variables).
Un spectre correspond a une ligne et une colonne désigne un nombre d’onde.

Chaque élément de cette matrice représente I'absorbance d’'un spectre a un nombre
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d’onde particulier. Les vecteurs propres sont obtenus en diagonalisant la matrice de
covariance de A [pxp’]. Ceux-ci sont appelés les composantes principales (CP) et
définissent les nouveaux axes. En pratique, presque la totalit¢é de la variance
comprise dans les données est expliquée en utilisant les 3 ou 4 premieres
composantes principales. L'ACP nous permet de représenter les spectres dans
'espace des composantes principales et de corréler la majorité de l'information a un

nombre restreint de variables.

Figure n° 18 : Rotation des axes originaux par une ACP dans un e space a deux
dimensions. L’ellipse représente la distribution de s données. X1 et X2 sont les
axes de départ et la rotation effectuée par 'ACP f ournit le nouveau systeme
d’axes CP1, CP2.
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c- Classification hiérarchique ascendante (méthode de Ward)

Cette meéthode de classification rassemble les spectres qui présentent des
caractéristiques communes. C’est un processus simple et répétitif qui peut étre défini
comme suit. Au départ, chaque spectre représente un groupe, le nombre de groupe
est par conséquent égal au nombre de spectres. Ensuite les deux groupes aux
caractéristiques les plus proches sont fusionnés pour créer un nouveau groupe de
taille plus importante. Pour chaque groupe, la somme des carrés des écarts des
membres du groupe par rapport a son barycentre est calculée. Les deux groupes qui
seront fusionnés sont ceux pour lesquels 'augmentation de la somme des carrés des
écarts est minimale. Le processus de fusion est répété n-1 fois (n étant le nombre de
spectres), c'est-a-dire jusqu'a ce qu’il n'y ait plus qu'un seul et unigque groupe.
Le résultat de cette analyse est fourni sous la forme d'un dendrogramme
(Figure n° 19).
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Figure n°19 : Représentation d'un dendrogramme.
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3 °™® chapitre : Simulation & base de systtme multi-agen ts (SMA) de la
dynamique membranaire, modélisée en l'absence et en présence

d’amphotéricine B

La thématique de recherche posée dans cette étude concerne la compréhension, la
modélisation et la simulation des changements membranaires observés au cours des
deux chapitres précédents.

L’'impact de I'amphotéricine B sur la membrane plasmique de Candida albicans
ATCC 10231 se traduit par des changements membranaires importants.
Dans le but de comprendre par quels mécanismes membranaires ces changements
évoluent au cours du temps et de dresser une stratégie de ciblage moléculaire, nous

avons eu recours aux outils de la modélisation mathématique.

1- Fondements de la modélisation

1-1- Principe de la modélisation
Dans la modélisation, la représentation mathématique est une image simplifiée de la
réalité qui permet de comprendre le fonctionnement d’un systeme en fonction d’une
guestion. Tout modéle mathématique est constitué de la description de :
- La structure du systéme qui incorpore les spécifications sémantiques intégrées
- Des fonctionnements réguliers (ou non) qui modifient cette structure au cours du
temps
- La structure du systéme (ou état) qui peut aller d’un ensemble de variables
guantitatives (numériques) ou qualitatives (a valeurs discrétes) jusqu’a un ensemble

d’entités munies de propriétés et de relations entre elles (Figure n°20).

FPhénoméne
Cadre experimental
— / — .

//f H\\" ,// ‘\\x //”' \\
.ff . / \ Implémentation / \
. Systeme I f . J . '
' P | Modéle ,[ +  Simulateur |
\ biologique | . . \ /
\ / \ rd \\ /xr

\ %, /, ‘\\‘

xh____// e — - H""--\.______,-r""/’

Figure n° 20 : Processus de modélisation et de simulation.
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Dans le cadre de la modélisation d'une membrane biologique, deux paradigmes
peuvent étre envisagés. L'un est a base d’équations différentielles (EDP), l'autre a
base de la modélisation logique.

Bien qu'ayant permis de nombreuses avancées sur le plan théorique et pratique, le
paradigme a base d'équations différentielles (EDP) représente certains probléemes
parmi lesquels : L’étanchéité du niveau d'analyse, le réalisme des parametres et
lincapacité a modéliser I'action. Alors que le paradigme a base de modélisation
logique représente le concept le plus proche des systéemes moléculaires, tels que les
réseaux de Pétri, les automates cellulaires ou encore les systéemes multi-agents que

nous avons utilisé.

1-2- Principe de la simulation multi-agents a gros grains

Les systemes multi-agents (SMA) ont été définis en 1995 par Ferber comme étant
«constitué d'un ensemble d’agents autonomes et indépendants en interaction et qui
coordonnent leurs actions dans un environnement artificielle». lls relevent de
l'intelligence artificielle distribuée (IAD) et apportent une solution radicalement
nouvelle au concept de simulation dans les sciences des systemes dynamiques tels
gue les membranes biologiques.

En offrant la possibilité de représenter directement les composants membranaires,
leurs comportements et leurs interactions, cette simulation propose une
décomposition en quatre dimensions: Agents, Environnement, Interactions et

Organisation (Figure n°® 21).

Agent Temps

Environnement

Interactions

Organisation

Figure n° 21 : Principe de la simulation multi-agents.
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Un systéme multi-agents en fonctionnement évolue au cours du temps sous
I'influence des comportements individuels des agents et de la dynamique propre a
I'environnement. Dans ce modéle, I'état dynamique d'un SMA est défini par un
couple «o, y», dont les membres appartiennent respectivement a un ensemble
d'états «>» de [I'environnement et a un ensemble d'influences «T».
Une fonction opérateur op: ¥ —»r génere cette influence tandis qu'une fonction
Laws: Y Xr— 3 traduit les lois des réactions de I'état. Des fonctions d'exécution
et de réaction prennent en compte ces données pour mettre a jour le systeme.
La dynamique du SMA se traduit par la fonction Cycle: YXr—> Y Xr qui met a jour
son état dynamique «o, y» de fagon réguliére. A tout instant, le SMA se trouve dans
un état et son évolution est I'ensemble des états successifs (Ferber J., 1995).

La modélisation des membranes biologiques et de leurs comportements au niveau
moléculaire permet de mieux comprendre les différents phénomenes observés au
niveau macroscopique. Depuis quelques années, les modeles a grain d’atomes
offrent la possibilité d’étudier les phénomenes membranaires a une échelle de temps
et d’espace trés grande et permet de moyenner une portion de la molécule en
représentant cette derniere par un ensemble d’atomes. Ce modele permet de simuler
des temps, des volumes ou des aires en accord avec ceux requis pour I'observation

expérimentale.

2- Expérimentation in silico

2-1- Conception et construction du modele
Lors des changements membranaires, les interactions sont réparties entre différents
composants. Nous avons choisi pour cette modélisation les glycérophospholipides,
les sphingophospholipides, I'ergostérol et 'amphotéricine B.

2-1-1- Equations mathématiques
Les différents composants interagissent par affinité selon des régles mathématiques
et des diagrammes de phases établis dans la littérature et lors de nos précédentes
recherches. Nous avons pris en considération les plus essentiels :
- Les interactions par affinité entre les tétes polaires des différentes molécules sont
modélisé selon le modele qui met en jeu le potentiel attractif et répulsif entre deux
tétes polaires (T/T) de lipides.
- La transition de phase est modélisée au cours du temps selon I'équation suivante:

pA + gA'-ApA’q, AA’:la phase N, A : composant let A’ : composant 2.
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- La taille 0 de la phase est modélisée en fonction du temps selon I'équation
suivante : a(t) = Kr.t

Ou K; est une constante caractéristique (nm/ms), d est la taille et le rayon des
disques phasiques (nm) et t le temps en (ms)

- L’énergie libre du systéme phasique est modélisée a I'aide d’'un parameétre localisé
spatialement dont la minimisation globale est traduite sous la forme d’une fonction.

- La concentration des différents composants est décrite par un scalaire.
Leur orientation est décrite par un vecteur.

- Les tailles des phases sont calculées en minimisant la fonction de I'’énergie et en
identifiant les parameétres variables qui indiquent que le systéme a tendance de

s’organiser de facon ordonnée ou désordonnée.

2-1-2- Fondements de la simulation
L’évolution de la formation ou la déstabilisation de la phase lipidique a nécessité trois
étapes . La création d’'une interface d’interaction, l'interaction intermoléculaire et la
formation du mélange intermédiaire.
En ce qui concerne la simulation, il nous a semblé raisonnable de débuter les
expérimentations in-silico par une membrane simple puis de la complexer pour se
rapprocher de l'effet engendré par 'amphotéricine B. Suivant une complexification
graduelle, nous donnons ci-dessous le plan d’expérience in-silico :
- Simuler la formation de la phase liquide ordonnée (Lo) «rafts»
- Simuler la formation de cette phase en l'associant a I'amphotéricine B (Lams)

«super-rafts»

2-2- Implémentation du modéle

La plateforme que nous avons utilisée est NetLogo version 3D 5.0.5.
Cette plateforme est choisie sur la base de quelques exigences informatiques, a
savoir, une prise en main rapide, une représentation graphique mettant rapidement
en exergue les lacunes de la modélisation et une rapidité d'exécution.

Les proportions ainsi que les diametres des composants utilisés dans cette
modélisation sont issus des données de la littérature et des données expérimentales.
Les différentes informations choisies traduisent les systémes membranaires étudiés

in vivo et in vitro.
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Le choix de l'implémentation pour cette modélisation a porté sur l'utilisation de
'environnement du systeme comme support de la bicouche lipidique, simplifice et
mimée a I'extréme comme la membrane plasmigue de Candida albicans.

Nous avons modélisé la membrane selon un diametre de 2 um (égale a celui de la
partie cellulaire déformée) et reproduit qualitativement et quantitativement le
diagramme de phase établi par Vealth et Keller en 2002. Les composants sont
utilisés a un rapport de (1/1) glycérophospholipides/sphingophospholipides.

Nous avons fixé la proportion en ergostérol a 20 % (parametre variable) et la
température a 31,1°C (paramétre constant) (Dietrich C. et coll., 2002).

Nous avons représenté les composants selon un modele gros grain qui permet de
conserver les caractéristiques moléculaires des différents composants membranaires
dans lequel les diamétres des tétes polaires sont fixés en se référant au modele
proposé en 2010 par Mongrand et ses collaborateurs
Les diametres des composants membranaires sont de 1nm pour le
sphingophospholipide et I'ergostérol, 1,3 nm pour le glycérophospholipide et 10 nm
pour la partie hydrophile d'une protéine transmembranaire en hélice a «alpha»
(Mongrand S . et coll ., 2010) (Figure n° 22).

Nous avons fixé la taille de la phase (Lo) «rafts» entre 90 et 200 nm et le temps
nécessaire a la formation des rafts a 25 ms (Kusumi A. et Suzuki K., 2005).
La pression d’exclusion est déterminée comme paramétre informant sur le pouvoir
d’interaction d’'une molécule (Marsh D., 1996).

La mobilité latérale en présence d’amphotéricine B est modélisée selon une équation
a 3 parametres :

- Séquestration amphotéricine B/ergostérol

- Affinité amphotéricine B/ergostérol

- Affinité amphotéricine B/phospholipides

L’'addition d’'une force de décompression engendrée par l'activité des porines est
modélisée sur la base d’'une stabilisation des phases liquide-ordonnées (Lo) et une
déstabilisation des phases liquides-ordonnées associées a I'amphotéricine B (Lams).
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Figure n°22 : Représentation schématique de la composition et I'organisation
des radeaux lipidiques (Mongrand S . et coll ., 2010).
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2-3- Simulation
Pour la modélisation des interactions, notre modéle traite les positions ponctuelles
dans l'espace des difféerents agents en calculant les forces d’interactions
intermoléculaires qui concernent la forme des potentiels, le choix des parametres de
répulsion et d’attraction ainsi que I'équation de déplacement des particules dans
'espace en fonction du temps :
- L’association de I'ergostérol et les sphingophospholipides conditionne la formation
de la phase (Lo) qui apparait dans le systéme en coloration rouge.
- L’association de I'amphotéricine B aux lipides conditionne la formation de la phase
(Lams) qui apparait en coloration jaune (Figure n° 23).
- L’interface utilisée pour la simulation reprend I'ensemble des parametres
modifiables. Il s’agit des interactions permettant la constitution de ces domaines
lipidiques au cours des pas de temps successifs avec des indications sur la taille des
radeaux lipidiques formés.
- Les tracés de graphes reprennent les informations obtenues dans la simulation
- Le temps nécessaire pour la formation des rafts a partir d'une membrane modele
correspond a 92 pas de temps et la difference des forces responsables des
transitions de phases est indiquée par un jeu de couleur entre la formation des
radeaux ordonnées et la formation des régions désordonnées
Notre modéle en NetLogo est composé de linterface, du code source et de la
visualisation du comportement de I'ensemble du modéle (Figure n°24) .
L’évolution de la simulation est directement visible dans les onglets de commande en
2 et 3 dimensions.
Nous avons rapporté une analyse stratégigue au modéle en fonction de
lenvironnement. L’'analyse stratégique est effectuée via I'expérimentation
« behaviourspace » qui étudie le modeéle de facon systématique en faisant varier le

comportement et la formation des différentes phases lipidiques.
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e Reésultats de la simulation

3

Figure n°23 : Structure algorithmique de la séparation des pha  ses lipidiques.
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1 ® chapitre : Analyse morphologique des cellules de Candida albicans

ATCC 10231 incubées en I'absence et en présence d'a mphotéricine B

Depuis de nombreuses années il est acquis que les cellules vivantes subissent
différents types de stress au cours de leur cycle de vie. Chaque perturbation induit
une réponse cellulaire bien spécifique. En effet, lorsque la cellule est stressée,
elle passe par des altérations spatio-fonctionnelles importantes (Privalov P. L. et
Gill S. J., 1988). L'intérét porté sur la compréhension de ces maodifications
morphologiques, a vu le jour avec le développement et la mise au point d’outils
sophistiqués et pointus capables d’explorer la cellule et ses comportements.
Chez les levures, la membrane plasmique se sépare de la paroi mais reste liée a des
points d’ancrage lors d’un déseéquilibre ionique sublétale (Simonin H. et coll., 2007).
Le changement du volume cellulaire associé au changement de la compressibilité
latérale de la membrane entraine la déformation de la surface membranaire
(Ragoonanan V. et coll., 2013). Ce phénoméne provoque la formation de
bourgeons, d’invaginations et de plissements. Ces déformations ont été observées
aussi bien sur des liposomes que sur des cellules biologiques
(Dimova R. et Lipowsky R., 2012) . Ces modifications morphologiques de la surface
membranaire sont régis par I'évolution du rapport surface/volume, ainsi que par la
minimisation de I'énergie due a la courbure et les contraintes mécaniques (Laradiji
M. et Sunil Kumar P. B., 2006).

