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INTRODUCTION

La découverte des antibiotiques, comme arme de combat
dans la lutte entreprise par la médecine contre les multiples
microorganismes, qul portent atteinte & la santé, a ouvert la
voie & un progres immense, -en vue du trailtement d'un grand

nombre de maladles.

Le terme d'antibiotique dérive d'antibilose (1 ). Il
a été utilisé en 1889 par Vuilllemin pour désigner un type d'as-
soclation de systémes vivants, dans laquelle un organicme
détrult un avtre de fagon & se maintenir en vie. Papacostas
et Gaté limitdrent le sens du terme en appelant “"antiblose"
le phénom&ne de destruction d'un organisme par un autre lors-
qu'il se produisait "in vitro" et "antagonisme" lorsque le

méme phénomdne se produisailt "in vivo",



Les premidres observations d'antibiose remontent & 1877;
A cette époque, Pasteur et Joubert constat®rent gque des "bac-
téries communes" (aérobie) inhibent la croissance de B, Anthra-
cis, et gqu'on évite 1l'apparition du charbon chez un animal
susceptible en injectant en m@&me temps que B, Anthracis, diver-
ses bactéries non pathogknes., En 1885, Babec, & Paris, postu-
lait 1'intervention de substances chimiques dans ce phénoméne
d'inhibition et Duchesne, en 1887, soutenalt A& Lyon une thdse
de médecine dans laquelle 11 envisage d'éventuelles applica-

tions thérapeutiques ( 1 ).

D'autres observations d'antiblose ont été faltes avant
1'année 1929, annde ol Flediing déerivait 1'activité antibacté-
rienne de la pénicilline. Ce n'est cependant gu'en 1940 que
Florey, Chaln et leurs collaborateurs réussirent A& isoler les

pénicillines pures et & montrer toutes leurs potentlalités,

Un nouveau sens au mot antiblotlque fut suggéré par Waks-
man en 1942, pour désigner une substance chimique d'origine
microbienne, gqul availt la propriété d'inhiber le développement
des micro-organismes, La définition de Waksman est: "Un an-

tiblotique est une substance chimique produite par des mlcro-

organismes, quil & la capacité d'inhiber la crolssance des bac-



térles et d'autres micro-organismes",

A cette définition, une spéeification fut ajoutée par 1la
suite, c'est que ces substances chimigques doivent agir A une
trtés faible concentration, €cartant ainsi du terme antibioti-

que les acides et les alcools organiques ( 2 ),

Cette définition de Waksman est restrictive par le fait
gu'elle exclue les antiblotiques d'origine synthétique, gui
peuvent avolr la méme structure chimique et les mémes proprié-
tés gqu'une substance synthétisée par un organisme vivant,
Cette définition est aussi restrictive en limitant 1l'usage
du terme antiblotique aux substances inhibltrices provenant
de micro-organismes seulement, car des &tres supérieurs peu-

vent également synthétiser des antiblotiques (1, 2)

Différentes modifications ont été apportées pour élargir
le sens du mot antibiotique de manidre & inclure les substances
inhibitrices provenant de plantes et d'anlmaux supérieurs,

Ia définition devient alors: "Les antibliotigues sont des subs-
tances chimigues guil sont produltes par des organismes vivants
et qul ont la propriété d'inhiber la croissance de micro-orga-

nismes ou d'autres cellules vivantes",



Ce dernler concept dolt é&tre accepté avec réserve, car
parml les prodults synthétisés par les plantes se trouvent
des alcalofdes et des tannins, gqul pourralent y étre inclus,
et varmi les produits d'origine animale, le sang et des fluil-
des provenant de certains tissus possédent aussil des proprié-

tés antimicrobiennes,

Deux autres dates importantes marquent encore le début
de 1'histoire des antibiotiques, solt l'année 1939, lorsque
Dubos anmntréqn'ilsetzouvait dans le sol des micro-organis-
mes producteurs d'antibiotiques (B. Brevis, produisant la ty-
rothricine), et solt l'année 1944, lorsque Waskman et Schatz
découvrlrent la streptomycine, ouvrant la vole aux antiblotiques

d'actinomycetes,

La grande majorité des antibiotiques qul ont été isolés,
aussl blen que ceux pour qui la chimlothéraple a trouvé une

application pratique, sont produits par les actinomyceétes ( 2 ).

En 1948, Brown et Hazen ( 3 ) découvrirent que plusieurs
milieux étalent antagonistes aux fungus. Ce n'est que deux
années vlus tard que ces mémes chercheurs, isolalent le pre-

mier antiblotique poly2nique, la nystatine ( by, Depuis ce



temps, plusieurs centalnes d'articles traitant des antibioti-

ques poly&niques ont été publiés.

Le nombre total des antibiotiques polydniques est diffi-~
cile & établir exactement, Plusieurs estimés ont été faits,
mals seulement pour ceux dont on availt une documentation chimi-
que raisonnable, En 1977, le nombre dtantiblotiques poly&ni-

ques connus €talt juste au dessous d'une centaine (4, 5)
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ORIGINE ET PHOPRIETES DES ANTIBIOTIQUES POLYENIQUES

1- Structure générale et propriétés

Les polyenes sont presque exclusivement obtenus des mem-
bres des "Streptomycetacae", la majorité est produite par les
"Streptomyces", mals une petite minorité 1 ' est par "Strepto-

verticilium" ou par "Chainia spp" ( L, 5)

Les antibiotigques polydniques forment un groupe quil s'in-
corpore & la classe des macrolides par leurs propriétés chimi-
ques et bloloziques (5 ). On désigne sous le nom macrolides,
un groupe d'antliblotiques con;titués par un aglycone de nature
lactonique macrocyclique qui peut &tre 11€ glycosiquement A

une ou deux molécules de sucres; en général, 11 stagit de

sucres assez spécifiques (1 ), (voir la figure 4).



Parmi les macrolides, se distinguent gquatre sous-groupes: (1 )

1 - Les macrolides proprement dits, 1ls se caractérisent
par la présence de nombreux méthyles rattachés au cyle lacto-
nique et par la présence de sucres.

2 - Les substances apparentées aux macrolides, qui ne
contiennent pas nécessairement un macrocycle, mais dont le
mode de fabrication par le micro-organisme implique des mé-
canismes similaires A& ceux qui donnent nalssance aux macroli-
des,

3 - Les macrolides apparentés, 1ls sont constitués d'un
macrocycle incluant un ou des syst®mes ecyeliques, souvent aro-
matiques, qul peuvent aussi &tre accolés au macrocycle; 1ils
sont généralement dépourvus de sucre, Un certaln nombre d'en-
tre eux sont désignés sous le nom d'ansamycines,

4 - Les macrolides polyd®niques, 1ls contiennent au moins
trois liaisons doubles conjugudes, toutes trans, peu ou pas
de ramifications méthyles, souvent de nombreux hydroxyles et

parfois 1ls sont dépourvus de constituant osidique,

Les propriétés générales des antiblotiques poly®niques ( 6 )
sont

1 - Ils possddent la capaclité d'inhiber la crolissance d'un
grand nombre de fungus, par contre 11s n'ont aucune activité sur

les bactéries,



2 - 1Ils sont d'une toxicité relativement é€levée lorsqu'ils
sont injectés aux animaux, mals 1ls sont beaucoup moins toxi-
ques lorsque absorbés par vole orale,

3 - 1Ils sont falblement solubles dans 1l'eau, mals se dis-
golvent mieux dans leg golvants organiques polajires,

4 - Ils montrent un spectre d'absorption dans 1l'ultra-

violet, gquil est typigue des chromophores polyé&éniques,

2- Chimie et classification des polydnes

Le spectre ultra-violet obtenu A partir des antibiotiques
poly®&niques représente le tralt caractéristique marquant, qui
permet d'effectuer une classification rapide et spéecifique
des antibiotigues polydniques., Les spectres d'absorptiondes
polygnes ont été normalisés en les comparant aux sSpectres
d'hydrocarbures connus possédant quatre, eing, six ou sept

liailsons doubles conjuguées ( 5 ).

Les composés organiques saturés possédent uniguement des
électrons de liaison ¢, pour lesquels une transition électro-
nigue n'est possible que dans la région hautement énergétique
du spectre électromagnétique, solt 1l'ultra-violet lointain ( 7 ).

La présence d'insaturatlion dans la molécule, telle une double



liaison, condult A& la présence de liaison 7T, dont les énergles
de transition de 1'état fondamental & 1'état excité sont moins

élevées que dans le cas d'une lialson .

La nature de la transition observée, dans la régilon spec-
trale étudiée pour le chromophore poly®nique, correspond & une
transition J—>Jr*. L'absence d'orbitale "n" sur le chromo-
phore €limine donc d'emblée la possibilité d'une transition
n — 5. Le calcul de la différence d'énergle, mesurée au na-
ximum d'intensité de deux plcs voilsins, indigue gue ces bandes
d'abzorption proviennent des transitions se produlsant du ni-
veau fondamental vers les différents niveaux vibrationnels
de 1'état excité, Cette différence d'énergle, exprimée en
nombre d'onde, €gquivaut & environ 1500 en~1l, Cette valeur d'é-
nergie recoupe les niveaux d'énergle compris dans la réglon
infrarouge du spectre électromagnétique, réglon qui est ca-

ractéristique aux transitions vibrationnelles,

L'augmentation du nombre de liaisons doubles conjuguées
2 1l'intérieur d'une molécule conduit & un déplacement batho-
chrome de plus en plus grand, c'est-a-dire un déplacement des
piecs d'absorption vers les longueurs d'ondes plus grandes,

Ainsi, les tri®nes sont des composés incolores ou d'un jaune



tr2s pdle, les tétra2nes, tels la nystatine, la rimocydine et

10

la pimaricine sont jaunes pales, les penta®nes sont jaunes et les

hepta®nes sont d'un jaune encore plus prononcé (5 ).