L’augmentation du volume cytoplasmique entraine une modification compléte de la
surface membranaire par formation de régions gonflées ou de déformations, ce qui
pourrait conduire a la lyse suivie de la mort cellulaire (Simonin H. et coll., 2007).

Au niveau morphologique, Candida albicans est caractérisée par un polymorphisme
gue nous pouvons retrouver in vitro et in vivo lui permettant de s’adapter a son
environnement. Ce phénoméne dépend de plusieurs facteurs tels que le pH, la
température ou encore les substances chimiques. Ainsi, trois aspects
morphologiques peuvent étre rencontrés chez cette levure (Annexe 1) (Whiteway M.
et Bachewich C., 2007) :

- Les blastospores qui sont des formes rondes ou ovalaires mesurant de 2 a 5 um de
longueur

- Les pseudomyceéliums mesurant 20 um de longueur
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- Les mycéliums, champignon filamenteux, spécifique de I'espéce Candida albicans
mesurant entre 500 et 600 pm (Sudbery P. et coll., 2004).

Ces transitions morphologiques sont une condition nécessaire a la vie des cellules et
tous les phénoménes de la physiologie cellulaire impliquent une importante
participation de la fluiditt membranaire. Les perturbations de cette fluidité
membranaire chez Candida albicans, dues a I'exposition des cellules a l'effet toxique
de l'amphotéricine B, se traduisent par une perte des caractéres normaux et
I'acquisition de modifications de la surface cellulaire.

Le but de cette étude est de mettre en évidence les modifications qu’adopte
Candida albicans en l'absence et en présence damphotéricine B a une
concentration finale de 0,4ug/mL (Boucherit Z. et coll ., 2007). Dans un premier
temps nous avons analysé qualitativement les cellules dormantes par microscopie
électronique a balayage (MEB), I'aspect morphologique durant toutes les phases de
croissance est déterminé par I'équation de Merson-Davies et Odds établie en 1989.
Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux modifications surfaciques
révélées avant, pendant et apres la phase de latence «phase de dormance».
Enfin, nous avons analysé qualitativement et quantitativement la composition en

éléments surfaciques par une microanalyse SDE-X.

1- Croissance de Candida albicans ATCC10231 en présence d’amphotéricine B

a 0,4pg/mL
Afin d'évaluer l'effet de I'amphotéricine B a une concentration de 0,4ug/mL sur
Candida albicans ATCC 10231, nous avons suivi la croissance de cette derniére sur
milieu Sabouraud liquide. La croissance est menée dans un incubateur de paillasse
a 30°C sous agitation continue a 130 tours/minute.
Pour étudier le phénomene de dormance des levures en présence
d’amphotéricine B, la croissance est suivie sur une peériode de 48 heures, avec des
prélevements réguliers toutes les 60 minutes par dénombrement des levures viables
sur cellule de Thoma.
Les résultats que nous avons obtenus sont représentés sur la figure n° 25 .
Nous constatons que :
En l'absence et en présence d’amphotéricine B a une concentration finale de

0,4 ug/mL, nous retrouvons les trois phases d’'une courbe de croissance, a savoir :
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- La phase de latence ou la phase facultative au cours de laquelle les levures
s’adaptent au milieu.

- La phase exponentielle au cours de laquelle la vitesse de la croissance est
constante et maximale et ou les levures se divisent a leur rythme le plus élevé et
doublent en nombre.

- La phase stationnaire au cours de laquelle les levures cessent de croitre et restent
stables.

La courbe témoin, qui correspond aux cellules incubées en [labsence
d’amphotéricine B, montre qu’aprés incorporation de I'inoculum au temps zéro a la
concentration de 2.10° cellules/mL, les levures passent par une phase de latence de
2 heures caractérisée par un nombre constant de cellules de départ, ensuite les
cellules entrent dans une phase de croissance exponentielle pour atteindre un
maximum de cellules au bout de 10 heures d’incubation sous agitation continue a
130 tours/minute.

En présence d’amphotéricine B a une concentration finale de 0,4pg/mL, nous
remarquons que la phase de latence se prolonge jusqu’a 21 heures, ensuite les
cellules reprennent leur croissance d’'une maniere homologue au témoin avec un
degré d’'inhibition estimé a 21%. Les levures qui reprennent leur croissance lorsque
le temps d’incubation est prolongée au-dela de 24 heures, sont appelées les cellules
dormantes.

Les résultats de la croissance des levures de Candida albicans ATCC10231
incubées en labsence et en présence d'amphotéricine B, montrent que
'amphotéricine B utilisée a la dose de 0,4ug/mL entraine une inhibition de la

croissance de 21%.
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Figure n°25 : Croissance de s cellules de Candida albicans ATCC 10231
incubées en l'absence et en présence damphotéricine B a 0,4 pg/mL.
L'amphotéricine B est ajouté au temps zéro de la cr  oissance au méme moment
que linoculum. La concentration cellulaire de départ est de 2.10  ° cellules/mL.
Les cultures sont incubées a 30°C sous agita tion continue (130 tours/minute ).
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2- Morphologie des cellules

2-1- Indice de morphologie (Mi)
La forme cellulaire est définie a partir de I'indice de morphologie qui est calculé en
'absence et en présence d’amphotéricine B.
Pendant la phase de latence, les cellules témoins traitées sont choisies au hasard et
10 cellules sont analysées pour chaque échantillon. La classification des formes
tétramorphiques se fait selon les valeurs de I'indice morphologique. Pour des valeurs
du Mi<1,5 blastoconidia, 1,6-2,4 tube-germinatif, 2,5-3,4 pseudo-hyphes et > 3,4
hyphes (Merson-Davies L. A. et Odds F., 1989) .
Les résultats sont représentés dans le tableau n°1.
Nous remarquons que les cellules incubées en l'absence et en présence de

0,4pg/mL d’amphotéricine B sont sous la forme levure.

Tableau n° 1 : Indice de morphologie (Mi=Is/d ?) de Candida albicans ATCC10231
cultivées dans le milieu Sabouraud liquide a 30°C e  n I'absence et en présence

d’amphotéricine B a 0,4ug/mL.

Indice de morphologie |Nombre de |Forme pléomorphique

(Mi) cellules

Moyenne Ecart analysées

type

Candida albicans 0,63 0,16 10 Forme levure (Mi<1,5)
ATCC10231
Candida albicans 0,603 0,18 10 Forme levure (Mi<1,5)
ATCC10231+ AmB

Les microphotographies représentées dans la figure n° 26 sont obtenues grace aux
signaux séquentiels en balayant la surface des deux échantillons.
Les reliefs des images en 3 dimensions (3D) correspondent a des différences
d’émission d’électrons a partir de la surface cellulaire. Les électrons émis par des
surfaces hautes sont plus facilement arrachés au niveau des pics de surfaces et
donnent des zones lumineuses. Les creux moins exposés apparaissent plus
sombres. La différence de contraste est exprimée par des niveaux de gris associant
chaque niveau a une hauteur. L'intensité lumineuse des pixels est codée sur 8 bits

avec une échelle de gris allant de 0 a 255 (0: noir /255 : blanc)
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Figure n°26 : Microphotographies et tracés de la surface cellul aire en 3D
(a)- Candida albicans ATCC 10231 incubée en l'absence d’amphotéricine B

(b)- Candida albicans ATCC 10231 incubée en présence de 0,4ug/mL
d’amphotéricine B . L'axe Z est une fonction a valeur unique définie sur une
grille géométrique rectangulaire qui signifie I'int ensité lumineuse ain si que la

hauteur de la surface ( barre=10um) .

-61-



Troisieme partie Résultats et discussion

2-2- Analyse de la surface des cellules par microsc  opie électronique a
balayage (MEB)
Une étape clé du traitement de l'image est le seuillage, c'est a dire le passage de
I'image numérique a l'image binaire. Pour ce faire, différents traitements sont réalisés
sur les images numeériques et binaires. Une image dite « calibrée » du bruit de fond
parasite et des variations d'intensité des pixels est alors obtenue.
Il est a noter que les traitements binaires permettent de définir le plus précisément
possible les cellules a analyser.
Les résultats relatifs a I'analyse numérique par le logiciel ImageJ sont représentés
sur la figure n° 27 .
Nous remarquons la présence d’'une déformation qui apparait comme une "bosse" a
I'interface des cellules incubées en présence de 0,4ug/mL d’amphotéricine B.

Cette déeformation s'étend en largeur sur 1 a 2um et sur une longueur de 2 a 3um.
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A
.I .

Figure n°27 : Déformations cellulaires observées par microscop e électronique
a balayage (MEB) chez Candida albicans ATCC10231. (a)- cellules témoins

(b)- cellules exposées a 0,4ug/mL d’amphotéricine B
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2-3- Modélisation de la morphologie en 3 dimension s (3D)

Afin de mieux visualiser le changement de la morphologie cellulaire, deux cellules
sont sélectionnées.

A Tléchelle de Ila cellule individuelle la modélisation en 3 dimensions
(3D fausses couleurs LUT Spectrum) (Figure n°28) , nous renseigne sur la surface et
nous donne une impression sur le volume cellulaire.

Les données en 3D indiquent que la déformation de la cellule en forme de bosse
s’accompagne d’'une importante modification de la dimension et de la rugosité.
En effet, la surface de la partie déformée représente 33,25% de la cellule, calculée a
partir de la surface.

La surface de chaque cellule est calculée et les résultats sont représentés dans le

tableau n°2 .

Tableau n° 2 : Surface et périmetre de la partie observée de  Candida albicans

ATCC10231. La surface est calculée en utilisant le logiciel ImageJ

(Parcelle de surface).

Surface (Area) Périmeétre de la partie mesurée
Cellule entiere 10,668 13,117
Partie cellulaire déformée | 3,548 7,825
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Figure n°28 : Cartographie de lintensité lumineuse (Fausses co  uleurs: LUT
spectrum) de la cellule individuelle de Candida albicans ATCC 10231
(@)- cellule témoin (b)- cellule exposée a 0,4pg/mL d’amphotéricine B
(c)- configuration en 3D (surface plot) de la cellu le témoin et (d)- de la cellule
exposée a I'amphotéricine B. (e)- Profil de l'inte  nsité représenté en valeurs de
gris de la cellule témoin et (f)- de la cellule exp osée a I'amphotéricine B
(Barre= 1,30 pm).
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3- Eléments surfaciques détectés par spectroscopie des rayons-X a dispersion
d’énergie (SDE-X)

Dans cette étude nous avons procédé a une analyse qualitative et quantitative des
eléments présents a la surface cellulaire de Candida albicans ATCC 10231.
Les éléments surfaciques sont détectés par  spectroscopie des rayons-X a
dispersion d’énergie (SDE-X). Tous les éléments sont normalisés, le temps
d’acquisition des spectres est de 10.0 et la tension d’accélération est de 15.0 (keV).
Il faut noter que la présence du Silicium (Si) dans les spectres est liée en grande
partie a I'émission du monocristal de silicium dopé au Lithium Si (Li) (composant
majeur du détecteur SDE-X).

Les microphotographies des échantillons analysés sont représentées par une
configuration en 3D accompagnée d’un histogramme indiquant I'intensité lumineuse
pour chaque région surfacique. La couleur blanche correspond aux zones ou il n'y a
pas d’intensité, la couleur grise aux zones moyennement intenses et la couleur noire
aux zones tres intenses. Nous remarquons que les zones ou il n'y a pas d’intensité
dans I'histogramme sont minoritaires et que les zones moyennement intense sont
majoritaires. Les zones tres intenses sont plutdt localisées puisque ce sont celles ou
apparait la surface compléte des cellules.

La figure n° 29 représente les -cellules témoins incubées en [labsence
d’amphotéricine B. Les spectres SDE-X ont révélé la présence de deux pics.
Un pic de Silicium (Si) et un pic de calcium (Ca™).

La figure n° 30 représente les cellules incubées en présence de 0,4pug/mL
d’amphotéricine B. Les spectres ont révélé qu’en plus du Silicium (Si) et du Calcium

(Ca™), il y'a la présence de deux autres éléments, le Sodium (Na*) et le Chlore (CI).
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(b)

0

Count 150543 Minc0
Mean 62616 Wax 161
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Figure n°29 : (a)- Configuration en 3D (surface plot) (b)- his togramme

d’intensité lumineuse et (c)- spectre SDE-X des mic  roéléments présents a la
surface des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incubées en 'absence
d’amphotéricine B (cellules témoins). Tous les élém  ents sont normalisés, le
temps d’acquisition des spectres est de 10.0 etla  tension d’accélération est de
15.0 (keV).

-67 -




Troisieme partie Résultats et discussion

Count 206208  Minc0)
Wear 76,697 Mar 191
SiiDev 36409 Mode: 092084

(c)

0 2 4 6 g 10 12 14 16 18 2

e echete 188 ¢ps Curseur 0000 teY

Figure n°30 : (a)- Configuration en 3D (surface plot) (b)- his togramme
d’intensité lumineuse et (c)- spectre SDE-X des mic  roéléments présents a la
surface des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incubées en présence de
0,4 pg/mL d’amphotéricine B. Tous les éléments sont normalisés, le temps
d’acquisition des spectres est de 10.0 et la tensio n d'accélération est de
15.0 (keV).
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La détection des éléments par l'analyse qualitative est accompagnée par une
analyse quantitative des différents pourcentages massiques.

L’histogramme représenté dans la figure n° 31 montre qu’il y'a une différence
importante dans le pourcentage massique du calcium (élément retrouvé a la surface
des cellules témoins et des cellules incubées en présence d’amphotéricine B).
La concentration du calcium est différente. Elle est estimée a 33,3% chez les cellules
témoins et seulement a 10,3% chez les cellules dormantes.

La présence du sodium et du chlore a 16,4% et 55,5%, respectivement est détectée

seulement chez les cellules exposées a 0,4ug/mL d’amphotéricine B.
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Figure n°31 : Histogramme représentant le dosage des éléments p  résents sur

la surface cellulaire de Candida albicans ATCC 10231 incubées en I'absence et

en présence de 0, 4ug/mL d’amphotéricine B . Le pourcentage massique des

éléments est obtenu par

normalisés).
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4- Discussion

Dans cette partie de I'étude, nous avons essayé de mieux comprendre le
phénomeéne de dormance, d’explorer la morphologie globale des cellules dormantes
et de suivre la cinétique de croissance. Pour ce faire, nous avons réalisé une étude
cinétique, une étude microscopique et une analyse des éléments surfaciques.