Le spectre ultra-violet d'un antibiotique poly®nique,
permet non seulement, d'identifier qu'il s'agit bilen d'un po-
ly¢ne, mais spécifie aussi le nombre de lialsons doubles con-
juguées, et cela par la position des bandes d'absorption,

La spectroscople ultra-violet permet aussi d'identifier les
subdivisions & 1'intérieur d'un groupe, tels les pentadnes,
La présence d'un groupement méthyle adjacent A& un chromopho=-
re polydnigque md®ne A& un déplacement bathochromique du maximum

d*absorption d'environ six nanomdtres, alors qu'un groupement

cétone adjacent au chromophore poly®nique, transforme radicale-

ment le spectre (4,6 5, 8)

La fagon rinéralement utilisée pour classifier les anti-
biotiques polydniques est en premier lieu, par le nombre de
doubles liaisons conjuguées qu'ils contiennent et en second
lieu par la présence d'un sucre hexosamine ou d'un cyecle aro-

matique, & 1'intérieur de leur structure, La présence de su-

cre est une des caractéristiques des antibiotigques macrolides.
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La structure de 1'aminosucre présent dans les antiblotiques
poly®niques a été chimiquement déterminée, 11 s'agit, sauf une
exception, de la mycosamine (9, 10) , La périmycine fait
exception en possédant la pérosamine comme aminosucre, il s'a-
git en fait d'un isomdre de la mycosamine ( 11, 12), La pré-
sence de la mycosamine ou de la pérosamine confére A 1a molé-
cule du poly®ne un caract®re basique., Plusieurs antibiotigques
polygniques, tels 1'amphotéricine B et la nystatine sont am-
phot2res et poss®dent un méme nombre de groupements acides
et basiques, Il y en a aussi d'autres, quil ne possddent pas de
groupement ionisable, tel la filipine, Ces derniers sont donc
moins polaires, Certains membres du groupe des hepta®nes con-

tiennent une amine aromatique ( & ),

3-  Solubilité des antiblotiques polydniques

Les antiblotiques polydniques sont amphiphiles, c'est-A-
dire qu'lils possddent une partle polaire et une autre partie
apolaire, ILa partie polalre est formée principalement d'hy-
droxyles qul sont majoritalrement fixés sur un méme c6té du
macrolide, alors que la série de lialsons doubles conjuguées,

qul est le chromophore de la molécule, forment la partie non-po-



laire, de 1l'autre cdté du macrolide,

La solubilité diminue alors gqu'augmente le caract®re hy-
drophobe de 1l'antiblotique poly®nique, c'est-A-dire que les

tétra®nes sont plus solubles que les hepta®nes, Les antiblo-

12

tiques poly®niques sont peu solubles dans l'eau et les solvants

organiques tels les cétones et les éthers, Ils sont beaucoup
plus solubles dans les solvants organiques polalres, tel le
diméthyle formamide, et les solvants organiques dipolalres a-

protiques, tel le diméthyle sulphoxide.

Les solutions d'antibiotiques polydniques, en milieu or-
ganique polaire,peuvent &tre diludes avec de 1l'eau et donner
des solutions stables, si lh concentration finale aprds dilu-
tion, demeure inférieure A environ § x 105 M. cCe type de
solution ne peut &tre dialysé et n'est pas considéré comme
étant une vrale solutlion, mals comme des micelles en milieu

agqueux ( 4 ).

L. Stabilité des antibiotigues poly®nigues

Les antibiotiques polydniques sont généralement considé-

rés comme étant peu stables A la chaleur, & la lumidre, & 1l'air

et aux valeurs extrémes de pH (4, 13)., La sensibilité A 1l'ailr
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et A la lumi®re est reliée principalement & une modification

du chromophore poly®nique. Tingstad et Garret ont confirmé,
que la perte d'activité blologique de la filipine solide ex-
posée & 1'alr étalt accompagnée d'une diminution d'absorption
du chromophore pentadne & 355 nm (14 ). De méme qu'une €tude
menée par Dekker et Ark (15 ) montre que 1'irradiation d'une
solution aqueuse ou alcoolique (méthanol) de pimaricine (100 PPH)
durant une période de deux minutes et & une dlstance de 12 pou-
ces d'une lampe d'ultra-violet,.provoque une tr2s forte dimi-
nution d'absorption, Cependant 1'addition de colorant, tel 1le
chlorophyllin de sodium et de potassium, quil est un dérivé

de la chlorophylle et qul est plus soluble dans 1'eau que cet-
te derni®re, protdge dans une large mesure la pilmaricine contre
1'irradiation ultra-violet, D'autres colorants, tels le tri-
phényle méthane et la quinoneimine, poss®dent une bandz d'ab-
sorption dans la rvrisdon de 300 A 40O nm, 1Ils aprortent auss?
une protection & la pimaricine, qul montre une absorption dans

cette région (15 ).

L'addition d'antloxydant prolonge la vie active de la nys-
tatine, de la fllipine, de la lagosine et de la pimaricine
(4, 15) , Il aété suggéré par Dekker et Ark (15 ), que



14

lors de l'absorption de lumidre par les antibiotiques poly&ni-
ques, 11 se produilt une isomérisation cis-trans. L'inactivation
des antibiotiques s'expliqueralt par la grande différence des

propriétés entre les isomeres cis et les isomdres trans,

I1 a été démontré qu'une solution d'amphotéricine B peut
8tre conservée pendant une journée sans aucune protection con-
tre 1'air, la lumire et la température ambiante, et conserver
sa bloactivité (16, 17 ). Sous forme solide s2che, les antibio-

tiques poly&niques sont relativement stables,
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ITI

MECANISME D'ACTION DES ANTIBIOTIQUES POLYENIQUES

1~ Interaction avec les stérols

Deux observations d'importance, faites en 1958, ont per-
mis de mieux salsir le mécanisme d'action des antibiotiques
polyéniques. On a démontré, que la nystatine endommage la
membrane des fungus, de telle fagon que le contenu cellulailre
de faible poids moléculaire s'échappe de la cellule, alors que
les substances de poids moléculalres élevés y restent ( 18).

On a aussil montré que 1l'addition de stérol & un milieu de crois-
sance protégealt les fungus contre l'attaque des antiblotiques

polyéniques (19, 20).

Des travaux plus récents ont montré que l'activité anti-
fongique des antibiotiques poly&niques sur les cellules, provient

de 1'effet de la combinaison de 1l'antibiotique poly&nique avec



16

les stérols contenus dans la membrane de la cellule, ce gul
altéreralt les propriétés de permeabilité sélective de la mem-
brane, condulsant A& 1'écoulement vers l'extérieur de la cellu-

le des substances essentlelles & sa survie,

Les cellules eukariotes, ce qul comprend les fungus, les pro-
tozoaires, les algues vertes, les limacgons, les molislssures de
limon et les "vers planaires" , absorbent les antiblotiques
poly&niques, ce quil leur est fatal, Les cellules prokariotes,
tels les bactéries et les algues bleue-vertes, absorbent peu
les poly®nes et ne sont done pas affectés par eux, La diffé-
rence de comportement des antiblotiques poly®niques pour ces
deux types d'organismes s'expligue par la présence de stérol
& 1l'intérleur de la membrane des organismes eukariotes, alors

qu'ils sont absents de la membrane des organlsmes prokariotes,

L'incorporation de stérols A des oiganismes n'en requid-
rant pas, mals gul cependant les inserrent dans leur membrane
lorsque le milieu de crolssance en contlent, a permls de véri-
fier 1'influence de la présence des stérols sur 1l'action des
antiblotiques poly®niques (21,22 ), On a observé gque les
organismes qul contenalent des stérols dans leur membrane, su-

bissalent une inhibition de crolssance et la lyse, Les mémes
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organismes, qui par contre, ne contenalent pas de stérols dans
leur membrane ne subissaient pas de diminution de ce¢roissance

malgré la présence d'antibiotique poly®nique, Le falt d'aug-
menter la concentration de stérol dans la membrane de "Candi-
da albicans™, conduit & une augmentation de la sensibilité de

1l'organisme envers les antiblotiques poly®niques ( 23).

Des études ont montré, que les antiblotiques poly®niques,
en plus de se lier avec les stérols, se lialent aussi avec
les phospholipides, et que la présence de stérol n'est pas né-
cessalre pour que se produlse une interaction entre les phos-
pholipides et les antibiotiques poly®niques ( 24, 25, 26 ),
Les acides gras procurent une protectlon contre l1l'action anti-
fongique des antiblotiques poly2niques, de plus la mesure de
la diminution de 1'intensité d'absorption du premier plc de
leurs spectres, permet dans la plupart des cas d'évaluer quali-
tativement la protection apportée aux fungus par les acldes

gras (27 ).

L'addition de stérols A une solution d'antiblotiques poly-
®niques provoque aussi une diminution de 1'intensité d'absorp-

tion du spectre des antibiotiques poly®niques ( 20).
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2~ Role des stérols dans les membranes enkarlotes

Les stérols sont présents dans les cellules et dans les
membranes internes de la plupart des organismes eukarlotes,
par contre le rdle des stérols A 1'intérieur des membranes
n'est pas encore clair (4 ), Les membranes de certalns or-
ganismes peuvent fonetionner avec ou sans stérols (achoeleplas-
ma) ou sans stérols du tout (la plupart des prokariotes) par
contre, pour la majorité des organlsmes eukariotes, la présen-
ce de stérol est essentlelle au fonctionnement normal de la

membrane.,

La présence de cholestérol dans la membrane cellulalre, mo-
difie la fluldité des chafnes hydrocarbonées des phospholipl-
des, en modifiant le réseau formé par les chafnes hydrocarbonées
en phase de gel et en diminuant la flexibilité des chafnes en

phase ‘2juide-cristelline (4 ).

L' incorporation de stérol dans une membrane de phospho-
lipides se prodult sans &tre influencée par la composition
en acides gras et inversement, sans Influencer la compositlion
en acldes gras des phospholipides., Des études en monocou-

che et par calorimétrie de divers mélanges de cholestérol
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et de phospholipides indiquent que la nature des tétes polal-
res des phospholipides n'est pas responsable de 1'interactlon
lipide-stérol, Blen que plusieurs types de stérols puissent
étre incorporés dans une membrane, essentiellement ceux possé-
dant un groupement hydroxyle en positlon 3ﬂﬁ et une structure
reletivement plane, influencent le fonetlonnement membranail-
re (28)., L'addition de 3-4 hydroxystérol & une membrane 1i-
pidigue cause un ralentissement considérable du transport
ionigque, alors que la permeabilité génsrale de la membrane

diminue de fagon marquée (6, 29 ).

La calorim2trie diffsérentielle montre que le cholestérol
diminue l'énergie associdée A4 la transition de phase thermo-
trnﬁique des phospholipides et déplace la transition & des
tempsratures inférieures ( 30 ). Ces changements de proprié-
tés physigques ne sont pas observés avec les 3-ot hydroxzystis

rols (29, 31).

Les organismes tels les fungus possédent dans leur mem-
brane de 1l'ergostZrol au lieu du cholestérol, comme c'est le
cas pour les cellules des mammiferes. Lorsqu'une membrane con-

tenant des stérols, substances gul créent un ordre plus grand
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dana la membrane; entre en contact avec un antiblotique po-
lyeénigue, 11 se prodult des interactions préférentielles avec
les stérols de la membrane et le poly&ne, conduisant & des chan-
gements importants des vropriétés de perméabllité de la mem-

brane ( 4 ),

3= Formation de pores

Le traltement de membranes contenant du stérol avec 1l'am-
photéricine B ou la nystatine, provogue une diminution de la
résistance £lectrique de la membrane et une augmentation de la
perméabilité ionique transmembranailre, cependant ces antlbio-
tiques n'affectent pas la stabllits de la membrane, Le trans-
port d'ions et de substances non-2lectrolytes & travers la
bicouche lipidigue s'explique par la formatlion de pores ou de
canaux provenant de l'association des antiblotiques poly&nlques
avec les stérols contenus dans la bilcouche lipldique., Les po-
res ainsi formés ne sont pas des pores statigques, mals 1ls
ge forment pour un court instant et disparalssent, La grosseur
de ces pores peut étre estimfe par la grosseur des molécules,
qui s'échappent du milieu interne de la bicouche lipidique,

Les pores formés par 1l'amphotéricine B sont estiméa avolr
un rayon interne de 7 & 10,5 R (32 ), alors que ceux formés

par la nystatine sont estimés avolr entre 4 & 7 & de rayon
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interne (4 ),

a) Complexe Amphotéricine B-cholestérol

Différents mod®les de pores ont été proposés pour l'am-
photéricine B ( 26, 33, 34, 35), car c'est le seul antibiotique
poly2nigue, dont la stéréochimie est parfaltement connue (4 ),
Les mod&les proposés sont habltuellement constituds de 8 & 10
molécnles d'amphotéricine B et d'environ le méme nombre de molé-
cules de cholestérol, L'intérieur de ce complexe est hydro-
vhyle par la présence de groupements hydrozyles 1iés sur un
c8té de 1la molécule d'amphotéricine B, et 1'extérieur du com-
plexe est par consequent hydrophobe, et est form2 par la sdérie
de 7 lialsons doubles conjuguées de 1l'amphotéricine B, et le

cholestéroel,

La longuew: de la molénule amphotéricine B est environ
la méme gu'une molécule de lécithine ou de cholestérol (20 &
2h B), ce qul impligque qu'une pore traversant une bilcouche
dolt &tre constituée de deux unités du complexe amphotérici-
ne B-cholestérol (demi<pore)}, les deux unités ou demi-pores .
se trouvant respectivement d'un cdté et de 1l'autre de 1la bicou-
che, De telles demi-pores se déplaceralent ind<pendamment

4 1tintérieur du film lipidigue; un pore complet se
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forme lorsque deux demi-pores, situées de chaque cdté de la mem-
brane, s'approchent et se lient, L'orlientation de ce type de
complexe doit étre perpendiculaire au plan de la membrane.

Cette orientation est éhergétiquement favorisée par le con-

tact de 1la partie hydrophobe du complexe, avec les chaines
hydrocarbonées de la couche lipidique., De cette fagon, les
sites hydrophiles des molécules d'amphotéricine B se trouvent
toutes dirigées vers 1'intérieur et les sites hydrophobes vers
l'extérieur, tout ceci conduisant & la formation d'un comple-

xe d'une grande stabilité ( 35), tel qu'illustré & la figure 1,

b) Complexe Nystatine-cholestérol

La structure de la nystatine est presque identique & cel-
le de 1'amphotéricine B, la différence étant un changement de la
position d'un groupement hydroxyle dans la partle hydrophyle
de la molécule et une interruption de la conjugaison causée
par l'absence d'une liaison double, ILa partie hydrophobe se
trouve ainsil séparée en deux et quatre liens doubles. L'inter-
ruption de la conjugalson permet une torsion de la molécule,

qul n'est pas possible pour 1l'amphotéricine B.

Les effets de la nystatine et de 1'amphotéricine B sur les
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Figure 1, Moddle de demi-pore proposé par De Kruljff et Demel
pour l'amphotéricine B et le cholestérol., La figure
1llustre la section transversale d'une pore formée
de deux demi-pores & 1'1nterieur d'une membrane 1li-
pldique
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Figure 2, Hepreﬂentation BchEmathue du cumplexe filipine-cho-
lestérol, & 1'intérieur d'une bicouche lipidique,
De Kruljff et Demel ont proposé ce moddle de comple-
xe pour la filipine et le cholestérol,



membranes bilologlques et les liposomes étant particulid®rement
semblables (35), le méme type de complexe que 1l'amphotéricine
a été proposé pour la nystatine. La pore formée par le con-
plexe nystatine-cholestérol seralt plus petite, que celle du
complexe amphotéricine B-cholestérol ( 35, 36), ceci & cause d

la torsion possible de la partie hydrophobe de la molécule,

¢) Complexe Filipine-cholestérol

La filipine poss&de un trailt caractéristique. le distin-
guant des autres antiblotiques poly®niques, ILa filipine est
une molécule neutre, qul ne possdde pas de groupements char-
gés, tel un carboxyle ou un groupement mycosamine, comme la

vlupart des antibiotiques poly®niques.

Le complexe filipine-cholest#rol proposé par De Kruljff
et Demel ( 35), ne formerelt pes une pore, cowme 1ls le Sug-
gérent pour 1'amphotéricine B et la nystatine, mais formeralt
un agrégat de 150 & 250 ﬂ, visible par microscople électroni-
que, et dont 1'orientatlion seralt paralldle au plan de la mem-
brane, Une telle orientation permettrailt l'assoclation d'a-
grééats, produlsant ainsi un sandwich, dont le centre serait

formé par la partlie hydrophile de 1la filipine et 1l'extérieur

2l
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par sa partie hydrophobe, celle-cil étant en interaction avec

le cholestérol, Ce sandwich, constituant le complexe filipine-
cholestérol, se situerait aucentre de la partle hydrophobe de
la membrane, provoquant la formation d*une protubérance, ce

qul conséguemment conduirait & la rupture de la membrane, tel

qutillustré & la figure 2.

L. Pertinence des modtles proposés

Les mod&les de pores traversant la bilcouche de phopholi-
pldes, qui forment la menmbrane cellulaire, sont sdduisants,
cependant la wvalidité de tels moddles a £ét¢ mise en doute ( 26 ),
Certains chercheurs ont supgéré, blen que la présence de sté-
rol Sﬁit requise pour que se produlse une interaction entre
les antiblotiques poly2niques et la membrane cellulaire, que
leur présence ne confire pas nécessairement A une membrane, la
sensibilité aux antiblotiques polydnigues, Le degré d'ordre A
1'intérieur de la bicouche lipldigue seralt relié & la sensi-
bilité de la membrane aux antibilotiques poly2niques., L'addi-
tion de cholestérol amenant une augmentation de 1l'ordre dans
le milieu, eonduirailt A& une augmentation de la sensibilité

de 1la membrane envers les antibiotigues polygniques ( 25),
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Les. mod®les présentés pour l'amphotéricine B et la nysta-
tine exigent la présence d'antiblotique de chaque c8té de la
membrane, c'est-A-dire A 1'extérieur et & 1'intérieur de cet-
te dernidre. Lorsque des cellules sont mises en présence d'un
antiblotique poly®nique, ce n'est gue de 1*extérieur gque celui-
cl peut attaquer les cellules, Il semble improbable, mais non
impossible qu'un phénomdne de flip-flop intervienne, permet-
tant & 1'antibliotique d'agir sur la couche interne de la rmem-

brane cellulaire ( 37 ).

Certains chercheurs sugg®rent la possibilité de 1'exis-
tence de deux différents types de pores, car la sélectivité
ionigne est différente selon que 1l'antibiotique polyinique
est ajouté d'un seul cdté de la membrane ou bien des deux cb-
tés de la membrane, L'addition de 1l'antibiotique polyEnique
d'un seul cdté de la membrane conduit & une sélectivité catio-
nigue, alors que 1l'addition des deux cbtés de la membrane mon-

tre une sélectivité anlonique (26 ).