Les études cinétiques des cultures de Candida albicans ATCC 10231 en I'absence et
en présence d’amphotéricine B ont montré que :

- L’addition de I'amphotéricine B a une concentration finale de 0,4ug/mL au milieu de
culture induit un prolongement de la phase de latence qui passe de 2 heures a
21 heures, avec un taux d’inhibition de 21% par rapport aux cellules témoins
incubées sans antifongique. Nos résultats sont en accord avec ceux de
Boucherit Z. et ses collaborateurs (2007) qui ont montré que Candia albicans
ATCC10231, incubées en présence d’amphotéricine B rentrent dans une phase de
latence de 21 heures avant de reprendre leur croissance avec un taux d’'inhibition de
45%. Rappelons que Koutsoumanis et Sofos en 2005 , ont estimé que la phase de
latence est une phase importante, dans laguelle les cellules accomplissent leur
travail cellulaire avant d'entrer en division. En effet, lorsque les cellules subissent un
stress comme l'exposition a des concentrations sub-inhibitrices d’amphotéricine B,
doivent réparer les dommages métaboliques et cellulaires avant d’entamer la
division.

- Les résultats de I'étude microscopique ont montré que les cellules ont la méme
morphologie tout au long de la croissance avec un indice de morphologie (Mi) égale
a 0,6 qui, selon la classification de Merson-Davies et Odds établie en 1989,
correspond a la forme levure (Mi<1,5). Cette classification dépend des conditions de
culture et de I'état cellulaire, ce qui peut expliquer d’'un autre cété, la forme
pléomorphique que nous avons observé. En effet, les conditions de culture ont une
influence majeure sur la transition morphologique que peut adopter la levure.
L’apparition de la forme arrondie dans nos observations est due en grande partie a la
température que nous avons fixée a 30° C et au pH du milieu Sabouraud
qui est de 5,6. De plus, il n’'y a pas de corrélation entre le Mi et le volume globale.
Les cellules apparaissent plus ou moins séparées les unes des autres selon le milieu
de culture et les conditions de croissance cellulaire. Ces observations vont dans le

méme sens que ceux de Whiteway M. et Bachewich C. (2007) .
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- Les observations en MEB complexées a une analyse d’image par le logiciel
ImageJ fournissent non seulement une image bidimensionnelle mais également un
profil de surface en 3D. Les microphotographies que nous avons obtenues pendant
la phase de latence montrent une déformation cellulaire chez les levures exposees a
une concentration de 0,4pg/mL d’amphotéricine B. Les cellules présentent un aspect
de contour cellulaire bombé. Cette déformation est estimée a 33,25% du volume
cellulaire globale. Ces altérations sont comparables a celles décrites par Kyung et
ses collaborateurs, en 2011 qui en utilisant TAFM (Atomic Force Microscopy),
ont montré qu’en présence d’amphotéricine B, les levures subissent de grands
changements morphologiques avant de se détruire. Selon ces mémes auteurs, la
mort cellulaire chez Candida albicans induite par cet antifongique a une
concentration de 1ug/mL passe par quatre phases principales (Cell Death Phases)
(CDPy, CDP,, CDP,, et CDP3) qui sont déterminées en fonction des changements
morphologiques dont le premier est observé au niveau membranaire.

Or, pour notre étude, nous avons utilisé 'amphotéricine B & une concentration finale
de 0,4pug/mL. A cette concentration, les cellules rentrent dans une phase de
dormance mais ne sont pas détruites car, la déformation qu’elles ont subi (33,25%)
ne représente que le 1/3 de la surface cellulaire.

Ces changements de la morphologie cellulaire se caractérisent par une séparation
membranaire, une perforation de la surface et un rétrécissement du volume
cellulaire. En effet, la microanalyse SDE-X des cellules incubées en présence
d’amphotéricine B, met en évidence la présence du sodium (Na*) a 16,4%, et du
chlore (CI) a 55,5% dans le milieu extracellulaire. Ces résultats confirment ['effet
perturbateur de cet antifongique au niveau membranaire qui est a I'origine d’une fuite
de diverses especes Iioniques suivie dune dépolarisation de la membrane
plasmique. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Hartsel S. C. et coll .,
1994 qui ont établi un classement de la fuite des ions en présence d’amphotéricine B

comme suit Na*>K "> Rb "> Cs "> Li " > CI (Figure n°32) .
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Figure n° 32 : Représentation schématique de la morphologie cel lulaire de

Candida albicans ATCC 10231
(a)- cellules témoins

d’amphotéricine B.

-73 -

(b)- levures incubées en la

présence de 0,4ug/mL



Troisieme partie Résultats et discussion

5- Conclusion

Au terme de ce chapitre, nous pouvons dire que la déformation membranaire
partielle observée peut étre expliquée par la théorie de Pontier établie en 1973 qui
stipule que [linteraction des drogues avec les cellules hoétes est multi-cibles.
En effet, les cellules de Candida albicans peuvent réparer leur membrane si le temps
d’incubation est prolongé au dela de 24 heures. Le retour a une membrane tendue a
partir de la membrane déformée se réalise de maniére optimale lorsque le milieu
osmotique est réequilibré. La transition progressive entre ces deux états structuraux
pourrait s’expliquer par une réorganisation latérale de I'ensemble des composants
lipidiques. Ce qui suggere que la séparation de phase est la cause principale des
déformations observées lors des traitements par I'amphotéricine B.
La membrane plasmique n’étant que trés peu compressible, il y a donc un excés de
surface et une déformation de cette structure est nécessaire pour maintenir une
forme sphérique (Laroche C. et coll.,, 2005).

Cette déformation pourrait étre expliquée également par le rbéle des stérols
membranaires. Le diagramme de phase d’'une bicouche a plusieurs composants
montre qu’en absence des stérols aucune séparation n’est possible (André E. P et
coll., 2012). L’hypothése serait que I'amphotéricine B agit au niveau des radeaux
lipidiques se trouvant au sein des membranes plasmiques des cellules sensibles.
Il existe deux arguments majeurs en faveur de cette hypothese: I'existence des
radeaux au sein des membranes plasmiques de levures de Candida albicans d’'une
part. D’autre part, le mode d’action de I'amphotéricine B, qui implique l'interaction
avec l'ergostérol (considéré comme composant clé de ces régions) [(André E. P et
coll.,, 2012); (Orsini F. et coll., 2012)]. De plus, en 2010, Schaber J. et ses
collaborateurs, ont montré que les modifications morphologiques de la surface sont
gouvernées par l'évolution d'un rapport surface/volume, par la minimisation de
I'énergie due a la courbure et par la différence de surface entre les deux feuillets de
la bicouche. Par conséquent, les déformations peuvent conduire a la formation de
domaines qui permettent de diminuer les contraintes au sein de la membrane.
Ces derniers, sont associés a une diminution de la surface et a un changement du
volume. Une contraction volumique importante a été corrélée a un taux de mortalité
cellulaire plus important au cours d’un stress osmotique (Vindelov J. et Arneborg
N., 2002).
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2 8™ chapitre : Analyse biochimique de la surface membr  anaire des cellules de
Candida albicans ATCC 10231 incubées en l'absence et en présence

d’amphotéricine B

Dans le but de comprendre par quels moyens biochimiques les cellules dormantes
récuperent des dommages causés par l'action de 'amphotéricine B et reprennent
une croissance normale apres une phase de latence prolongée, nous avons procédé
a une analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier mode-réflexion
totale atténuée (IRTF-RTA).

La croissance est menée dans un incubateur de paillasse, a 30°C sous agitation
continue a 130 tours/minute. La cinétique de croissance est suivie en parallele aux
analyses spectrales sur 48 heures avec des prélevements périodiques toutes les
60 minutes. L'amphotéricine B est ajoutée au milieu de culture au méme moment
gue l'inoculum a une concentration finale de 0,4ug/mL, ce qui correspond au temps
Zéro.

Les spectres IRTF-RTA sont acquis apres séchage des échantillons a l'aide de
l'azote gazeux N,". Les données sont ensuite analysées en attribuant les pics
d’absorbance aux composés correspondants en employant differentes méthodes
mathématiques.

Les spectres sont enregistrés dans les différentes phases de la croissance dans une
gamme de fréquence allant de 3500 & 500 cm™. L'assignation des différentes
bandes est réalisée en se référant a la base des données publieées dans la littérature
(Annexe 2).

1-Spectres IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incubées
en I'absence d’amphotéricine B

Pour la cinétigue de croissance, les résultats représentés sur la figure n° 33a
montrent trois phases de croissance; une phase de latence, une phase
exponentielle et une phase stationnaire.

Les levures passent par une phase de latence (0< t <3h) de 2 heures caractérisée
par un nombre constant de cellules de départ. Ensuite, elles rentrent dans une phase
de croissance exponentielle (3< t <10h) pour atteindre la phase stationnaire au bout

de 8 heures d’incubation sous agitation continue a 130 tours/ minute.
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Les spectres IRTF-RTA sont enregistrés dans un intervalle allant de 3000 cm™ &
900 cm™, les prélévements sont effectués toutes les 60 minutes durant la phase de
latence et la phase exponentielle.

Les résultats de I'analyse spectrale sont représentés dans la figure n°33b.

Nous remarquons que les spectres sont enregistrés dans quatre régions principales :
- Une région allant de 3000 & 2500 cm™ dominée par une bande d'intensité faible
apparaissant vers les 2900 et 2700 cm™ et attribuée aux vibrations d’élongation des
groupes CHs, CHy, et CH tertiaire, présents dans les liens d’acides gras de lipides et
de certaines chaines aliphatiques et latérales d’acides aminés.

- Une région comprise entre 2000 et 1500 cm™ dominée par deux bandes trés
intenses correspondant aux vibrations d’élongation et de déformation des
groupements C=0, CN et NH de 'amide | et 'amide Il ; un premier pic apparait vers
1650 cm™ correspondant aux vibrations de la région amide | et un deuxiéme pic vers
1555 cm™® correspondant aux vibrations de la région amide Il
Ces résultats fournissent une information a la fois quantitative et qualitative sur le
contenu protéique.

- Une région mixte entre 1500 et 1200 cm™dans laquelle des bandes d'intensité
moyennes sont observées vers 1300 et 1250 cm™. Ces bandes attestent de la
présence d’'une superposition des phospholipides et des protéines par la vibration
d’élongation et de déformation des deux groupements CN et NH de I'amide Il et la
vibration d’élongation du groupement P=0 des phospholipides.

- Une région allant de 1200 & 900 cm™ dominée par les bandes d’absorption dues
aux vibrations d’élongation des différentes liaisons polysaccharidiques, tels que les

vibrations d’élongation C-O-C et C-O-P des polysaccharides et stérols.
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Figure n°33 : (a)- Courbe de croissance et (b)- représentation en 3D
(temps, intensité d’absorbance, nombre d'ondes) de la signature spectrale

IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incubées en I'absence
d’amphotéricine B, pendant 10h de croissance (0< t <3h=phase de latence)

(3< t <10h=phase exponentielle). Région spectrale a llant de 3000 & 900 cm .
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2-Spectres IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incubées
en présence d’amphotéricine B & 0,4 pg/mL

Les levures de Candida albicans ATCC 10231 sont incubées en présence de
0,4 ug/mL d’amphotéricine B. L’antifongique est ajouté au milieu de culture au méme
moment que linoculum, ce qui correspond au temps zéro de la croissance.
La concentration cellulaire de départ est fixée a 2.10° cellules/mL. La croissance des
levures est suivie par dénombrement sur cellule de Thoma. Les levures sont
incubées a 30°C sous agitation continue a 130 tours/minute pendant 48 heures.
Pour la caractérisation biochimique et le suivi de I'effet de 'amphotéricine B sur les
cellules en fonction du temps d’'incubation, ces dernieres sont lavées, centrifugées,
et mises en suspension dans de I'eau distillée stérile avant d’étre déposées sur le
cristal de diamant et déshydratées a I'aide d’azote gazeux N,”.

Les culots de Candida albicans ATCC 10231 sont analysés par spectroscopie
IRTF-RTA.

D’aprés la figure n°34a nous constatons gu’en présence d’amphotéricine B a une
concentration finale de 0,4 ug/mL, la phase de latence se prolonge jusqu’a
24 heures. Les levures reprennent ensuite leur croissance d’'une maniere identique
aux cellules témoins (levures incubées sans antifongique). Le profil global
d’absorption représenté dans la figure n°34b  est le méme que celui des cellules
témoins. Les spectres sont enregistrés dans les mémes régions que celles
retrouvees chez la culture témoin.

L’analyse statistique montre qu’il existe des différences importantes dans les
spectres analysés en fonction du temps d’incubation. Les variations moléculaires au
sein de la surface cellulaire sont suffisamment importantes pour provoquer des

variations spectrales.
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Figure n° 34 : (a)- Courbe de croissance des cellules de Candida albicans

ATCC 10231 incubées en présence damphotéricine B a 0,4 pg/mL
(b)- Spectres IRTF-RTA aux temps Oh, 1h, 2h, 4h, 6h , 8h et 24h pendant la
phase de latence et aux temps 25h, 26h et 27h penda nt la phase exponentielle.

Région spectrale allant de 3000 4 900 cm ™.
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2-1- Analyse spectrale comparative entre cellules récupérées en phase de
latence et en phase exponentielle
2-1-1- Analyse globale des spectres

Les analyses statistiques globales des différents spectres enregistrés en présence
d’amphotéricine B ont révélé des changements biochimiques importants au niveau
de la surface cellulaire, entre cellules récupérées en phase de latence et celles en
phase exponentielle. En revanche, aucune différence qualitative et/ou quantitative
dans les spectres n’est observée chez les cellules témoins et ce tout au long de la
croissance.
Les résultats obtenus nous ont conduits a affiner les recherches dans les zones
spectrales les plus marquées par la variabilité.
Les signatures IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231 sont
comparées en fonction de deux groupes :
- Groupe 1 : correspondant aux cellules analysées en phase de latence (phase de
dormance) aux temps Oh, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h et 24h.
- Groupe 2 : correspondant aux cellules analysées en phase exponentielle aux temps
25h, 26h et 27h.

a- Test de Student
Dans un premier temps, les changements sont analysés par des approches
statistiques multi-variées. Le but que nous nous sommes fixé est de confirmer les
variances entre les deux populations de cellules.
Les hypotheses testées sont :
- L’hypothése nulle HO : pl=p2 indiquant qu’il N’y a aucune différence entre les
moyennes des deux populations (groupel et groupe 2).
- L’hypothese alternative H1 : pl#p2 signifiant que les moyennes entre les deux
populations sont significativement différentes.
D’apreés les résultats représentés dans la figure n° 35 , nous constatons que la valeur
p (p-value) est estimée a 1% (t-Test 0.01), ce qui est statistiquement significative et
rejette I'nypothese nulle. Des variations biochimiques importantes sont relevées entre

les cellules dormantes (phase de latence) et les cellules en phase exponentielle.
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Groupe 1= phase de latence (phase de dormance)
Groupe 2= phase exponentielle
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Figure n° 35 : Spectres IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231
incubées en présence d’amphotéricine B a 0,4ug/mL. Variations spectrales
(t-Test 0,01) entre la phase de dormance (rouge) et la phase exponentielle

(vert). Région allant de 3000 & 900 cm .
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b- Analyse en composantes principales (ACP)

Dans un second temps, les spectres des cellules sont comparés par I'approche
d'analyse basée sur les composantes principales (ACP) dans un intervalle de
confiance de 95%. Les variables d’origine fortement redondantes (I'absorbance et les
profils des spectres), sont remplacées par des variables synthétiques
(variables latentes). Deux composantes principales (CP1 et CP2) sont sélectionnées
pour résumer les informations dans les régions allant de 3000 & 900 cm™.

D’aprés les résultats représentés dans la figure n°36 , nous remarquons une nette
séparation entre les spectres. En effet, les points numérotés de 1 a 7 correspondent
a la phase de dormance, alors que les points numérotés de 8 a 10 correspondent a
la phase exponentielle.

Au sein de chaque groupe de spectres (groupe 1 et groupe 2), la représentation des
points est asymétrique et non superposée, ce qui correspond a une variabilité

spectrale dans la méme phase et entre les différentes phases.
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Figure n° 36 : Analyse en composantes principales (ACP) réalisé e sur les
spectres des cellules de Candida albicans ATCC 10231 en phase de dormance,

et en phase exponentielle. Les ellipses sont calcul  ées dans un intervalle de

confiance de 95%. ( EBarycentre des points)
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Les difféerences spectrales sont enregistrées dans deux régions principales
(Figure n°37) :

-La région située entre 1750 et 1500 cm™, dans laquelle nous distinguons deux
bandes d’absorption principales, la bande amide | (entre 1650 et 1600 cm-') ou des
variations significatives entre les cellules en phase de dormance et les cellules en
phase exponentielle sont observées et la bande amide Il (entre 1600 et 1500cm™) ou
aucune variation entre les deux phases de croissance n’est signalée.

-La région située entre 1500 et 900 cm™, ou nous distinguons trois bandes
principales, la bande des acides gras et acides aminées (1400 & 1300 cm™),
la bande caractéristique des phospholipides et des vibrations de déformations des
groupements CH, et CHs le pic lié & la vibration d’élongation des groupements PO*
des phosphodiesters (1300 & 1200cm™) et la bande des polysaccharides
(1200 & 900 cm™).
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t-Test (0.01)
Groupe 1= phase de latence

- Groupe 2= phase exponentielle
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Figure n° 37 : Attributions des \variations spectrales (t-Test O ,01)
de 1750 & 1500 cm ™ (rouge), de 1500 & 1000 cm * (jaune) et de 1000 & 900 cm *
(bleu). Région spectrale globale comprise entre 300 0 et 900 cm ™.
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2-1-2- Variation de la composition protéiqgue dans | a région allant de
1700 &4 1500 cm™
a- Analyse des spectres

En comparant les deux populations de cellules (cellules dormantes et cellules en
phase exponentielle), il apparait clairement des différences importantes dans la
région située entre 1700 et 1600 cm™. Les résultats obtenus de la décomposition des
bandes sont représentés dans la figure n° 38 et les principales attributions sont
regroupées dans le tableau n °3 .
Nous pouvons dire que les cellules de Candida albicans ATCC 10231, absorbent
dans deux bandes distinctes :
- La bande amide I, dont le profil présente une signature avec une variance
importante reflétant I'évolution biochimique des cellules dormantes. Les maxima des
pics, sont situés exactement entre 1655 et 1630 cm™ et la différence globale entre
les deux groupes de cellules est estimée & un écart de 1 & 20 cm™ au niveau des
maxima.
Le profil et l'intensité de l'absorbance varie au fur et a mesure de la croissance
cellulaire. De plus, I'absorption attribuée aux vibrations d’élongation des liens C=0 et
de déformation des liens NH diminue. Les spectres se déplacent vers les plus hauts
nombres d'ondes de 1630 & 1655 cm™ allant de la phase de dormance & la phase
exponentielle.
- La bande amide Il caractéristique des vibrations de torsion des liens NH et des
vibrations d’élongation et de déformation des liens CN et NH respectivement.
L'absorption se fait & 1520 cm™ pour les chaines latérales et & 1530 cm™ pour les
brins «beta». Les analyses statistigues (p>0.01) ne représentent aucune
présomption contre I'hypothese nulle et donc aucune variabilité entre la phase de
dormance (L1-L6) et la phase exponentielle (E8-E10).
Ces variations suggérent une altération de la structure et/ou de la nature des
protéines membranaires, qui se traduit par un changement du profil des bandes
amide | et des différences de vibrations attribuées aux changements qu'adopte
Candida albicans ATCC 10231 en présence de 0,4ug d’AmB/mL.
Ces différences mettent en évidence non seulement un profil biochimique de
I'évolution protéique des cellules dormantes mais contribuent & classer les

populations de cellules en fonction de leur variabilité protéique de surface.
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Groupe 2= phase exponentielle
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Figure n° 38 : Spectres IRTF-RTA de la bande amide | (1700 816 00 cm™) et de la
bande amide Il (1600 & 1500 cm ) des cellules de Candida albicans ATCC 10231
incubées en présence de 0,4ug d’AmB/mL. Indication des différences
d’absorption au niveau de I'amide I (fleches rouges ). Région spectrale allant de
1800 & 1500 cm ™.
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Tableau n°® 3 : Attributions des principales bandes IRTF-RTA des cellules de

Candida albicans ATCC 10231 incubées en présence de 0,4ug d’AmB/mL  dans
la région allant de 1700 & 1600 cm ™. (Les vibrations d’élongation sont notées v,

et les vibrations de déformation sont notées 0).

Phase de récupération des levures | Nombre | Vibrations moléculaires
d’'onde
(cm™)
Phase de latence (L1-L6) 1630 vC=0 couplée a d5NH
brins béta
Feuillets antiparalléles
(b-sheet)
Phase exponentielle (E8-E10) 1640 80% vC=0 couplée a 20% ONH
1655 Hélice alpha (alpha-helix)
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b- Classification hiérarchique ascendante (HCA) par la méthode de
Ward
Afin de trier les populations cellulaires en fonction des altérations en protéines
membranaires, nous nous sommes intéressés a la classification hiérarchique
ascendante (HCA) dans la région spectrale d’intérét comprise entre
1640 et 1620 cm™. Les résultats de cette classification sont rapportés dans le
dendrogramme de la figure n° 39 .
Nous constatons que :
Les cellules de Candida albicans ATCC 10231 exposées a 0,4ug/mL
d’amphotéricine B changent leur composition en protéines surfaciques en fonction du
temps d’incubation avec un seuil maximum d’hétérogénéité fixé a 44.
En placant ce seuil de variance a 26, nous distinguons deux principaux groupes de
cellules :
- Groupe 1 (G;) pour Candida albicans ATCC 10231 incubées au temps 0< t <5h
représentant la phase de latence (L1-L6).
- Groupe 2 (G;) pour Candida albicans ATCC 10231 incubées au temps 25< t <27h,
représentant la phase exponentielle (E8-E10)
En diminuant le seuil d’hétérogénéité a un minimum estimé a 10, nous distinguons
des changements protéigues croissants qui classent les cellules selon 3 profils
protéiques:
- Un profil qui classe les cellules en sous-groupe (L1-L2)
- Un profil qui classe les cellules en sous-groupe (L3-L6)
- Un profil qui classe les cellules en sous-groupe (E8-E10)
En d’autres termes, ces résultats mettent en évidence I'importance de la composition
surfacique en protéines dans le comportement biochimique des cellules dormantes et

dans I'évolution de ces dernieres en fonction du temps d’incubation.
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Figure n° 39 : Classification hiérarchique par la méthode de Wa  rd des spectres
IRTF-RTA de Candida albicans ATCC 10231 récupérée en phase de dormance

(phase de latence) (G ;:L1-L6) et en phase exponentielle (G ,:E8-E10).
Région des variations protéiques dans I'amide | all  ant de 1640 & 1620 cm .
Les lignes rouges et bleues représentent respective ment les seuils

d’hétérogénéité a 26 et 10.
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2-1-3- Variation de la composition lipidique dans la région allant de
1500 et 900 cm ™
a- Analyse des spectres

Dans cette région nous distinguons trois bandes d’absorption principales
représentées dans la figure n° 40. Les attributions les plus significatives sont
représentées dans le tableau n° 4 .
Nous pouvons déduire que les cellules de Candida albicans ATCC 10231 absorbent
dans trois bandes distinctes :
- La bande allant de 1400 & 1300 cm™ caractérise les acides gras et les acides
aminés. Nous distinguons 3 pics d'absorption & 1400, 1380 et 1310 cm™.
Les vibrations dans cette région montrent une variance entre les cellules en phase
de latence (L1-L6) et les cellules en phase exponentelle (E8-E10).
L'écart de I'absorption est compris entre 5 et 10 cm™.
L’analyse statistique par le test de Student s’est avérée peu significative mais pas
nulle. C’est pourquoi, nous n'avons pas réalisé la classification hiérarchique
ascendante (HCA).
- Région allant de 1300 & 1200 cm ™ qui correspond & des vibrations liées aux liens
des phospholipides. Les analyses statistiques ont révélées une différence majeure et
spécifigue entre les deux groupes de cellules récupérées en phase de latence
(L1-L6) et en phase exponentielle (E8-E10) amenant a une classification et une
analyse détaillée. En effet, dans le pic d'absorption vers 1240 cm™, I'intensité et le
profil varient en fonction des phases et non en fonction du temps d’incubation.
L'absorption des phospholipides par le biais du groupement P=0O diminue en
intensité en allant des plus petits vers les plus hauts nombres d’ondes jusqu'a
1245 cm™, et ce, de la phase de latence & la phase exponentielle.
- Région allant de 1200 & 900 cm™ caractérise I'absorption des lipoplysaccharides et
stérols. Nous remarquons que malgré le massif intense résultant dans cette région a
1044 cm™, l'absorbance ne varie que trés peu au cours de la croissance.
L'analyse statistique n’'a révelé aucune variance liée au profil d’absorption.
La signature dans cette région semble étre a priori similaire pour les différentes
populations prélevées tout au long de la croissance. Par contre, nous avons noté une
variation au niveau de l'intensité qui est tres forte au début de la phase de latence
0< t <5h (L1-L6) et diminue considérablement lorsque les cellules atteignent la phase
exponentielle 25< t <27h (E8-E10).
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Les résultats représentés sur la figure n°® 40 montrent que la composition en acides
gras, en acide aminés et en phospholipides varie en fonction de la phase de
croissance et de I'état cellulaire. Ainsi les attributions essentielles dans la région
allant de 1500 & 900 cm™, montrent que malgré I'existence d’'une différence dans le
profil de composition en acides gras et en acides aminés entre les deux populations
de cellules, la variation la plus importante reste celle représentée par les pics des
phospholipides membranaires.

Sur la base de ces résultats, nous avons dresseé le profil lipidique des populations
cellulaires en fonction des variations en absorption des phospholipides dans la
région allant de 1280 & 1240 cm™.
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Groupe 1= phase de latence
Groupe 2= phase exponentielle
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Figure n° 40 : Spectres IRTF-RTA de la région des faibles nombr es d’onde de
1500 & 900 cm™ des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incubées en
présence d’amphotéricine B a 0,4pg/mL. Indication d es différences

d’absorptions (fleches rouges).

-93 -



Troisieme partie Résultats et discussion

Tableau n°® 4 : Attributions des principales bandes IRTF-RTA des cellules de

Candida albicans ATCC 10231 incubées en présence d’amphotéricine B a
0,4pg/mL dans la région allant de 1500 a 900 cm
(Les vibrations d’élongation sont notées v et les vibrations de déformation

sont notées o).