Marty et Finkelstein (26 ) proposent une explication &
ce phénomdne, L'épalsseur de la bicouche de phosvholipides
n'étant pas uniforme en tout point, 11 s'ensult que le demi-

pore formé par le complexe amphotéricine B-stérol ou nysta-
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Mod®le de demi-pore proposé par Marty et Finkelstein,
ol les molécules d'amphotéricine B sont schématisées
comme étant des plans dotés d'une protubérance et d'un
point, La protubérance représente l'aminosucre myco-
samine et le point représente 1'hydroxyle situé & 1'ex-
trémité non-polaire de la molécule, L'intérieur de

la demi-pore est hydrophyle et est représentfcs par la
partie ombragée, alors que l'extérieur de la demi-pore
est hydrophobe, Le milieu aqueux extérieur est en
contact avee le bas du mod2le, alors que le milieun

de la membrane (ou la phase aqueuse intérieure) est

en contact avec le dessus du mod2le,
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tine-stérol, qul est environ de la méme longueur que les molé-
cules de phospholipides, pourrailt traverser complétement la
membrane en certains endrolts, 14 ol 1'épalsseur membranalre
serait d'environ la longueur d'une molécule de phospholipide.

La pore ainsi formée, A partir de 1'addition de 1l'antiblotique
d'un seul cdté de la membrane, ne seralt pas identique & celle
formée par deux demi-pores, formées lorsque 1l'antiblotique

est ajouté des deux cdtés de la membrane, et expliquerailt la dif-
férence de propriétés de sélectivités ionlques observées lors

de 1'addition de 1'ﬁnt1biﬂtique, soit d'un senl cdté ou solt

des deux cdtés de la membrane, (voir la figure 3),

I1 est probable, que ces mod2les subiront des modifica-
tions, de fagon & mieux représenter les r8les joués par les
stérols, les phospholipides et peut &tre les protéines, 1Ils
représentent un premier pas vers une interprétation rationnel-
le du comportement des antiblotigues poly®niques dans les mem-

branes,

5= Objectifs du présent travail

L'état des connalssances sur le comportement et les pro-

priétés des antiblotigues poly2nigues a beaucoup évolué depuls
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leur découverte. Bilen qu'elles solent encore & prouver, des
hypoth2ses intéressantes sur le mode d'action des antibioti-
ques polyéniques ont été développées. Toutefols, aucune mé-
thode analytique, visant & déterminer le degré d'interaction
entre les antibiotiques poly&niques et les stérols, n'avait

€té développée jusqu'd maintenant,

Le présent travall a eu pour premier objectif de dévelop-
per une méthode analytique, permettant d'évaluer le degré d'in-
teraction d'un antibiotique polyénique pour le cholestérol et
pour 1l'ergostérol, en déterminant la concentration des complexes

qui se forment a 1l'intérieur de milieux différents,

Le second objectif du travail fut d'utiliser cette métho-
de analytique, appuyé€e par une méthode biologique, pour lever
la controverse existant au sujlet de 1'affinité préférentielle

de 1'étruscomycine pour 1l'un des deux sterols étudiés.

La structure de 1'étruscomycine posséde des particulari-
tés intéressantes, quil s'approchent par certains points A cel-
les de l'amphotéricine B, qul se lie préférentiellement & 1l'er-
gostérol, et de la filipine, qui se lie préférentiellement au

cholestérol. Les particularités auxguelles 11 est fait allu-
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sion, sont la présence, sur le macrocycle de 1l'étruscomycine,
de 1'aminosucre mycosamine, gqul se trouve aussi 1li1€ au macro-
cycle de 1'amphotéricine B, et la présence d'une partie hydro-

phobe s'apparentant & celle de la filipine.

L'étruscomycine, ayant une structure auss! particulidre,
pourrait permettre de déterminer 1'importance des rdles joués
par la mycosamine et par la lonzueur de la partle hydrophobe,

2 1'intérieur d'un antibliotique poly®nique, dans l'attribution
d'une affinité préférentielle pour le cholestérol ou pour 1'er-
gostérol, La découverte gue 1'étruscomycine montre une affi-
nité préférentielle pour l1l'ergostérol, confirmerait, dans une
certaine mesure, que l'aminosucre mycosamine, conf@re aux anti-
biotigues poly2niques une affinité préférentielle pour 1l'er-
gostérol, alors que la découverte gue 1l'étruscomycine montre
une affinité préférentielle pour le cholestérol, confirmerait
le r8le prépondérant joué par la longueur de la partie hydro-

rhobe des antibiotiques poly®niques.

La apectroscopie différentielle constitue une nouvelle
technique d'approche du probldme de 1'interaction des antiblo-
tiques poly®niques avec les stérols, Dans le but de vérifier

1'exactitude des résultats obtenus par spectroscople différen-
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Figure 4., Structures chimiques de la filipine, 1'étruscomycine,
la nystatine et l'amphotéricine B.
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tielle, une étude biolozgique de 1l'affinité des antiblotiques
polyéniques pour le cholestérol et pour l'ergostérol a été ef-
fectuée, avec quelques antibiotiques polygniques, sur deux types

différents de cellules.
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PARTIE EXPERIMENTALE

1- FProduits

Les antiblotiques polydniques, qul ont été utilisés lors
des essals expérimentaux furent gracleusement fournis par la
section des maladies iInfectieuses du département de médecine de
1'université "Washington University School of Medlcine ", &
St-Lonis au Missouri, Le cholestérol de grade "certified" pro-
venalt de chez "Fischer Chemicals", Montréal, Québec, alors que
1'ergostérol d'une pureté de 95 ¥ a été acheté de la compagnie
"Sigma", & St-Louls, Missouri. Ce dernier a €té recristalisé
dans 1'éthanol deux fois, Le diméthyle sulfoxyde de grade
"reagent" a été acheté de "BDH Chemicals",le méthanol de gra-
de "certifled" a été acheté chez "Fischer Chemicals" et le pro-

panol de grade "reagent" a été acheté chez "J.T, Balter"
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2= Essals spectroscoplgues

La procéddure de préparation des solution d'antiblotiques
poly®niques a toujours été la méme pour tous les antiblotiques
étudiéa, Une solvticn mdre, de concentration molalre 5 x 1075 M,
étalt préparée de la fagon sulvante: la masse pesée précisé-
ment & ¥ 0,00002 g, sur une balance Mettler H54AR, étalt dis-
soute dans 1,00 ml de diméthyle sulfoxyde, La solution ainsi
formée était ensuite transférée dans un ballon jaugé -de 100,00
ml, et le volume de liquide amené au trait de Jauge avec de
1'eau déminéralisée et distillée, Le volume de la solution
étalt complété dans un baln thermostaté, dont la température
étalt ajustée & 20°C., Les solutions d'antibiotiques poly®niques
étalent conservées & 4CC, lorsque non utilisées, et cela pour

une période ne dépassant pas deux Jours,

Ies golutions. de cholestsrol et d'ergastéirol, ont é+é pré-
parées dans deux solvants différents, solt le méthanol et le
propanol, Chaque solution de stérol a été préparée en trans-
férant une masse précisément pesée & T 0,00002 g sur une ba=-
lance lettler H54AR, de stérol en poudre dans un ballon jaugé
et en ajustant le volume au tralt de jauge avec 1'alcool choisl,

cecl A 1la température de 20°C, Cette solution dont la concen-
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tration était de 1 x 10-3 i, sublssalt une dilution d'un rap-
port de 1/10, abaissant la concentration & 1 x 10"1L M, cecl
etant effectué A 200C, Les solutions de stérols étalent con-
servées & UOC lorsqu’elles n'étalent pas utilisdes et cela pour

une duree maximale d'une semaine. Aucun changement visible des

solutions n'a été observe durant la semaine d'utilisation.

Le rapport stérol:antiblotique a constamment été fixé & 1.
Les différentes solutions contenant divers taux d'alcool dans
1'ean furent toutes préparées & partir de solutions maintenues

A une température de 20°C,

lLeg spectres différentiels ont été obtenus en préparant
une série de guatre solutians possédant toutes le méme pour-
centaze d'aleool et ayant connues le méme ordre d'addition de
leurs constituants., Cette série de quatre solutions se compose
d'ure solution de l'antibiotique polyénigue, d'une solution
du stérol, d'une solution agueuse d'alcool, et d'une solution
oh 1'antiblotique et le stérol sont mils en présence 1'un de

1l'avtre,

Frn spectroscopie différentielle, les deux falsceaux lumi-
neux du spectrophotomdtre doilvent rencontrer sur leurs parcours

respectifs, la méme quantité de molécules de chacune des espi-
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ces, cecl dans le but d'observer sur les spectres, les varla-
tions d'absorbance attribuables uniquement & 1'interaction du
gstérol avec 1l'antlbiotique et non pas celles engendrZes par une
différence des quantités de molécules rencontrées par chague fais-
ceau, La concentration finale des différents antiblotiques et des
stérols, & 1'intérieur des solutions dont le spectre différentiel
a €té mesuré, a toujours été fixée A4 1 x 102 M. Un délai était
généralement aloué entre la prise des spectres et la préparation
des solutions pour permettre au systéme d'atteindre 1'égquilibre.

Ce délail varlait, selon les antiblotiques, de 15 & 120 minutes.