Région Phase de récupération des levures Vibrations moléculaires
spectrale (cm™) | Phase de Phase exponentielle
latence (L1-L6) | (E8-E10)
1400-1300 1400 1405 vC=C, d CH et 5COOH
1380 1370 vC-N couplée a dN-H,
8CH; vCOOH
1310 1305 OCH, dCHpy, et 3CH3
1300-1200 1240 1245 vPO’;,v P=0, vR-O-P-O-R
1200-900 1044 vC-O-C, vP-O-C, vOH

couplée a 6C-O, vCH20H

couplée a vC-N

-94 -




Troisieme partie Résultats et discussion

b- Classification hiérarchique ascendante (HCA) par la méthode de
Ward

Le test de student (p<0,001) montre que les différences restent significatives
uniquement pour le pic situé & 1240 cm™ mais pas pour toute la bande spectrale de
1300 & 1400cm™. Sur cette constatation, les cellules sont classées par la méthode
de Ward dans la région allant de 1280 & 1240 cm™. Les résultats obtenus sont
représentés dans le dendrogramme de la figure n ©° 41 .
Nous remarquons que :
Les cellules de Candida albicans ATCC 10231 exposées a 0,4ug/mL
d’amphotéricine B changent leur composition en phospholipides membranaires en
fonction des différentes phases de croissance avec un seuil maximum
d’hétérogénéite fixe a 148.
En placant ce seuil de variance a 54, nous distinguons deux principaux groupes de
cellules:
- Groupe (Gj) : Cellules récupérées au temps 0< t <5h représentant la phase de
latence (L1-L6)
- Groupe (Gy) : Cellules récupérées au temps 25< t <27h représentant la phase
exponentielle (E8-E10)
En diminuant le seuil d’hétérogénéité a un minimum estimé a 5, des changements
lipidiques stables qui classent les cellules selon 4 profils cette fois-ci sont observeés:
- Trois sous-groupes (L1-L2), (L3-L4) et (L5-L6) représentant les mouvements des
phospholipides en phase de dormance
- Un sous-groupe (E8-E10) représentant le profil des cellules en phase exponentielle.
L’hétérogenéité entre les cellules en phase de dormance est comprise entre 0O et 5,
alors gu’entre les cellules en phase exponentielle, elle est comprise entre 0 et 2,5
ce qui laisse suggérer que les phospholipides au sein des membranes en phase de
dormance effectuent des mouvements membranaires 2 fois plus que les cellules en

phase exponentielle.
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Figure n° 41 : Classification hiérarchique ascendante par la mé  thode de Ward
des spectres IRTF-RTA des cellules de Candida albicans A TCC 10231
récupérées en phase de dormance (G 1:L1-L6) et en phase exponentielle

(G, :E8-E10). Région des variations lipidiques allant d e 1280 & 1240 cm™.
Les lignes rouges et vertes représentent respective ment les seuils

d’hétérogénéité a 54 et 5.
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2-2- Profil évolutif des cellules dormantes en fonc tion du temps
d’incubation
2-2-1- Analyse globale des spectres

Sur la base des résultats obtenus et rapportés dans le chapitre précédent, nous
avons constaté que dans la phase de latence les signatures biochimiques des
surfaces cellulaires varient non seulement entre les cellules issues des différentes
phases mais aussi entre les cellules issues de la méme phase de croissance.
Pour ce faire, et dans le but d'avoir plus d’information sur les cellules dormantes,
nous avons étudié les variations biochimiques pendant la phase de latence en
présence d’amphotéricine B a 0,4 pg/mL. Huit (8) spectres IRTF-RTA ont été
sélectionnés et analysés. Il s’agit des spectres correspondant aux cellules
récupérées aux temps Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 8h et 24h.
Les résultats obtenus sont regroupés dans la figure n°42.
Nous constatons que :
-Quel que soit le temps d’incubation, toutes les populations cellulaires issues de la
phase de dormance ont une signature globale similaire a celle des cellules témoins.
-Trois régions principales sont retrouvées :
Région allant de 3000 & 2500 cm™ : présence de deux pics vers 2800 cm™ dus aux
vibrations d’élongation des groupements CHsz, CH, et CH tertiaire, essentiellement
retrouvés dans les acides gras et quelques acides aminés.
Région allant de 2000 & 1500 cm™: dominée par deux bandes moyennement
intenses de 1650 & 1500 cm™ qui correspondent & I'absorption des groupements
amide | et amide IlI.
Région allant de 1500 & 900 cm™ : présence de quatre pics & 1400, 1300, 1250 et
1050 cm™. La présence de ces derniers est corrélée a la présence des
phospholipides, des polysaccharides et des stérols membranaires.
- L’analyse statistique par les moyens multivariés a montré qu’il existe des variations
entre les spectres lorsqu’ils sont comparés dans toute la gamme spectrale.
Cependant, des différences significatives sont mises en lumiére lorsque les spectres
sont comparés dans la bande allant de 1700 & 1500 cm™ et dans la bande des plus

petits nombres d’ondes allant de 1500 & 900 cm™.
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Figure n° 42 : Spectres IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231
incubées en présence d’amphotéricine B a 0,4ug/mL p  endant la phase de
dormance aux temps 0Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 8h et 24 h. Région spectrale allant
de 3000 & 900 cm ™,
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2-2-2- Variation de la composition protéique dans la région allant de
1700 &4 1500 cm™
a- Analyse des spectres

Les analyses statistiques ont montré des différences significatives dans la région
amide | et amide Il. Les résultats de la décomposition des bandes sont représentés
dans la figure n ° 43 et les principales attributions des variations en fonction du
temps sont regroupées dans le tableaun ° 5 :
L'analyse des spectres a révelé que la bande amide | subit des variations
importantes ainsi qu’'un déplacement vers les plus basses fréquences d’environ
20 cm™. Quand & la bande amide II, elle présente une variance moins importante en
fréquence mais plus importante en intensité.
- Les spectres dynamiques au niveau de I'amide | situés vers 1640 & 1650 cm™
présentent un déplacement vers les plus hauts nombres d’ondes d’environ
5a20cm™
- Dans la région amide |, nous distinguons des différences dans I'absorption et non
dans l'intensité.
- La méme intensité est observée pour tous les temps d’incubation avec des
fréquences différentes estimées & 1635 cm™ pour les temps 0 et 24h et & 1655 cm™
pour les temps 1h, 2h, 3h, 4h, 5h et 8h.
- Nous pouvons déduire que les cellules de Candida albicans ATCC 10231,
absorbent dans trois bandes distinctes.
- Dans la bande amide Il, les variations déplacent les pics liés aux vibrations de
torsion du lien NH de 1540 & 1545 cm™.
Ces résultats mettent en évidence des fluctuations des spectres en fonction du
temps d’incubation dans la région amide | et amide Il qui refletent une grande

variation au niveau des structures protéigues membranaires des cellules dormantes.
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Figure n°43 : Spectres IRTF-RTA de la bande amide | (1700 a 16 00 cm-1) et de
la bande Amide Il (1600 a 1500 cm-1) des cellules d ormantes récupérées aux
temps Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 8h et 24h. Indication  des différences d’absorption
(fleches rouges). Région spectrale allant de 1750 a4 1460 cm™.
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Tableau n° 5 : Attributions des principales bandes IRTF-RTA obt

phase de dormance des cellules de

présence d’amphotéricine B a 0,4 pg/mL dans la band

(Les vibrations d’élongation sont notées

sont notées o).

enues dans la

Candida albicans ATCC 10231 incubées en

e amide | et amide II.

v et les vibrations de déformation

Bande Nombre Vibrations moléculaires Temps de latence avant la
d’ondes (cm™) récupération des levures (h)
Amide | | 1635 vC=0 couplée a ONH Oet24
des brins beta,
Feuillets antiparalléles
(b-sheet)
1645 -1655 80% vC=0 couplée a 20% | 1,2,3,4,5,et8
ONH
Hélice alpha (alpha-helix)
Amide Il | 1540 60% VvNH, 30% OCN, 10% | 1et2
vC=C des chaines latérales
1545 60% vNH, 30% &CN, 10% |0, 3,4, 5, 8, et 24

vC=C des brins beta
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b- Classification hiérarchique ascendante (HCA) par la méthode de

Ward
Au vu de I'hétérogeénéité liee aux changements de vibrations dans la bande amide |
et amide Il, nous avons soumis les résultats obtenus a une classification hiérarchique
ascendante (HCA) dans la région allant de 1711 & 1485 cm™.
Le dendrogramme représenté dans la figure n° 44 représente I'hétérogénéité du
profil protéique des cellules dormantes en fonction du temps.
Nous remarquons que les cellules dormantes changent leur composition en
protéines membranaires aprés avoir €té exposées a 0,4ug d’AmB/mL.
Ce phénomene est observé avant la phase de réveil des cellules dormantes.
La classification obtenue présente trois types de populations cellulaires:
- La population des cellules dormantes (P1) : correspond aux cellules récupérées aux
temps Oh et 24h de la phase de latence. Elle est caractérisée par les vibrations des
brins béta () dans les deux bandes amide | et amide Il.
- La population des cellules dormantes (P2) : correspond aux cellules récupérées aux
temps 3h, 4h, 5h, et 8h. Elle est caractérisée par des changements importants liés
aux vibrations de I'hélice alpha (a) dans la région amide | et aux vibrations des brins
béta (B) dans la région amide Il.
- La population des cellules dormantes (P3) : correspond aux cellules récupérées aux
temps 1h et 2h et se caractérise par les vibrations des chaines latérales dans les
structures secondaires des protéines.
En plagant le seuil de variance a un maximum de 115, nous distinguons deux
classes de cellules rassemblant trois populations en deux groupes principaux:
-Groupe (G3) : cellules récupérées aux temps Oh et 24h au début et a la fin de la
phase de dormance.
-Groupe (Gy) : cellules récupérées au milieu de la phase de latence aux temps
1h, 2h, 3h, 4h, 5h et 8h.
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Figure n°44 : Classification hiérarchiqgue ascendante par la mé  thode de Ward
des spectres IRTF-RTA des cellules dormantes récupé rées aux temps
[Oh et 24h (G (P1))] et aux temps [1h, 2h, 3h, 4h, 5h et 8h (G ., (P: et Py))].
Région des variations protéigues amide | et amide Il allant de
1711 & 1485 cm™. La ligne rouge représente le seuil d’hétérogénéit  é & 115.
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2-2-3- Variation de la composition lipidique dans | a région allant de
1500 4 900 cm™
a- Analyse des spectres
Dans cette réegion, trois bandes d’absorption principales sont retrouveées.
Les résultats sont représentés dans la figure n° 45 et leurs attributions dans le
tableau ° 6 :
Nous constatons que :
- La premiere et la deuxieme bande correspondent aux vibrations liées aux acides
gras, aux acides aminés et aux phospholipides. Nous distinguons 4 pics d’absorption
a 1517, 1400, 1315 et 1240cm™. Les observations ainsi que les analyses statistiques
n’ont montré aucune variation dans cette région, cependant, une variation importante
d’intensité a été retrouvée entre les cellules récupérées aux temps Oh et 5h et celles
récuperées aux temps 1h, 2h, 3h, 4h, 8h et 24h.
- La troisieme bande est caractérisée par une restriction sous forme d’affinement de
la bande liée aux vibrations des liaisons des phospholipides, des glycolipides et des
stérols. Les analyses statistiques (P<0,001) ont rejeté [I'hypothése nulle.
Des différences importantes sont retrouvées dans la zone allant de
1100 & 1000 cm™.
Aux temps Oh et 5h, nous observons des vibrations vers 1027 et 1075 cm™, reflétant
la vibration d’élongation des groupements CH,OH, PO* et R-O-P-O-R’. Alors qu’aux
temps 1h, 2h, 3h, 4h, 8h et 24h, les vibrations se déplacent vers 1045 cm™ et
correspondent aux vibrations d’élongation et de déformation des groupements
C-O-C, P-O-C ,C-OH couplées a la vibration de déformation du C-O et les vibrations

d’élongation du CH,OH couplée a CN.

-104 -



Troisieme partie Résultats et discussion
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Figure n°45 : Spectres IRTF-RTA de la région des faibles nombr es d’ondes de
1500 & 900 cm™ des cellules dormantes récupérées aux temps Oh, 1h , 2h, 3h,
4h, 5h, 8h et 24h avec indication des différences d  ’absorption (fleches rouges)
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Tableau n°® 6 : Attributions des principales bandes IRTF-RTA des cellules

dormantes de Candida albicans ATCC 10231 incubées en présence
d’amphotéricine B a 0,4ug/mL dans la région allant de 1500 & 900 cm™

(v vibration d’élongation, & vibration de déformation).

Région Nombre Vibrations moléculaires Temps de latence
spectrale d'ondes (cm™) avant la récupération
(cm™) des levures (h)
1500-1300 | 1517 v C=C 0,1,2,3,4,5,8,et24
1400 vC=C, 6 CH et 5COOH
1315 OCH, 0CHp,, et 5CH3
1300-1200 | 1240 vPO,,v P=0, vR-O-P-O-R |0,1,2,3,4,5,8,et24
1200-900 1045 vC-O-C, vP-O-C, vOH | 1,2,3,4,8,et24
couplée a oC-O, vCH,OH
couplée a vCN
1051-1075 vR-O-P-O-R’, vPO* Oet5
1027 vCH,0OH
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b-  Classification hiérarchiqgue ascendante (HCA) par la méthode de
Ward
Sur la base des analyses statistiques, nous avons pu montrer que les cellules
récupérées a différents temps de la phase de dormance ont un profil lipidique
variable dans la région allant de 1100 & 1000 cm™ caractéristique des glycolipides et
des stérols. Les cellules sont classées en fonction de ces variations par la méthode
de Ward.
D’aprés les résultats représentés dans le dendrogramme de la figure n° 46 , nous
pouvons dire que :
Les cellules dormantes changent leur composition en glycolipides et en stérols
membranaires en fonction du temps d’incubation.
En placant le seuil de variance a 760, nous distinguons deux principaux groupes de
cellules:
- Groupe (G,) : cellules incubées aux temps Oh et 5h.
- Groupe (Gy) : cellules incubées aux temps 1h, 2h, 3h, 4h, 8h et 24h.
En diminuant le seuil d’hétérogénéité a un minimum estimé a 310, nous remarquons
des changements qui classent les cellules cette fois ci en trois types de populations
cellulaires :
- La population des cellules dormantes (P1) : Cellules récupérées aux temps Oh et 5h
de la phase de latence caractérisées par les vibrations des groupements -OH.
- La population des cellules dormantes (P2) : Cellules récupérées aux temps 1h et 2h
de la dormance caractérisées par les vibrations des glycophospholipides.
- La population des cellules dormantes (P3) : Cellules récupérées aux temps 3h, 4h,
8h et 24h de la phase de dormance caractérisées par des changements importants

liés aux vibrations des acides gras.
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Figure n°46 : Classification hiérarchique ascendante par la mé  thode de Ward
des spectres IRTF-RTA des cellules dormantes récupé  rées aux temps [Oh et 5h
(G1 (P1))] et aux temps [1h, 2h, 3h, 4h, 8h et 24h (G ; (P2 et P3))] de la phase de

-1

dormance. Région spectrale allant de 1184 a 933 cm . Les lignes rouges

représentent les seuils d’hétérogénéité a 760 et 31 0 respectivement.
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3- Discussion

Dans le chapitre précédent de notre étude, nous avons mis en évidence des
modifications morphologiques importantes qui pourraient étre induites par une
transition de phases membranaires et une perturbation des microdomaines
lipidiques. Afin de confirmer cette hypothese, I'approche choisie consiste & analyser
minutieusement les cellules de Candida albicans ATCC 10231 incubées en
l'absence et en présence de 0,4 pg/mL d'amphotéricine B par spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier.