Four obtenir des resultats, qul solent comparables et repro-
ductibles d'une expeérience - d l'autre, 1ls est important de porter
attention 4 1l'ordre d'addition des constltuants, d'agiter vigou-
rensement les solutions m&res servant & préparer les solutions dont
les spectres seront mesurés, de respecter un delal relativement
constant entre la préparatlon des solutlons et la prilse de leur
spectre, et de n'utiliser que des solutions d'antiblotliques qul

solent frafches,

al Spectres différentiels

L'appareil utilisé pour prendre les diverses mesures d'ab-
sorbance étalt le Cary 17 D, Les spectres différentiels ont

été mesurés en Insérant les solutlons requises dans le spec-
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Schéma représentant la disposition des différentes solutions dans le
spectrophotomdtre, lors de mesures spectroscopiques différentielles,
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trophotom®tre, & 1'intérieur de. porte-cellules spéeciaux ol deux
cellules peuvent &tre traversées par le falsceau optique de
1'appareil, tel qu'illustré sur le schéma de la figure 5 .
La solution contenant 1l'antiblotique et le stérol, ainsi que
la solution aqueuse d'alcool, sont installées 1'une derridre
1'autre dans le falsceau du compartiment de 1'échantillon,
alors que les solutions du stérol et le 1l'antiblotique, le sont
dans le faisceau du compartiment de référence. Comme ce qui
est mesuré par 1'apparell est une différence d'absorbance, qui
peut &tre solt positive ou solt négative, la plume tragant le
spectre est déplacée, avant la prise du spectre, au centre

de sa course sur le papler, L'échelle d'absorbance 0= 1,0

fut 1'échelle généralement utilisZe pour les mesures d'absor-

bance différentielle,

3- Détermination ies coefficicnts d'extinction molaire

a) Antibiotiques poly®niques

Les coefficients d'extinction molaire des antiblotiques
poly®niques ont été mesurés dans du propanol, en utilisant

des supports de cellvles thermostatés & 20°C., 1Ils ont été
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mesurés A 408 nm pour 1l'amphotéricine B et & 319 nm pour 1'é-
truscomycine, Le cholx de ces longueurs d'ondes a €té motivé
par la présence d'un pile d'sbsorption attribuable aux espces

libres des antibiotiques polyBniques mentionnés,

Les solutions ont été préparées en dissolvant une masse
précisément connue &4 X 0,00002 g de 1'antiblotique poly2nique,
dans 2,00 ml de diméthyle sulfoxyde, La soclution ainsi formée
est ensuite transférée dans un ballon jaugé de 100,00 ml, et
le volume est complété au tralt de jauge avee du propanol, &
une température de 20°C, A partir de cette solution, différen-
tes dilutions sont effectuées et le spectre de ces solutions
est mesuré, L'intensité d'absorbance de ces différentes so-
lutions, est ensulte portée en fonctilon de leur concentration
en antibiotique, sous forme de graphique, La pente de la cour-
be ainsi obtenue, correspond & la valeur du ﬁeefficient a'ex-
tinetion molaire de 1'antiblotlique libre, pulsque les concen-
trations d'antiblotiques poly®niques utilisées sont suffisamment
petites, pour que solt respectée la lol de Beer-Lambert, ce qui
signifie que 1l'antiblotique poly®nique ne se trouve pas sous
forme agrégée mais sous forme libre, Les figures 6 et 7 repré-
sentent les courbes obtenues respectivement pour l'amphotéri-

cine B et 1'étruscomycine,
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b) Complexes antibiotique-stérol

Les coefficlents d'extinetlon molaire des complexes an-
tiblotique-stérol ont été déterminés & 403 nm pour 1'amphoté-
ricine B et & 319 nm pour l'étruscomycine, et cela aveec le cho-
lestérol et 1'ergostérol., Le cholx de ces lonsueurs d'ondes
a été effectné parce que le calcul de la concentration de com-
plexe antiblotique-stérol est basi sur la diminution d'absor-
bance causée par la disparition de 1l'espéce libre des antibio-
tigques poly®niques, qul absorbent & ces longueurs d'ondes,
et sur l'augmentation d'absorbance provenant de la formation

du complexe antibiotique-stérol,

Les coefficilents d'extinction molaire des complexes anti-
biotique-stérol ont été évalués en mesurant 1l'absorbance d'une
série de solutions possédant divers rapports antibiotique:sté-
rol. En portant en graphigue 1'intensits d'absorbance i la
lonzueur d'onde choisle pour 1l'antibiotique, en fonction du rap-
port molaire antiblotique:stérol, la valeur du coefficient d'ex-
tinction molalire est obtenu 2n prenant 1'absorbance au point
de rencontre avec l'abcisse, 13 ol la concentration en stérol
tend vers 1'infinil, et en la divisant par la concentration de
1'antibiotique, pour lequel on pose qu'il se trouve essentielle-

ment sous forme complexée avec le stérol.
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La concentration d'alcool demeure la méme pour toutes les
solutions, soilt 15 # pour les solutions d'étruscomycine et 17 &
pour les solutions d'amphotéricine B, Le cholx de celles-ci
est motivé par 1'évidente nécessité, d'observer une formation

lmportante de complexe dans le milieu,

L.  Essals blologlgues

Les expériences blologlgues furent effectuées sur deux ty-
pes de cellules, solt les cellules Candida albicans et les éry-

throcytes humains,

Les cellules Candida albicans ont été obtenues du Dr. L.
Halay, du "Center for disease Control, Atlanta, GA", et furent
incubées pour une nuit dans un milieun de Sabouraud liquide, &
37°C, Les cultures furent ensuite diluées 1:3 avec un milieu
Sabouraud frais 2% ircubé=3 1,5 heure & 37°C, récupérées par
centrifugation, rinsées une fols avec du PBS, gqul est une so-
lution tampon de phosphate de sodium 10 mM, de pH 7,4 , et comp-

tées avec un hémocytomdtre,

Les érythrocytes provenant de donneur normal, ont
été séparés de 1'EDTA, quil sert d'anticoagulant, lavés avec

une solution de chlorure de sodium 0,155 M tamponnée avec du
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phosphate de sodium 10 mM de pH 7,4, dispersés avec du PBS

et comptés avec un hémocytom&tre.

La cellule Candida albicans est un type de fongus, dont
le principal stérol membranaire est 1l'ergostérol ( 38, 39)
contrairement aux érythrocytes, pour qul le cholestérol est

le principal stérol membranaire ( 40),

Ltaffinité d'un antiblotique vis-Aa-vis chaque stérol,
c'est-&-dire le cholestérol et 1ltergostérol, a été évaluée
en mesurant la protection apportée par chacun d'eux, contre
ltaction de 1l*antibiotique, lorsqu'ils sont ajoutés su milieu
oll baignent les cellules. ILa quantité de stérol ajoutée au mi-
lieu varie de fagon & obtenir plusieurs rapports antibiotique:
stérol, ce qul permet d'évaluer qualitativement 1'avidité d'un

entibiotique polygnique pour chaque stérol.

Le phénom®ne de protection biologique consiste 3 permet-
tre la formation du complexe antiblotique-stérol dans le milieu,
avant 1'addit10n des cellules. Si 1l'antibiotique se lie au
gtérol présent dans le milieu ol balgnent les cellules, 11
en résultera une diminution de la concentration d'antibiotique
susceptible d'attaquer les cellules, de 14 le terme de protec-

tion biologique de la part des stérols.
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L'action des antibiotlques polydniques sur les cellules
consiste A modifier la perméabilité de leur membrane de manid-
re telle, gue le contenu cytoplasmique de faible polds molécu-
laire s'échappe de la cellule. Cette action peut donc &tre
évalude en mesurant la concentration de K* restant dans les cel-
lules, aprgs une période d'incubation de ces derni®res avec le
mélange d'antiblotique et de stérol. Plus grande sera la con-
centration de K+ restant dans les cellules, plus grande sura

été la protection du stérol contre 1l'action de l'antibiotique,

I1 arrive aussi, que l'action de 1'antibiotique poly®nil-
que soit telle, qu'il en résulte une fulte de 1'hémoglobine,
contenue dans les globules rouges, en plus des espices de fai-
bles poids moléculalres. De tels résultats sont obtenus avec
1'étruscomycine, L'hémoglobine étant de couleur rouge, peut
alore étre utilisée comme irdicateur de l'sction de 1'a=ntiblo-
tigue sur les érythroeytes. Par une simple mesure de l'absor-
bance de 1'hémoglobine restant dans les cellules, 11 devient
possible d'évaluer la protection apportée par le stérol ayant

été ajouté au milieu.
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a) Protection des cellules Candida Alblecans

La protection apportée aux cellules Candida alblcans, par
le cholestérol et l'ergostérol a été évaluée en mesurant la
concentration de K¥ restant dans les cellules aprds incubation
avec l'étruscomycine et les deux stérols, A une série de tu-
bes contenant 0,5 ml de PBS, différentes concentrations de
gtérols dissouts dans du 2-propanol sont ajoutées, La méme
quantité d'antibiotique poly2nigue dissout dans du diméthyle
sulfoxyde est ajoutée & chaque tube, Les quantités de solvants
dans lesquels sont dissouts le stérol et 1'antiblotique polyd-
nique, n'affectent pas les cellules., Aprds une période d'in-
cubation de 30 minutes & 37°C, alouée pour permettre au com-
plexe antiblotique-stérol de se former, 2 x lﬂ? cellules con-
tenues dans 0,5 ml de PBS, sont ajoutées dans chaque tube,

Les cellules sont alors incnbdes A 3?°c durant une période de

1 heure, entrecoupée de brdves agltations au vortex, cecl ayant
pour but de maintenir le mélange homogdne car les cellules ont
tendance & se déposer au fond des tubes, Les tubes subissent
une période de centrifugation de 10 minutes & 1500 x g; 1le
surnageant est retiré et le culot de cellules est lavé avec 1
ml de PBES, Le culot des cellules est ensulte dispersé avec

1 ml d4'une solution de 1lithium 15 m}, boullll durant 5 minutes
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et centrifugé A 3000 x g durant 10 minutes, La concentration
de K* dans le surnageant est mesurée A 1'aide d'un photomdtre

& flamme (mod®le Corning 300),

b) Protection des érythrocytes

La protection apportée aux érythrocytes par le cholesté-
rol et 1'ergostérol a été évaluée en mesurant la concentration
de Kt restant dans les cellules anrds ineubation aveec 1'anti-
blotique et les deux stérols, La mesure de Kt a été utilisée
pour l'amphotéricine B, mals pas dans le cas de 1l'étruscomy-
cine, ol c'est 1'absorbance dile & 1'hémoglobine restant dans
les cellules, quil fut employée pour évaluer la protection

des stérols.

A une série de tubes contenant 0,5 ml de PBS, différentes
anantités de stérols dissoutes dans du 2-propanol sori ajoutdes,
Une méme quantité diantiblotique polydnique dissout dans du
diméthyle sulfoxyde est ajouté & chaque tuhe, Les quantités
de solvants dans lesquelles sont dissouts les stérols et 1l'an-
tiblotique n'affectent pas les cellules,. Aprds une période
d'incubation de 30 minutes, & 37°C, pour permettre au comple-

6

xe de se former, 5 x 10 cellules contenues dans 0,5 ml de

PBS sont ajoutées A chaque tube.
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Dans le cas de 1l'étruscomycine, oli 1'hémoglobine sert
dA'indicateur de la protection apportée par les stérols aux
cellules, vun tube contrdéle ne contenant que de 1'étruscomycine
et des érythrocytes dans du PBS est utilisé pour déterminer le
moment ofi 1'hémolyse est totale, celle-cl se produit en 10 2
15 minutes d'incubation, L'hémolyse est sulvie en mesurant la

transmitance & 670 nm sur un spectrophotomitre Coleman Junior.

Pour ce qul est des essals falts avec les autres antibio-
tiques poly®niques, une période d'incubation d'une heure, &

3?00, entrecoupée de breéve agltation au vortex est alouéde,

Les tubes sublssent une pfriode de centrifugation de 10
minutes & 2000 x g, Les surnageants sont enlevés et les cu-
lots sont lavés A deux fois avec 1 ml de PBS. Les cellules
sont ensuite dispersées dans 1 ml d'une solution de lithium,

de eoncentratiorn 15 mi,

Le contenu en K' est ensulte déterminé avec un photom®-
tre A flamme (mod®le Corning 300). Pour les résultats obtenus
avec 1'étruscomycine, le contenn d'hémoglobine est déterminé
en mesurant 1'absorbance & 520 nm sur un spectrophotom2tre

Coleman Junior,
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Les résultats des essals blologlques sont exprimés en
pourcentage de contr8le, Celul-cl représente le rapport des
concentrations de K¥, ou de 1l'absorbance de 1'hémoglobine obte-
nus pour chacun des tubes d'analyse, divisé par la concentra-
tion de K¥, ou par 1'absorbance d'un tpbe contrble, multiplié
par 100, Les tubes contrdles sont des tubes contenant les cel-
lules sans antiblotique, cecl permet de déterminer le contenu
de K* ou d'hémoglobine se trouvant initialement dans les cel-
lules, D'autres tubes contrdles contenant du dimZthyle sulfo-
xyde, du 2-propanol, du stérol et l'antiblotique servalent
& vérifier 1'effet que chacun d'eux pouvalt avolr sur les cel-

lules.

c) Préparation des liposomes de lécithine d'oeuf

Les liposomes de lécithine d'oeuf ont été préparés en
ajoutant respectivement & trols contenants, dans lesguels se
trouvalt 0,4 ml de phospholiplde, provenant de chez Sigma, 0 mg,
20 mg et 80 mg de cholestérol, & cela a été ajouté 0,5 ml de chlo-
roforme, A l'alde d'un jet d'azote, le liguide dans lequel sont
dissouts le cholestérol et les phospholipides, est évaporé pour
lalsser sur les parols du récipient un film mince uniforme, Un

volume de 10 ml d'une solution de chlorure de sodium 0,155 M est
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ajouté A chaque récipient, et chacun d'eux, balgnant dans un
bain de glace, est ensuite passé au sonicateur & une puissance
de 50 watts, durant 4 séances de 15 minutes chacune. Un délail
de 5 minutes étalt aloué entre chaque séance de sonication,

dans le but d*éviter une surchauffe du sonicateur, Durant

la période de sonication, 3 solutions contenant 80 mg d'albu-
mine de sérum humain, dissout dans 4 ml de chlorure de sodium
0,155 M, sont préparées dans des tubes A centrifugation., Aprds
la période de sonication, les trols suspensions sont transfé-
rées dans chacun des trois tubes et centrifugées pour une pério-
de de 30 minutes & 22000 x g, Le surnageant est délicatement
transféré dans trois autres réciplents, et le contenu en phos-
pholivide et en cholestérol des surnageants est déterminé quan-
titativement, La concentration en phospholipides est déterminée
par une méthode colorimétrique utilisant le molibdate dfammonium
(+2 ), et la cuncentration en cholestérol est déterminde en

utilisant les réactifs de Boehringer et Marnnhelm,
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RESULTATS ET DISCUSSION

1) Spectre d'agrégats

L'utilisation de 1'ordinateur a permis de tracer un spec-
tre montrant le spectre d'absorption de l'amphotéricine B &
1'état agrégé. Cecl a été effectus dans le but de montrer
le peu d'influence, gu'ont les esplces agrégées sur 1'inten-

sité du pic a 408 nm,

Le spectre A'agrépats de 1'amphotérisine B est obteru
par la soustraction des valeurs d'absorbance d'une solution
d'amphotéricine B, dont le pourcentage d'alcool est peu élevé,
clest-A-dire 10 %, et dans laquelle prédomine 1'état agrégé
de 1'amphotéricine B, des valeurs tirées du spectre d'une so-
lution d'amphotéricine B se trouvant sous forme libre, c'est-

fi-dire dans 100 ¥ d'alcool, Le but de ce calcul est d'élimi-
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ner du spectre d'agrégat 1'absorbance attribuable & 1'espice
libre de 1'amphotéricine B; comme le spectre d'agrégat, avant
calcul, contient peu d'absorption die & 1'espiee libre, les
valeurs d'absorbance dc.l'CSpéce libre sont multipliées par
un facteur pouvant varler d'une fractlon quelecongue entre 0

et 1, Le cholx du facteur multiplicatif est guldé par le ré-
sultat des calculs, c'est-2-dire gque le spectre résultant doit

étre régulier et composé uniguement de wvaleurs positives,

La figure B8 , montre le résultat d'un tel calcul, effec-
tué par ordinateur, ol le facteur multiplicatif est de 0,265,
L'absorption est trds faible aux longueurs d'ondes 408 nm, 38L
nm et 366 nm, 134 oh absorbe l1l'amphotériecine B, dont le spectre
est représenté A4 la figure 9 , Sur le spectre d'agrégat appa-
rait un pilec intense & 325 nm, alors que 1l'absorption est faible

a4 cette énergie sur le spectre d'amphotéricine B libre (figures B et 9).

Bien que le spectre obtenu, de cette fagon, soit tributaire
du cholix du facteur nultiplicatif, il permet de visuallser as-
sez clairement la région ol absorbe principalement 1l'espce agré-
gée des antibiotiques poly®niques, et indique la faible contri-
bution de 1'espece agrégée a 1'intensité du pilc A 403 nm, 12

ot absorbe 1'espice libre de 1l'amphotéricine B,
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Figure 8., Spectre d'agrégat de l'amphotéricine B (1 x 10-5M)
obtenu par ordinateur
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. Calcul de la concentratlon des complexes

Le calecul de la concentration des complexes antlblotique-
gtérol est effectué en mesurant le taux d'absorbance enregis-
tré pour le premler pic du spectredifférentiel, c'est-A-dire,
pour le pic correspondant & la transition la moins énergétique
du spectre. Le spectre obtenu par spectroscople différentiel-
le est, en falt une mesure des différences spectrales engen-
drées par 1l'addition d'un stérol A& une solution d'antibiotique

polyeénique,

L'allure générale des spectres différentiels montre, dans
la plupart des cas, pour le premier plc, une absorbance nulle
ou bien négative., Une absorbance nulle sur le spectre diffé-
rentiel, indique l'absence d'interaction entre le stérol et 1'an-
tibiotique, alors qu'une absorbance négative, au contraire,
indiovre une disperition de 1'antiblotique libre, celvi-eci aysnt

réagit avec le stérol pour formei un complexe,

L'intensité de cette bande négative du spectre différen-
tiel, est reliée en bonne partie A la disparition d'antibloti-
que libre, mals aussi & la formation du complexe antibiotique-
stérol, En effet, le complexe antibiotique-stérol absorbe aus-

81 A& cette longueur d'onde,
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Dans le but de déterminer la quantité de complexe, qui
se forme dans un milieu particulier, il faut connaitre la va-
leur de son ceefficient d'extinction molaire., Cette procédure

est décrite dans la partie expérimentale.