En I'absence d’amphotéricine B , l'analyse IRTF-RTA a révélé la présence des
acides gras (3000-2500 cm™), des protéines (1700-1500 cm™), des phospholipides
(1500-1200 cm™), des glycolipides et des stérols (1200-900cm™).
Les différentes assignations obtenues sont répertoriées dans le tableau n°7.
Cette composition est en accord avec celle de Essendoubi et ses collaborateurs
(2005). En effet, ces derniers apres avoir réalisé un typage par spectroscopie
IRTF-RTA de Candida albicans et Candida glabrata ont détecté la présence de
phospholipides, de protéines en hélice a «alpha», de stérols et de glycolipides.
Par ailleurs, les analyses statistiques de nos spectres IRTF-RTA, ont révélé une
homogénéité dans la composition membranaire des levures de Candida albicans
ATCC10231 tout au long de la croissance. Cette homogénéité de composition
rapproche nos spectres a ceux obtenus en 2000 par Quinteiro-Rodriguez qui a
réalisé un typage par spectroscopie IRTF-RTA pour les especes de
Candida albicans, Candida glabrata et Candida parapsilosis et a montré qu’au cours
de la croissance dans des conditions normales, la composition membranaire reste
stable, & I'exception de la région des polysaccharides (1200-900cm™).

Il ressort également de nos résultats que Candida albicans ATCC10231 garde la
méme morphologie tout au long de la culture cellulaire a savoir la forme levure
contrairement aux travaux de Essendoubi M. et coll., (2005) qui ont mis en
évidence que la variabilité localisée dans les régions des polysaccharides
(1185- 950cm™), des protéines (1720-1480 cm™) et des acides gras
(3000-2840 cm™) qui n'apparait que lors d’une transition morphologique entre les

formes hyphes et blastospores.
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Tableau n° 7 : Assignations des différentes bandes IRTF-RTA des cellules de

Candida albicans ATCC 10231 incubées en I'absence d’amphotéricine B.

Région spectrale (cm ™)
3000-2500
2900-2700

A

vCH3, vCH2, vCH tertiaire
Lipides, acides gras, et acides aminés

2000-1500
1650

A
v

Amide | : 80% vC=0 couplée a 20% ONH
Protéines en hélice a « alpha »

Protéines en pelote statistique.

1550

A
\ 4

Amide Il : 60% vNH, 30% 6CN 10% vC=C
Peptide et protéine en feuillets B« béta ».

Random, Tournant, chaines latérales des résidus de

0<t<3h

yor>1>¢
(saunay g) ajjenuauodxa aseyd

tyrosine, et phénylalanine

1500-900
1500-1200

Phase de latence (2 heures)

v

<
«

0COH, 6COOH, 6CH,dCH3, vCOOH, 8CH,, vCN couplée a
SNH, , vC=0, vC=C, VP=0, vPO?* , vR-O-P-O-R,
Amide Il : vCN couplée a 6NH
Phospholipides, phosphodiester,

Acides gras et acides aminés

1200-900

A

vC-O-C, vC-OH couplée a 6C-0O, vCH,0H couplée a vCN
Stérols, glycolipides
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En présence d’amphotéricine B , l'analyse spectrale a mis en évidence une
composition membranaire similaire a celle des cellules témoins avec des
modifications dans le profil d’absorption. Les principaux résultats sont regroupés
dans le tableau n° 8 .

Les analyses statistiques (P<0,001) que nous avons realisés sur les cellules
prélevées dans la phase de dormance aux temps Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 8h et 24h
ont mis en évidence des variations membranaires importantes au début et a la fin de
la phase de dormance. Ce qui peut étre expliqué par les changements
morphologiques qu’adoptent les levures de Candida albicans pour échapper a I'effet
toxique de 'amphotéricine B.

Ces résultats sont confirmés par les travaux de Mpona-Minga et ses
collaborateurs (1988) qui ont montré que ces modifications sont dues a I'exposition
des cellules a des concentrations d’amphotéricine B comprises entre 0,2 et 1ug/mL.
De plus, 'amphotéricine B, par son interaction membranaire, induit des variations
importantes dans la composition en protéines, en acides gras et en stérols
(Adt 1. et coll. , 2006).

Nous pouvons donc supposer qu’en présence d’'un stress tel que la présence d'un
antifongique, les levures utilisent les composants membranaires comme éléments

importants a leur adaptation.
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Tableau n° 8 : Assignations des différentes bandes IRTF-RTA, de

Candida albicans

ATCC 10231

d’amphotéricine B.

s cellules de

incubées en présence de 0,4 pg/mL

Phase de latence (24 heures)

0<t<5h (L1-L6)

Région spectrale (cm ™)

3000-2500
2900-2700

A

v

vCH3, vCH2, vCH tertiaire

1700-1500
Amide |
1630 |1640 1650

A

v

vC=0 couplée a 5NH

Peptide et protéine en feuillets B
« béta ».

80% vC=0 couplée a 20% dNH

Protéines en hélice a « alpha »

Amide I
1520
1530

A

\4

Amide Il : 60% vNH, 30% 6CN 10% vC=C

Peptide et protéine en feuillets B« béta ».

A

1500-900
Amide 11|

1380|1370

A4

Amide Il : vCN couplée a SNH

Aridac amindc

1310
1400

1305
1405

OCH, ®CH,, et 8CH; vC=C, 5 CH et 53COOH

Acides aras

1240

1245

VP=0, vPO*

, VR-O-P-O-R

NhAancnnbhAlinidAana mhhAacnhAaAdiAAdbA-

1044

A

vC-O-C, vC-OH couplée a 6C-0O, vCH,0H couplée a vCN

~LZ ___1_

(0T3-83) ulz>1>Ge
(sainay ) ajjenuauodxa aseyd
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Des changements importants dans la composition de la membrane plasmique durant
la phase de dormance ont été également observés (tableau n°9) . Ces derniers se
traduisent par I'apparition de protéines spécifiques en conformation secondaire de
type «béta». Cette structure est rencontrée essentiellement dans les porines
(Pages J. M., 2004), ce qui laisse suggérer que les cellules doivent avoir des
conformations capables de rééquilibrer le milieu osmotique et de reconstituer la
structure membranaire qui nécessite une décompression au niveau énergétique pour
enfin reprendre une croissance normale.

Par ailleurs, la séparation des phases lipidiques explique de maniére claire I'élasticité
de la membrane avant et aprées la levée de la dormance cellulaire.
En effet, des variations lipidiques sont observées dans des régions spécifiques a
savoir, 1240 cm™ pour les phospholipides, 1400 cm™ et 1380 cm™ pour les acides
gras saturés et insaturés. Ceci confirme la séparation phasique subite par les levures
lors du réveil.

Les résultats que nous avons obtenus ont montré également que les lipides étudiés
vibrent dans deux régions spectrales et peuvent adopter deux phases lipidiques,
dont la transition dépend d'une augmentation des mouvements et d'une
décompression énergétique de la bicouche lipidique. Ce résultat est en accord avec
les travaux de Casai H. L. et Mantsch H. H. (1984) .

La fréquence des mouvements de vibrations des phospholipides observée lors de
nos analyses spectrales dépend probablement de la conformation et de la
composition des liens chimiques. Ainsi, les mouvements d'élongation et de
déformation des liaisons chimiques ont une fréquence d'absorption décalée du temps
d’'incubation. Le spectre infrarouge tel que nous l'avons analysé donne une
caractérisation spécifique aux phospholipides en fonction de I'état dans lequel se
trouve la membrane plasmique. Ces observations rejoignent ceux de
Moore D. J. et coll.,, (1996) qui ont mené leurs expériences sur des phospholipides
isolés (liposomes). De plus, selon Lee D. C. et Chapman D. (1986) , les fréquences
d'absorption ou les nombres d'ondes de certains mouvements d'élongation observes
a la surface cellulaire, peuvent étre expliqués par I'influence de la température et/ou
de la transition de phase.

Les variations de vibration des glycolipides et des stérols membranaires résultent de
la vibration d’élongation des groupements CH,OH, C-O-C, P-O-C et C-C vers
1027 et 1075 cm™. Aux temps 1h, 2h, 3h, 4h, 8h et 24h, les vibrations se déplacent
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vers 1045 cm™, reflétant les vibrations d’élongation des groupements C-OH couplée
a la vibration de déformation du groupement C-O et la vibration d’élongation du
groupement CH,OH couplée a la vibration d’élongation du groupement CN.
Sur la base des travaux de Nasir M. N. et coll., (2010), les stérols membranaires ont
un role protecteur contre I'oxydation des lipides membranaires. En effet, ils ont
montré que le cycle B des stérols contenant les doubles liaisons doit étre ajusté de
maniéere optimale avec les chaines d’acide gras des phospholipides pour inhiber la

peroxydation lipidique.
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Tableau n° 9 : Assignations des différentes bandes IRTF-RTA des cellules

dormantes.
Régions Phase de latence « dormance » (24 heures)
spectrales 0< t <24h
(cm™) Temps de latence avant la récupération des levures (h)
0 1 2 3 4 5 8 24
® ®
— i — —
3000-2500 vCH3, vCH2, vCH tertiaire
2900-2700 Lipides, acides gras, et acides aminés
1700-1500
Amide |
1635 vC=0 couplée a vC=0 couplée a 6NH
ONH Peptide et protéine en
Peptide et protéine feuillets B « béta ».
en feuillets B
« béta ».
1645, 1655 80% vC=0 couplée a 20%5NH
Protéines en hélice a « alpha »
Amide I 60% vNH,
1540 30% OCN
10% vC=C
chaines
latérales des
résidus
(tyrosine,
phénylalanine)
60% vNH, 30% OCN 10% 60% vNH, 30% OCN
1545 vC=C 10% vC=C
Brins B « béta ». Brins B « béta ».
1500-1300 O0CH, 6CH,, et 8CH;3vC=C, & CH et 53COOH
1517, 1400, Acides gras
1315
1300-1200 VP=0, vPO* , vR-O-P-O-R
1240 Phospholipides, phosphodiester
1200-900 vCH,OH, vC-C, vPO3”, vC-O-P vC-O-C, vC-OH couplée a
1027, 1051, 0C-0, vCH,0H couplée a vCN
1075, 1045 Stérols, glycolipides, lipopolysaccharides

-115-



Troisieme partie Résultats et discussion

4-Conclusion

La caractérisation biochimique des surfaces cellulaires a révélé des variations
importantes chez Candida albicans ATCC 10231 incubées en présence de 0,4ug/mL
d’amphotéricine B. Les variations observées et détectées par des analyses
statistigues multivariées tout au long de la croissance et au cours de la phase de
dormance nous ont permis de dresser un profil évolutif des différents composants
membranaires et ce, pour les cellules incubées en l'absence et en présence
d’amphotéricine B (Figure n° 47) .

En I'absence d’amphotéricine B :

L’'analyse IRTF-RTA montre une homogénéité biochimique dans la composition
membranaire des cellules de Candida albicans ATCC 10231 au cours de la
croissance (de la phase de latence 0<t<3h a la phase exponentielle 3<t<10h).
L'analyse biochimique a mis en évidence la présence des phospholipides, des
acides gras, des lipoprotéines, des stérols et des glycophospholipides
membranaires.

L’'analyse statistique (P>0.001) n’a révélé aucune variation spectrale au cours de la
croissance des cellules de candida albicans ATCC 10231 en [l'absence
d’amphotéricine B.

En présence d’amphotéricine B :

Les cellules incubées en présence d’amphotéricine B présentent des variations
importantes observées dans les spectres IRTF-RTA. Ces variations sont confirmées
par 'analyse statistique multivariée, par la classification hiérarchique et par I'analyse
en composantes principales.

Sur la base des analyses statistiques et la classification hiérarchique, deux profils
evolutifs sont mis en évidence :

-Profil protéique : Au début de la phase de latence qui correspond a la phase de
dormance, les surfaces cellulaires sont dominées par des protéines membranaires
en structure «alpha» et «béta». Au milieu de la phase de dormance les cellules sont
dominées par les protéines de structure en hélice a« alpha » et avant la levée de la
dormance, elles sont dominées par des protéines en feuillet B « béta ».

-Profil lipidique : Le changement dans la composition en phospholipides, en stérols,
et en glycolipides est observé au début et a la fin de la phase de dormance.
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Figure n° 47 : Représentation schématique du profil évolutif de s différents

composants membranaires détectés chez Candida albicans ATCC 10231 en

'absence et en présence d’amphotéricine B a 0,4ug/  mL.
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3 ®™ chapitre : Simulation & base de systtme multi-agen ts (SMA) de la
dynamique membranaire modélisée en Il'absence et en présence

d’amphotéricine B

Un grand défi de la biologie, que la physique devrait aider a relever, est d’établir les
relations entre la subtile organisation dynamique des membranes et les fonctions
biologiques qui y sont accomplies. Ici il s’agit de proposer une modélisation réaliste
capable d'appréhender les -caractéristiques pertinentes de la membrane.
Sur la base des données extraites de la littérature et des résultats que nous avons
obtenus dans le premier et le deuxieme chapitre de notre travail, nous avons
construit un modele mathématique dont le principal objectif est de simuler la
dynamique membranaire en [l'absence et en présence d’amphotéricine B.
Véritable barriere, ce manteau cellulaire qu’est la membrane, régule les échanges
entre les milieux intra- et extracellulaires grace a des systemes moléculaires
spécifiqgues et chaque modification apportée a cette charpente dynamique entraine
des altérations morphologiques trés importantes qui peuvent nous renseigner sur la
stratégie adoptée par chaque cellule lors de son exposition a un effet stressant.
Le déséquilibre ionique ainsi que linteraction de I'amphotéricine B au sein de la
membrane plasmique augmente les forces de Van Der Walls, les rapports
phospholipides/amphotéricine B et stérol/amphotéricine B, ce qui peut induire une
modification de la dynamique latérale de la membrane. Ce phénomeéne appelé
transition de phases membranaires est décrit dans le nouveau modéle des radeaux
lipidiques par Simons et lkonen en1997 .

Dans le cas d'un déséquilibre important, cette transition peut conduire a une
modification de la perméabilité membranaire et pourrait étre une des causes de la
mort cellulaire (Hays L. M. et coll,, 2001). Le changement de la fluidité
membranaire peut également conduire a [l'apparition de phase hexagonale
correspondant un état non lamellaire des phospholipides. Cette modification
d’organisation structurale a également été décrite comme pouvant conduire a une
perte de l'intégrité de la membrane plasmique provoquant ainsi une déformation
cellulaire [(Leslie S. B. etcoll.,, 1995) ; (Malinsky J. et coll., 2010)].

Au cours de la réparation membranaire dans le cas des effets sub-létaux, les
phospholipides subissent une transition de phase dans le sens inverse de celle

provoquée lors d’'un désequilibre.

-118 -



Troisieme partie Résultats et discussion

Le modele que nous avons utilisé sous I'approche Multi-agents a pour objectif de
modeéliser les différentes interactions membranaires.