Mathématiquement, 1'1htens1té d'absorption &u premier
pic du spectre différentiel s'exprime:
A = "’A;a + AC ( 1 )

A = =& (A + & - (Cx) (2)

ol "A" identifie l'absorbance du pic €tudié sur le spectre dif-
férentiel, "A," identifie l'absorbance de la forme libre de l'an-
tiblotique, "A," identifie l'absorbance dle au complexe, "(Cx)"
identifie la concentration duv complexe, "(A)r'" identifie la
concentration d'antiblotique libre disparu, "£," identifie le
coefficient d'extinction molaire de l'antibiotique et "&," iden-

ti1cile le coefficient d'extinction molaire du complexc,

La concentration du complexe qul s'est formé étant égale
&4 celle de 1l'antibiotique sous forme libre qui a disvaru, 1l'in-
tensité d'absorption différentielle "A" peut s'exprimer:
A = -f4 * (Cx) + E; + (Cx) (3)
L = (=& + E¢) + (Cx) | (&)
(Cx) = A+ (=€ + &)1 (5)
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Le calcul de la concentration de complexe formée avec
chacun des deux stérols est falt en utilisant 1'équation (5).
La comparalson des résnltats obtenus avec l'un et l'autre sté-
rol permet d'évaluer quantitativement pour lequel des deux
stérols, un antiblotique poly®nique a le plus d'affinité dans
un milieu donné, L'affinité préférentielle d'un antiblotique
voly®nique pour un stérol on pour l'autre peut &tre exprimée
en terme de sélectivité, La sélectivité a été définle comme
étant la différence des concentrations des complexes antiblo-

tique-stérol;
8 = {CI]erE - {Cx)nhnl (6)

Dans 1'égquation (6), "S" représente la sélectivité, "(Cx) grg”
identifie la concentration du complexe antibiotique-ergostérol
et "(Cx)gho1" 1dentifie la concentration dn complexe antiblo-

tiqre~cholestérnl,

Une sélectivité positive indiguera que 1'antibiotique
forme plus de complexe avec 1'ergostérol qu'avec le cholesté-

rol, alors qu'une sélectivité négative indiquera 1'inverse,
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3- Fillpine

La figure 10, montre une série de spectres différentiels
de la filipine ubbenua,_alors que les mémes concentrations
d'antiblotique et de stérols se retrouvent dans différents
milieux de méthanol. La concentration de méthanol varie de

10 ¥ & 60 %.en volune,

Pour les solutions ol les concentrations de méthanol dé-
passent 40 % en volume, il y a absence d'interaction entre la
filipine et chacun des deux stérols. Lorsgue la concentration
de méthanol est de 30 %, le complexe filipine-cholestérol se
forme bien en solution, alors que le complexe fllipine-ergos-
térol se forme plus difficilement., La diminution de la concen-
tration de méthanol & 20 % et & 10 £ en volume permet une gran-
de formation du complexe filipine-ergostérol, alors gque la con-
centration du comnlexe filipine-cholestérol demeure approxi-

mativement identique & celle observée A 30 % de méthanol.

La figure 11, montre une sérle de spectrea différentiels
de la filipine obtenus, alors que les mémes concentrations
d'antibilotique et de stérols se retrouvent dans différents
milieux de propancol, solt 1 x 10'5 M., La concentration de

propanol varie entre 10 ¥ et 25 € en volume,
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Pour les solutions oll la concentration de propanol dépas-
se 20 £, les complexes filipine-cholestérol et filipine-ergos-
térol se forment peu dans le milieu. Lorsque la concentration
de propanol est de 15 % en volume, le complexe filipine-ergos-.
térol se forme en moins grande quantité que le complexe fili-
pine-cholestérol. A 10 ¢ de propanol 1l'interaction de la
filipine avec les deux stérols est supérieure & ce qu'elle
est A des concentrations supérieures de propanol. De plus, 2
10 ¥ de propanol, l'amplitude du spectre différentiel obtenu
avec 1'ergostérol dépasse celle du spectre différentiel obtenu

avec le cholestérol.

La possibilité de wvisualiser 1'intensité d'interaction
entre la f1l1ipine et chacun des deux stérols, et cela & 1'in-
térieur de milieux de compositions différentes, montre 1'inté-
rét de la technigue de spectroscople différentielle, L'intensi-
té d'interaction étant reliée & la quantité de complexe qui se
forme dans le milieu, 11 en découle une diminution de la con-
centration de la filipine libre dans le milieu, cecl se reflé-
tant sur l'amplitude du spectre différentiel. L'intensité
d'interaction €tant plus €levée entre la filipine et le cho-
lestérol, gqu'entre la filipine et 1'ergostérol, l'amplitude

des spectres différentiels de la filipine en présence du cho=
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lestérol, est par conséquent supérieure & 1l'amplitude des spec-

tres différentiels de la filipine en présence d'ergostérol,

La nature hydrophobe des deux complexes est mise en évi-
dence par la différence de dissolution de ces derniers dans
les deux alcools utilisés., A 25 % de propanol, aucun des com-
plexes ne se forme en solution, alors que pour le méthanol,
une méme absence d'interaction entre la filipine et les deux
stérols n'est pas observé & une concentration de méthanol in-

férieure & 50 ¥ en volunme,

La molécule de propanol est de structure plus hydropho-
be, que la molécule de méthanol., Cette caractéristique est
la base du raisonnement, gul conduit & la conclusion gue les

complexes fillpine-stérols sont de nature hydrophobe.

Le spectre obtenu & 10 7 de propanol, montre une amplli-
tude plus €levée dans le cas oll la filipine est en présence
dtergostérol, gue lorsque la filipine est en présence de cho-
lestérol, Ce comportement ressemble A celul observé avec 1'é-
truscomycine, qul a été étudié d'une manidre plus guantitati-
ve que ne 1'a été la filipine, et dont 11 sera question plus
loin, Pour 1'instant, 11 faut retenir que les conditlons du

milieu jouent un rdle important sur le comportement d'un an-
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tiblotique polydnique en présence de stérols,

La méthode spectroscoplque différentielle confirme donec,
ce qul était déJA blen connu, que la filipine se lle plus for-

tement avec le cholestérol qu'avec l'ergostérol,

b Nystatine

La figure 12 , montre une série de spectres différentiels
de la nystatine, obtenus alors que les mémes concentrations
d'antiblotique et de stérols se retrouvent dans différents
milieux de méthanol, soit 1 x 107 M. La concentration de

méthanol varle entre 10 % et 30 € en volume,

Pour les solutions ol la concentration de méthanol dépas-
se ou est de 30 ¥ en volume, i1 y a absence d'interaction
entre la nystatine et chacun des deux stérols, A 20 € de mé-
thanol, le spectre obtenu, lorsque la nystatine est en présen-
ce de cholestérol, indique par sa faible amplitude, une fai-
ble concentration du complexe nystatine-cholestérol, alors que
lorsque la nystatine est en présence d'ergostérol, l'amplitude
du spectre différentiel indique une concentration du complexe
nystatine-ergostérol supérieure & celle du complexe nystatine-

cholestérol, A 10 ¥ de méthanol, l1'amplitude des spectres
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obtenus avec les deux stérols est supérieure & ce qu'elle est
4 des concentrations plus élevées de méthanol, La concentra-
tion du complexe nystatine-ergostérol dépasse cependant, celle

du complexe nystatine-cholestérol,

La figure 13, montre une série de spectres différentiels
de la nystatine, obtenus alors que les mémes concentrations
d'antibiotique et de stérols se retrouvent dans différents
milieux de propanol, soit 1 x 10°5 n, La concentration de

propanol varie entre 10 ¥ et 20 € en volume,

Pour les solutions ol la concentration de propanol dépas-
se ou est de 20 ¥ en volume, 11 y a absence d'interaction en-
tre la nystatine et les deux stérols, A 15 ¥ de propanol, Je
spectre obtenu lorsque la nystatine est en présence de choles-
térol montre une amplitude inférieure & celle du spectre ob-
tenr loraque la nystetine est en présence d'ergostércil, indi-
quant, que la concentration du complexe nystatine-ergostérol
dépasse la concentration du complexe nystatine-cholestérol,

A 10 ¢ de propanol, la concentration du complexe nystatine-
cholestérol est supérieure & ce qu'elle était & 15 € de pro-
panol, econtralrement A la concentration du complexe nystatine-

ergostérol, qul demeure A peu pres la méme & 10 ¥ comme A 15 %
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de propanol.

Ces résultats permettent de visualiser 1'intensité d'in-
teraction entre la nystatine et chacun des deux stérols, A
1'intérieur de milieux de compositions différentes. Icil com-
me pour la filipine, 1'intensité d'interaction entre la nys-
tatine et les deux stérols, est reliée A la gquantité de com-
plexe quil se forme dans le milieu, 11 en résulte une diminu-
tion de la concentration de nystatine libre dans le milieu,
cecl se réflétant sur l'amplitude des spectres différentiels,
L'intensité d'interaction étant plus é€levée entre la nystati-
ne et l'ergostérol, qu'entre la nystatine et le cholestérol,
1'amplitude des spectres différentiels de la nystatine en pré-
sence de l'ergostérol, est par conséquent supérieure & 1'am-
plitude des spectres différentiels de la nystatine en présen-

ce de cholestérol.