En effet, modifier lintégrité de cette organisation par I'exposition de [I'édifice
membranaire a 0,4ug/mL d’amphotéricine B passe par la modification des
interactions entre les différents constituants des domaines en phase liquide-
ordonnée (Lo). L’amphotéricine B interagit avec le principal constituant de ces
régions ce qui influe sur cette architecture complexe.

Ainsi pour évaluer le rdle de cette organisation dans le mode d’action de
'amphotéricne B, nous avons modélisé deux phénomeénes différents :

- La formation des phases liquides-ordonnées (L0)

- La formation des phases liquides- ordonnées associées a 'amphotéricine B (Lamg)
Les variations paramétriques que nous avons utilisées obéissent a des propriétés de

diagrammes de phases modeles.

1- Formation et stabilité des domaines en phase (Lo )

Dans la premiere étape, nous avons créé un modéle ou les éléments essentiels
s’organisent sans aucun stress. Nous avons utilisé la composition correspondant a
des conditions de formation de domaines en phase (L0).

Les glycérophospholipides, les sphingophospholipides et I'ergostérol sont utilisés a
un rapport de (1/1/20%). La taille et le temps nécessaires a la formation de la phase
ordonnée (Lo) sont fixés selon des modéles de références.

Nous avons pris en compte une température du systéeme de 31,1°C et une
concentration d’ergostérol estimée a 20%. Nous avons fixé un pas de temps a
0,27 millisecondes.

Les résultats de la simulation sont représentés et visualisés dans la figure n°48 .
Nous observons que :

-Pour les membranes simulées a une température de 31,1°C et des concentrations
d’ergostérol de 20%, la séparation de phases se fait de maniere aléatoire mais reste
trés stable. Le coefficient de variation de phase est estimé a 0.

-La phase liquide ordonnée (Lo) diffuse progressivement en se colorant en rouge en
fonction de 'augmentation des degrés d’interactions au sein de la bicouche lipidique.

-Le nombre de radeaux ne change pas au cours de la simulation, mais la taille varie.
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Nous remarquons que la taille moyenne des radeaux est de 20,23 nm, 42,5 nm et
104,567 nm, estimées respectivement dans des pas de temps de 18,443 - 55,321 et

92,2
-L’évolution de la formation phasique suivie a 5, 15 et 25 ms est linéaire et la taille de

la phase liquide-ordonnée (Lo) augmente de facon stable.
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Figure n° 48 : Visualisation et stabilité des domaines en phase ordonnée (Lo)
formés en [l'absence d'amphotéricne B a 5, 15 et 25 ms.
Glycéro/Sphingo/ergostérol (1/1/20%) (barre 100 nm)

(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonnée Lo
(c)- Stabilité des phases ordonnées
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2- Formation de la phase Lo en présence d’amphotér icine B

La suite de notre approche nous a conduit & exposer le modéle membranaire a des
concentrations progressives d’amphotéricine B et ce dans le but dévaluer la
concentration minimale capable d’induire une agrégation sans aucune interaction
intermoléculaire de I'antifongique avec les autres constituants. Les résultats les plus
significatifs sont obtenus pour I'antifongique utilisé a 20%. Ce taux est équivalent a la

concentration en ergostérol que nous avons fixée dans notre modeéle a 20%.

2-1- Effet de 'amphotéricine B ajoutée a 20%
Pour cette modélisation nous avons utilisé les glycérophospholipides,
les sphingophospholipides, l'ergostérol et I'amphotéricine B a un rapport de
(1/2/20%/20%).
Les résultats représentés dans la figure n° 49 montrent que :
- Aucune perturbation significative n’est observée au cours de la formation des
phases. Le coefficient de variation est estimé a 0 et la stabilité membranaire ne
change pas (effet d’agrégation).
- Apparition de plusieurs domaines en rouge foncé et de tailles différentes
(un ou deux plus grands et plusieurs plus petits)
- La taille des phases liquides-ordonnées (Lo) varie légerement avec une
augmentation estimée a 18,43 nm par rapport aux radeaux mesurés dans les
membranes témoins.
- La taille moyenne des radeaux augmente jusqu’a 123,959 nm au bout de 25 ms.
- Les membranes visualisées au temps 5 et 15 ms ne montrent aucun changement,
contrairement a celles visualisées au bout de 25 ms qui montrent I'apparition d’'une
séparation de phase induite par I'effet d’agrégation de I'amphotéricine B.
- La coexistence des deux phases liquides (Lo et Lamg) est observée au bout de 92,2

pas de temps.
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Figure n° 49 : Visualisation et stabilité des domaines en phase ordonnée (Lo)
formés en présence damphotéricne B a 5, 15 et 25 ms.
Glycéro/sphingo/ergostérol/AmB (1/1/20%/20%) (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonnée Lo

(c)- Stabilité des phases ordonnées
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2-2- Effet de la séquestration de I'ergostérol par I'amphotéricine B
Nous avons cité précédemment que le changement de la température et/ou de la
composition en ergostérol induit a des répercussions sur le changement de la
morphologie de phase : soit a la non miscibilié, soit a la miscibilit¢ des phases
liquides. Le méme résultat est réalisé en changeant la composition de I'ergostérol par
une séquestration a 'amphotéricine B.
La membrane est composée de glycérophospholipides, sphingophospholipides,
ergostérol et amphotéricine B a un rapport de (1/1/20%/20%).
Les deux phases liquides ne peuvent se former que si une constante de liaison a
I'ergostérol et aux phospholipides est appliquée.
L’affinité de I'amphotéricine B pour I'ergostérol est estimée a 1.00, alors que celle
des phospholipides est estimée a 0.2, ce qui suggéere que l'affinité pour I'ergostérol
est 5 fois supérieure a celles des phospholipides.
Le pouvoir de séquestration est fixé & 80% du nombre globale d’ergostérol.
Les résultats représentés dans la figure n° 50 montrent que :
- La membrane est déstabilisée des le début de la simulation. Le coefficient de
variation est estimé a un maximum de 0.6 a environ 60 pas de temps.
- L'apparition des deux phases (Lo et Lamg) est dépendante de la composition
membranaire.
- La quantité d’ergostérol diminue, ce qui entraine une diminution de la taille de la
phase (Lo).
- L'effet séquestrant de I'amphotéricine B est corrélé a la formation des phases
(Lams)-
- Au bout de 25 ms la taille atteinte de la phase (Lamg) est estimée a 8,25 nm.
- La taille de la phase (Lo) est estimée a 11,46 nm. Elle est presque similaire a celle
des phases (Lams) au bout de 92,2 pas de temps.
- La taille des phases liquides-ordonnées (Lo) est réduite. Nous distinguons de petits
radeaux avec un nombre important.
- L’évolution au cours du temps est marquée par une augmentation dans la formation

de la phase (Lamgs) et une diminution de la formation de la phase (Lo).
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Figure n°50 : Visualisation et stabilité des domaines en phase ordonnée (Lo)
formés en présence damphotéricne B a 5, 15 et 25 ms.
Glycéro/sphing/ergostérol/AmB  (1/1/20%/20%) constan te de liaison
AmB/ergostérol =1.00, constante AmB/Phospholipides= 0.2 (barre 100 nm).

(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)

(b)- Formation progressive de la phase ordonnée Lo

(c)- Stabilité des phases ordonnées
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2-3- Reformation de la phase (Lo) en présence d'amp  hotéricine B
Les résultats de la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier IRTF-RTA ont
mis en évidence un phénoméne de décompression énergétique. Ce dernier se
traduit par I'action indirecte des protéines en structure secondaire « béta » (porines),
qui dégonflent la cellule et induisent une réorganisation lipidique. La force de
décompression est appliguée a la membrane a un potentiel de 100%, ce qui est
égale a la somme des forces exercées par 'amphotéricine B.
Les résultats représentés dans la figure n° 51 montrent que :
- La coexistence d’'une seule phase lipidique, qui est la phase liquide ordonnée,
s’explique par l'application d'un potentiel de décompression qui déstabilise les
différentes liaisons engendrées par 'amphotéricine B.
- L’évolution de la formation phasique est marquée par une augmentation dans la
formation de la phase liquide-ordonnée (LO).
- Au bout de 25 ms (92,2 pas de temps), la taille de la phase (Lo) atteint un maximum
de 48,91 nm.
- La membrane est déstabilisée au début de la simulation, puis stabilisée par I'effet
indirect de la décompression.
- La déstabilisation de la membrane diminue en fonction du temps de la simulation.
Le facteur de déstabilisation est estimé a 9,57 a 2 pas de temps et a 1,75 au bout de
92,2 pas de temps.
Nous pouvons conclure que lorsque la tension latérale de la membrane est petite et
le potentiel de décompression appliqué au maximum, la membrane reforme les
phases (Lo) mais a des tailles plus petites.
La force de décompression énergétique représente une force motrice pour la
reconstitution membranaire. Par conséquent, elle constitue une contribution directe
au déclenchement de la réparation membranaire et a la reprise des fonctions vitales
nécessaires a la survie cellulaire.
-Le réequilibre engendré par le potentiel de décompression passe par une
reformation des domaines et/ou une déstabilisation des différentes liaisons

AmB/phospholipides/ergostérol.
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Figure n° 51 : Visualisation et stabilité des domaines en phase ordonnée (LO)
formés en présence damphotéricne B a 5, 15 et 25 ms.
Glycéro/sphingo/ergostérol/AmB (1 /1/20%/20%). Cons tante de liaison
AmB/ergostérol =1.00, constante AmB/phospholipides= 0.2, et le potentiel de
décompression= 100% (barre 100 nm).

(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)

(b)- Formation progressive de la phase ordonnée Lo

(c)- Stabilité des phases ordonnées
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3- Stratégie de ciblage et formation des phases (L  amg)

Si I'on admet que l'apparition des phases (Lo) conditionne la forme stable et
'apparition des phases (Lamg) conditionne la forme instable de la cellule, nous
pouvons déduire que tous les processus cellulaires induit par 'amphotéricine B sont
liés directement ou indirectement a [I'état dynamique de la membrane.
Chaque nouvelle stratégie thérapeutique élaborée doit prendre en considération ce
concept.

Dans cette optique, nous avons dressé une stratégie de ciblage moléculaire dont le
but principal est de stabiliser les phases (Lamg) €t d’augmenter par conséquent, la
liaison de 'amphotéricine B avec les composants membranaires.

La stratégie consiste a augmenter [laffinité de I'amphotéricine B pour les
phospholipides, ceci a pour conséquence de stabiliser les phases Lamg, malgré la
réorganisation induite par la décompression membranaire. La force de
décompression est appliquée a la membrane a un potentiel de 100% ce qui est égale
a la somme des forces exercées par I'amphotéricine B. L’affinité pour I'ergostérol est
fixée a 1,00, et I'affinité AmB/phospholipides est augmentée a 0,5 et 0,75.

La visualisation de la formation progressive des domaines est représentée dans la
figure n°52 et la figure n°53.

Nous observons que pour une constante de 0,5 ou 0,75, les résultats sont presque
similaires:

- La phase liquide-ordonnée (Lo) diffuse progressivement en se colorant en rouge en
fonction du degré d’interaction au sein de la membrane.

- Le nombre de domaines de la phase (Lo) ne change pas au cours de la simulation,
cependant, la taille diminue fortement.

- L’augmentation de laffinite AmB/phospholipide a 0,5 a permis de stabiliser, de
reformer les phases (Lamg) et daugmenter le pouvoir déstabilisant de
'amphotéricine B.

- La déstabilisation passe de 11 a 1,56, alors qu’en lI'absence de cette affinité la
déstabilisation est estimée a 9,745.

- De petits domaines de phase (Lo) se forment avec une taille de 10,26 en 92,2 pas
de temps.

- Lorsque nous augmentons [l'affinité pour les phospholipides a 0,75, nous
remarquons le méme pouvoir déstabilisant mais avec une diminution significative de

la formation des phases (Lo). Leur taille est estimée a 4,74, avec un méme pouvoir

-128 -



Troisieme partie Résultats et discussion

déstabilisant que pour l'affinité augmentée a 0,5. Ceci laisse penser qu’en fonction
de ce modéle 'augmentation de I'affinité pour les phospholipides empéche fortement
la formation des phases Lo et augmente, par conséquent, I'effet déstabilisant de
'amphotéricine B.

- L’évolution de la formation phasique suivie aux temps 5, 15, et 25 ms est linéaire et
la taille de la phase liquide-ordonnée (Lo) augmente de fagon stable en fonction du
temps.

- Ces résultats suggerent que pour une affinité du complexe AmB/ergostérol 2 fois
supérieure a celle du complexe AmB/phospholipides, la formation de la phase (Lams)

est augmentée ainsi que la force d’interaction AmB/membrane.
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Figure n° 52 : Visualisation et stabilité des domaines en phase ordonnée (LO)
formés en présence damphotéricne B a 5, 15 et 25 ms.
Glycéro/sphingo/ergostérol/AmB  (1/1/20%/20%). Const ante de liaison
AmB/ergostérol =1.00, constante AmB/phospholipides= 0.5 et le potentiel de
décompression= 100% (barre 100 nm).

(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)

(b)- Formation progressive de la phase ordonnée Lo

(c)- Stabilité des phases ordonnées

-130-



Troisieme partie Résultats et discussion

ol o een ey e

1" Iwwu-

IR Fhaseliquide ordonnée (Lo)@@@ Fhaseliquide desordonnés (Ld)
Phase liquide ordonnée assodiée i 'amphotéricine B (L)

Figure n°53 : Visualisation et stabilité des domaines en phase ordonnée (Lo)

formés en présence damphotéricne B a 5, 15 et 25 ms.
Glycéro/sphing/ergostérol/AmB (1 /1/20%/20%). Const ante de liaison
AmB/ergostérol =1.00, constante AmB/phospholipides= 0.75 et le potentiel de

décompression= 100% (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonnée Lo

(c)- Stabilité des phases ordonnées
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4- Conclusion

La modélisation et la simulation in silico sont trés utiles pour comprendre et prédire la
dynamique membranaire. L'approche mathématique a joué un rdle primordial dans la
simultation des radeaux lipidiques. Le modele repose sur une shématisation de la
structure membranaire associée a un certain nombre d’hypotheses.
L'approche multi-agents semble étre une approche intéressante et un outil puissant
pour traiter ce type de probléeme. Grace a ces différentes caractéristiques, elle a
permis d’élaborer un modéle mathématique, qui traite I'évolution de la structure
dynamique en I'absence et en présence d’amphotéricine B.

L’application de ce modele a concerné la reproduction du processus de formation de
la phase liquide-ordonnée (Lo) « rafts » dans des conditions initiales stables, ensuite
dans des conditions de stress, tout en se basant sur les résultats que nous avons
obtenus.

Dans un premier temps , I'état de I'art sur la séparation de phases membranaires a
montré l'importance de la prise en compte de l'effet perturbateur par les stimuli
externes (Fan J. et coll., 2010). Dans une cellule ou la membrane ne subit aucun
stress, la formation des radeaux lipidiques « rafts » ne peut se produire, sauf si
toutes les conditions biophysiques des lipides sont réunies. La modélisation de cette
dynamique conduit a une prédiction de I'évolution du systéme a plusieurs niveaux.
Le réle fondamental des stérols dans la formation des phases liquides-ordonnées
(Lo) a été également mis en évidence. Les méthodes éxpérimentales utilisées
jusqu’ici, ne permettent pas de prédire I'évolution de ce systéme dans le cas ou la
cellule subit un stress. Dans ce contexte, les simulations numériques sont plus
adaptées pour décrire I'évolution et apporter des précisions sur la formation des
radeaux lipidiques en cas de stress membranaire.

Dans l'optique de la modélisation, le concept que nous avons utilisé est soumis
principalement a deux abstractions phasiques, la premiere correspond a la formation
des phases liquides-ordonnées (Lo) et la deuxieme a la formation des phases
liquides- ordonnées associees a 'amphotéricine B (Lams)-

Les résultats de la simulation obtenus avec un modele constitué de
glycérophospholipides, sphingophospholipides et ergostérol (1/1/20%), ont montré
gue la séparation de phases se fait de maniére aléatoire mais elle est tres stable
avec un coefficient de variation estimé a 0. Ainsi, la phase liquide-ordonnée (Lo)

diffuse progressivement et se colore en rouge en fonction des parameétres de
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liaisons. Le nombre de radeaux ne change pas au cours de la simulation mais la
taille varie.

Sur une membrane de 2um, les tailles moyennes sont estimées respectivement a
20,23 ; 42,5 et 104,567 nm dans des temps de formation de 18,443 ; 55,321 et 92,2
pas de temps. Au bout de 25 ms de simulation I'évolution de la formation est linéaire
et augmente de fagon tres stable.

Apres la validation de ce modeéle, nous avons réalisé tout d’abord une simulation sur
'effet de la séquestration d’ergostérol par 'amphotéricine B et nous avons ajouté
3 parametres : la concentration d’amphotéricine B a 20%, le pouvoir de séquestration
a 80% et les forces d’affinité a 1,00 et 0,2 pour I'ergostérol et les phospholipides
respectivement. Les résultats obtenus ont permis de modéliser leffet de
'amphotéricine B sur I'évolution de la formation phasique (Lo) au bout de 25 ms.
En effet, une déstabilisation estimée a 0,6 est enregistrée au bout de 60 pas de
temps, avec I'apparition de deux phases (Lo) et (Lamg). De plus, la taille mesurée a
8,25 nm au bout de 92,2 pas de temps, correspond a une taille trés réduite par
rapport a une formation compléte d’'un domaine sans aucun stress.

Sur la base des résultats obtenus par I'analyse infrarouge a transformée de Fourrier-
mode-réflexion totale atténuée (IRTF-RTA), nous avons reconstitué la phase (Lo) en
présence d’amphotéricine B. Les résultats de la simulation ont montré qu’en
présence d’une force de décompression estimée a 100%, la phase (Lo) est reformée
avec une taille de 48,91 nm au bout de 92,2 pas de temps. La déstabilisation de la
membrane diminue en fonction du temps de la simulation. Elle est estimée a 9,57 au
début de la simulation et a 1,75 au bout de 92,2 pas de temps. Nous pouvons dire
gue lorsque la tension latérale est réduite par I'action indirecte des porines, la
membrane se répare et reconstitue les phases (Lo) avec des tailles plus petites.
Dans un dernier subside et en prenant en considération le concept selon lequel la
membrane passe par une réparation membranaire des phases (Lo), nous avons
proposé une stratégie de ciblage moléculaire inspirée de la théorie de Pontier;
établie en 1973. Cette derniere consiste a déstabiliser les radeaux lipidiques par une
augmentation de l'affinité amphotéricine B/phospholipides. Les résultats obtenus de
cette contribution se sont montrés tres prometteurs et doivent étre considéré parmi
les stratégies a développer dans le futur. En effet, 'augmentation de I'affinité pour les

phospholipides a 0,5 et 0,75, augmente la stabilité de la phase (Lamg), avec un
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coefficient de variation qui passe de 11 a 1,56. De plus, la taille de la phase liquide-
ordonnée (Lo) est nettement réduite a 10,26 nm.

Ces résultats peuvent étre expliqués par la séquestration de [I'ergostérol
membranaire qui est tres affectée par les interactions que peut avoir
'amphotéricine B avec les phospholipides, notamment les liaisons de type Van Der
Walls. En présence d'une affinité plus forte pour les phospholipides, I'ergostérol
passe d’'une conformation structurale de donneur de liaisons a une conformation

structurale d’accepteur (Bittman R. et coll., 1992).
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L'objectif principal de ce travail est de contribuer a la compréhension des
mécanismes membranaires impliqués dans la dormance cellulaire de
Candida albicans en présence de 0,4ug/mL d’amphotéricine B.

Bien que les cellules de Candida albicans soient admises comme souches sensibles
a l'effet toxique de I'amphotéricine B, des travaux antérieurs ont montré qu’un certain
pourcentage de levures échappe a l'action de cet antifongique et rentre dans une
phase de dormance, avant de se réveiller et reprendre la croissance induisant ainsi
un échec thérapeutique (Boucherit Z. et coll ., 2007).

La membrane plasmique, structure a linterface cellulaire, est décrite dans la
bibliographie comme la cible privilégiée de 'amphotéricine B. De ce fait, nous nous
sommes intéressés a I'étude des modifications fonctionnelles et structurales de cet
organite sur la survie de Candida albicans ATCC10231 apres avoir été exposées a
0,4pug d’AmB/mL.

La premiéere partie de ce travail est consacrée a la caractérisation des transitions
morphologiques et membranaires qu’adoptent les cellules de candida albicans
ATCC10231, dans un cycle de dormance et de réveil cellulaire par microscopie
électronique a balayage (MEB) et spectroscopie des rayons-X a dispersion d’énergie
(SDE-X).

Les résultats que nous avons obtenus ont montré que :

En présence d’amphotéricine B, les cellules rentrent dans une phase de latence de
21 heures, avant de reprendre leurs divisions avec un taux d’inhibition de 21%.
Les microphotographies obtenues ont révélé des aspects pléomorphiques sous
forme de levures avec un indice de morphologie (Mi) de 0,6 (Mi<1,5).
Des analyses plus approfondies, par le logiciel ImageJ ont mis en évidence
I'existence d’'une déformation membranaire d’'un diamétre de 2 um, au niveau des
surfaces cellulaires. Ces déformations représentent 33,25 % de la surface cellulaire
globale et sont accompagnées d’une fuite accrue d’ions, notamment le sodium et le
chlore, respectivement 16,4% et 55,5%.

L’interprétation la plus simple de cet état morphologique de déformation cellulaire,
suit une hypothése centrale selon laquelle 'amphotéricine B agit au niveau des
radeaux lipidiques qui générent a leurs tours une élasticité membranaire pour

s’'adapter au déséquilibre osmotique créé par cette molécule.
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Ce phénoméne permet aux cellules dormantes de survivre, contrairement aux
cellules exposées a de fortes concentrations en antifongique ou I'étirement de la
membrane par la réorganisation des radeaux «rafts» peut aboutir a sa rupture et a la

mort cellulaire.

Pour confirmer cette hypothese, dans la deuxieme partie de ce travail, nous avons
réalisé une caractérisation biochimique des surfaces membranaires par

spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF-RTA).

Il ressort que les spectres IRTF-RTA des levures de Candida albicans ATCC10231
incubées en présence d’amphotéricine B a 0,4ug/mL, présentent des variations
importantes dans la composition membranaire en protéines et en phospholipides.
Les analyses ont montré I'apparition de protéines spécifiques, en conformation
secondaire de type B « béta», avant la levée de la dormance. Ceci nous laisse
penser que les cellules expriment des structures capables de rééquilibrer le milieu
osmotique et de reconstituer la structure membranaire leur permettant ainsi de

reprendre une croissance normale.

Une séparation de phase est mise en évidence par des variations d’absorption de
phospholipides (~1240 cm™), de glycolipides et de stérols membranaires
(1200-900 cm™). La dynamique de ces constituants est importante dans le cadre des
phénomeénes de diffusion a travers les membranes plasmiques, puisqu’elle intervient

également dans le conditionnement de la fluidité.

Sur le plan mécanique, cette transition lipidique est adoptée pour la survie des
cellules lors d'un traitement a I'amphotéricine B. Cette deuxieme hypothése
périphérique que ce soit sur le plan de I'altération ou de la réparation membranaire,
demeure importante et suscite la mise en place d’'un modele membranaire et d'une

stratégie de ciblage moléculaire.

La stratégie utilisée dans la troisiétme partie de notre travail fait intervenir la
modélisation a base de systeme multi-agents (SMA).

Les résultats obtenus se sont averés trés prometteurs, dans le cadre d'une
stabilisation des phases lipidiques associées a I'amphotéricine B, appelées dans
notre étude phases (Lamg). En effet, la stabilité de ces « super-phases » (Lamg), €n
présence d'une affinité de 0,5 et 0,75 est 2 fois supérieure a celle mesurée en
présence d’une affinité de 0,2.
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Pour compléter ce travall, il serait intéressant :

- D’approfondir les études sur la séparation de phases lipidiques chez les cellules
dormantes.

- D’identifier les molécules responsables de la réparation membranaire lors d’un
stress causeé par I'effet de 'amphotéricine B.

- D’améliorer les modeles membranaires multi-agents dans le but de simuler d’autres
interactions moléculaires.

- De déterminer d’autres parametres qui peuvent influencer I'adaptation cellulaire

dans la phase de dormance.
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ANNEXE 1

L'interprétation des résultats obtenus, lors des analyses morphologiques des cellules
de Candida albicans ATCC 10231 est réalisée en se référant a une classification de
formes pléomorphiques, telle décrite dans le tableau ci-dessous.

Tableau 10: Représentation schématique et classifi cation des formes
pléomorphiques de Candida albicans [(Merson-Davies L. A. et Odds F., 1989) ;
(Sudbery P. et coll.,, 2004) ; (Whiteway M. et Bachewich C., 2007)]

Forme Taille Conditions de | Indice de Représentation
pléomorphique | cellulaire culture morphologie | schématique
(Mi)
Levure 2a5pum pH <6.5-7.0 <15
Température<30°C
Pseudo-hyphes | 20 um pH 6.0 2,5-3,4 Septum
Tempeérature=35° C
5 >6.5-7. >
Hyphes 500 a 600 pm | pH >6.5-7.0 3,4
Température>35°C
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ANNEXE 2

L'interprétation des spectres infrarouges est faite en se référant au tableau IRTF-
RTA ci-dessous. Ce dernier indique avec précision les assignations des différentes
bandes, laliaison concernée, le type de vibration et le nombre d'onde.
(Les vibrations d’élongation sont notées v, les vibrations de cisaillements o et les

vibrations de déformation sont notées 0).

Tableau 11: Assignation des bandes IRTF-RTA [(Nauma nn D. et coll., 1991a,
b) ; (Goormaghtigh E. et coll.,, 1994 a, b et ¢) ; (Gaigneaux A. et coll., 2006);
(Gasper R. et coll., 2009) ; (Goormaghtigh E. et coll., 2009) ; (Goormaghtigh E.,
2012) ; (Sarroukh R. et coll.,, 2013)]

Nombre d’'onde Vibration s moléculaires Principaux groupements
(cm™) fonctionnels
Stretching des liaisons simples (AH,  CH, NH, OH)
3300 3400 vOH associé Alcool, et phénols
vNH libre

3300 3380 3190 | vNH (Amide A et B) Protéines, et peptides

3100

3062 vCH, vCH,, vCHs; Groupements aromatiques, et
alcenes

2961 2957 vCH3 Lipides, acides gras, chaines

2925 vCH2 aliphatique et latérales.

2897 vCH tertiaire

2874 vCH3

Stretching des doubles liaisons (C=0, C=C, C=N)

1740 1747 vCOOR, Phosphodiester,phospholipide

1714 1713 vC=0 esters, acide carboxylique

1696 1691 1693 | vC=0 couplée a & NH Amide  I: Protéines  de

1681 1679 1678 conformation de type « béta » 3

1670 ou feuillet antiparalléles,
tournant, chaines latérales,
interactions interchaines.
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1658 1655 1640

80% vC=0 couplée a 20% SNH

Amide | : Protéines

hélice« alpha » a, protéines en

en

pelote statistique.

1630 1629 1627

vC=0 couplée a 6NH

Protéines de conformation de
type «béta» B et/ou feuillets

antiparalléles

15801550 1553 60% vNH, 30% OCN 10% vC=C | Amide II: Peptide, protéine,
1540 1545 brins béta, random, Tournant,
1520 1518 1511 | vC=C chaines latérales des résidus de
1512 1500 tyrosine

1497 Phénylalanine

1497

1491 oCH; Lipides, acides gras

1469 1455 1441 0CHjs

1416 1420 1414 | 6COH

1400 1405 O0COOH Amide Il Acides aminés,

1385 1375 1307
1374

O6CH, 8CH;, vCOOH, 86CH,, vCN
couplée a 6NH

chaines d’acides gras

Et polysaccharides

1353 1339 OCH, 6CH,
1314 1317 OCH, 6CH,, 6CHj5 Acides gras et acides aminés
1280 1281 vCN couplée a dNH Amide Il
vC=0, vC=C Acides gras et acides aminés
1245 1240 1239 | VP=0O Phosphodiester, phospholipides,
1220 1218 vPO* LPS, protéines phosphorylés
vR-O-P-O-R
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Stretching des liaisons ( vC-O, vC-C, vC-OH, 8C-O-C, C-O-P)

1173 1172 1153

vC-OH, vR-COOR

Protéines, carbohydrates,

1117 vCOOH
1084 1086 1070 vPO?* Phospholipides, phosphodiester,
1057 1056 vR-O-P-O-R Polysaccharrides, stérols, et
1044 1041 vC-O-C, vP-O-C glycolipides

vC-OH couplée a 8C-O

vCH,OH couplée a vCN
1028 1026 vCH,OH Stérols, glycolipides
964 970 900 vC-C, vPOs*, vC-O-P Protéines phosphorylés
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