Le »ropanol dissout mieux les complexes formés par la
nystatine et les deux stérols, que ne le failt le méthanol,
En effet, & 20 % de propanol, aucune interaction entre la nys-
tatine et les deux stérols n'est mesurée, alors qu'd ce méme
taux de méthanol, 11 existe une interaction visible sur les

spectres différentiels., La nature hydrophobe de 1'interac-



tion entre la nystatine et les deux stérols est confirmée par

ces observations,

La méthode spectroscopique différentielle confirme 1'af-
finité praférentielle de la nystatine pour l'ergost2rol comme
elle a confirmé 1'affinité préférentielle de la filipine pour
le cholestérol. Cette méthode sera mailntenant appliquée A
un niveau plus quantitatif pour 1'étude de 1'amphotéricine B

et de 1'étruscomycine,

5- Amphotéricine B

a) Résultats biologlques

Du point de vue de 1'activité biclogique, i1l est déja
conmu que l'amphotéricine B a plus d'affinité pour 1l'ergosté-
rol que pour le cholestéreol ( B ), 7Tl ne s'est donec nas avé-
ré utile de répéter 1l'experimentation biologique, identifiant
lequel, du cholestérol ou de 1l'ergostérol, possédalt le plus
dA'affinité pour l1l'amphotéricine B, Toutefols, dans le but de
vérifier si les phospholipides procurent une protection blo-
logique contre l'action de l'amphotériecine B, gquelques essais

ont été effectuss A 1'alde de liposomes de léclthine d'oeuf,

68
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La figure 14, montre les résultats de protection biolo-
glque apportée aux érythrocytes par le cholestérol seul et
par deux types de liposomes, contenant respectivement 34 %
et 63 Z en mole de cholestérol, contre 1l'action de 1'amphoté-
ricine B, Ces résultats sont présentés en fonction du rapport

amphotéricine Bicholestérol,

Chaque esp2ce apporte une protection aux érythrocytes,
A un rapport molaire amphotéricine Bicholestérol de 0,22, la
meilleure protection est obtenue avec les liposomes renfermant
63 # en mole de cholestérol, ob 99 % du K* cellulaire demeure
4 1'intérieur des cellules, A ce méme rapport amphotéricine Bi
cholestérol, le cholestérol seul procure la plus faible protec-
tion, ol seulement 71 % du K* est conservé par les cellules,
alors que les liposomes renfermant 34 % en mole de cholestérol,
offrent une protection intermédialre entre celle des liposomes
contenant 63 % en mole de cholestérol et celle procurée par le
cholestérol seul, solt une protection de 89 #., A des rapports
molaires amphotéricine Bicholestérol supérieurs & 2,0, le ni-
veau relatif de protection donné par chacune des espdces, con-
serve un ordre identlque A celul observé au rapport molalire

0,22, od moins de 40 % du K cellulaire est conservé & 1'inté-
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rieur des cellules. Pour les rapports molaires amphotéricine BE:
cholestérol intermédiaires entre 0,44 et 1,5, le nivean de pro-
tection apportée aux érythrocytes par chague espice diminue
graduellement, alors qu'augmente le rapport molalre amphotéri-
cine Bicholestérol., A 1l'intérieur de ces deux rapports, les
taux de protection procurés par les différentes espices demeu-

rent relativement pr&a les uns des autres,

La figure 15, montre les résultats de protection biolo-
gique apportée aux érythrocytes, par trols types de liposomes,
contenant respectivement 0 ¥, 3 % et 63 £ en mole de choles-
térol, contre 1l'action de 1l'amphotéricine B, Ces résultats
sont, en partie, les mémes résultats que ceux présentés A la
figure 11 , mals 1ls sont présentés en fonetion du rapport
amphotéricine B:phospholipide, Ceci a pour but de visualiser
la protection procurée par les liposomes en fonction de leur

contenu en phospholipides,.

Au rapport molaire amphotéricine Biphospholipide 0,12,
les érythrocytes obtiennent une protection totale de la part
des liposomes contenant 63 % en mole de cholestérol, 80 % de
protection de la part des liposomes contenant 34 % en mole de

cholestérol, et 79 % de protection de la part des liposomes
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ne contenant pas de cholestérol, Le niveau de protection de
chaque type de liposome diminue graduellement, alors gu'aug-
mente le rapport molaire amphotéricine Biphospholipide., Au
ravport molalre amphotéricine Biphospholiplde 4,6 les 1liposo-
mes contenant 63 % en mole de cholestérol, procurent 30 %

de protection, alors que les liposomes contenant 3% % en mole
de cholestérol, procurent une protection inférieure & 20 £,
et que les liposomes ne contenant pas de cholestérol, procu-

rent une protection inférieure & 5 %,

La figure 16 , montre les résultats de protection bilolo-
glque apportée aux cellules Candida albicans par deux types
de liposomes, contenant respectivement 3 % et 63 % en mole
de cholestérol, contre 1'action de l'amphotéricine B, Ces
résnltats sont présentés en fonction du rapport amphotéricine B

cholestérol,

Les cellules Candida albicans obtiennent peu de protec-
tion de la part des deux types de liposomes, Aun rapport
molaire amphotéricine Bicholestérol 0,01 les deux types de 1i-
posomes procurent pr2s de 30 ¥ de protection, cecl est le ma-
ximum de protection enreglstrée, pour les différents rapports

amphotéricine Bicholestérol. La meilleure protection
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est obtenue avec les liposomes contenant 63 % en mole de cho-
lestérol, alors que les liposomes contenant 34 % en mole de

cholestérol, procurent & peu pr&s pas de protection,

La figure 17 , montre les resultats de protection biolo-
glque apportée aux cellules Candida albicans par trois types
de liposomes, contenant respectivement 0 %, 3% % et 63 % en
mole de cholestérol, Ces résultats sont présentés en fonc-

tion du rapport amphotéricine:phospholipide,.

Les celluleﬁ.Candida albicans obtiennent la mellleure
protection, de la part des liposomes contenant 63 % en mole
de cholestérol, alors que les liposomes contenant 3% % en mo-
le de cholestérol et ceux qul ne contiennent pas de cholesté-
rol, leur procurent une protection & peu prgs nulle pour pres-
que tous les rapports amphotéricine B : phospholipide étudiés,
# 1'crezption des rapports inférieurs & 0,015, =0 les liposo-
mes contenant 3% ¥ en mole de cholestérol, procurent une pro-

tection supérieure & celle des phospholipides seuls.

Les résultats expérimentaux qu'illustre la figure 11 ,
montrent gque les phospholipides augmentent la protection ef-
fectude par le cholestérol contre 1l1l'action de l'amphotéricine B

sur les érythrocytes, pulsque le niveau de protection de cha-
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cun des types de liposome contenant du cholestérol, lorsqu'il
n'est pas 3 peu pr2s égal & celul du cholestérol, luil est su-
périeur, et cela pour tous les rapports amphotéricine B:icholes-

térol étudiés.

La figure 15 , 1llustre bien que les phospholipides seuls
sont en mesure d'inhiber, dans une certaine mesure, l'action
de 1l'amphotéricine B contre les érythrocytes, et que cette in-
hibition augmente lorsque du cholestérol est ajouté aux lipo-

somes de phospholipildes.

Ces résultats confirment 1'idée, que les antibiotiques
poly®niques ne sont pas seulement sensibles aux stérols, mails

qu'lls le sont aussi anx phospholipides (27, 41)

La figure 16 , 1llustre que les deux types de liposomes
contenant du cholestérol, inhibent peu 1l'action de 1'amphoté-
ricine B sur les cellules Candida albizcans. La protection
maximale ne dépasse pas 30 % malgré la présence d'environ 90
molécules de cholestérol pour 1 molécule d'amphotéricine B,
ce qul diffdre beaucoup des résultats obtenus avec les érythro-
cytes, ol une protection de 99 4 est obtenue, lorsque seulement

5 molécules de cholestérol sont présentes pour 1 molécule d'am-
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photéricine B,

La figure 17 , 1llustre les mémes résultats que la figure
16 , od les différents types de liposomes procurent peu de
protection aux cellules Candida albicans., La plus grande pro-
tection est donnée par les liposomes qui contiennent la plus
grande quantité de cholestérol, soit ceux contenant 63 % en

mole de cholestérol.

Ces résultats biologiques obtenus avec les érythrocytes
et les cellules Candida albicans, quolque différents, permet-
tent de confirmer des points déj& connus et de mettre en évi-
dence la complexité de 1l'interaction de 1'amphotéricine B

svec la membrane des cellules,

La différence des résultats obtenus avec les deux types
de cellules, trouve une explication lorsque sont considérés
les points suilvants: que le stérol membranaire principal
contenu dans la membrane de chaque type de cellule est difé-
rent, et que 1'affinité préférentielle de 1l'amphotéricine B
va pour l'ergostérol. En effet, 11 est plus aisé de protéger
contre 1'action de 1'amphotéricine B, qul se lie préférentiel-

lement avec ltergostérol, les érythrocytes qul contiennent
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du cholestérol dans leur membrane, que de protéger, en utili-
sant des liposomes quil contiennent du cholestérol, les cellules
Candida albicans, qui elles, contiennent de 1l'ergostérol dans

leur membrane celluaire,

En présence des érythrocytes, l'amphotéricine B a la pos-
Sibilité de se lier au cholestérol contenu dans la membrane
cellulaire des érythrocytes ou de se lier au cholestérol se
trouvant dans le milieu, & 1'intérieur ou non de liposomes,

En présence des cellules Candida albicans, 1'amphotéricine B

a toujours la possibilité de se lier au stérol contenu dans la
membrane cellulaire de Candida albicans ou de se lier au cho-
lestérol se trouvant dans le milieu, & 1'intérieur de liposomes,
cependsnt la liaison avec 1l'ergostérol de la membrane sera fa-
vorisée , car l*amphotéricine B poss&de plus d'affinité pour

l'erzostérol que pour le cholestérol présent dans la solution.

De 1'ensemble de ces résultats biologiques, i1l apparait
que l'amphotéricine B se lie assez fortement avec 1'ergostérol,
moins fortement avec le cholestérol et encore moins fortement

avec les phospholipides, Ia figure 15, illustre clairement
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que les liposomes ne contenant pas de cholestérol, procurent

une protection aux érythrocytes.

La visualisation d'une interaction amphotéricine B-phospho-
lipide, permet de constater que 1'interaction des antibioti-
ques polyeéniques avec les membranes cellulaires, ne s'expli-
que pas uniquement par une relation simple antiblotique-stérol,

mais qu'elle est de nature plus complexe,

b) Résultats spectroscoplques

La figure 18, montre une série de spectres différentiels
de 1'amphotériecine B obtenus, alors que les mémes concentrations
d'antibiotique et de stérols se retrouvent dans différents
milieux de méthanol, soit 1 x 10~ M. La concentration de

méthanol varie entre 10 & et 60 % en volune,

L'intensité d'absorbance différentielle & LO8 nm, pour
les solutions ot 1'amphotéricine B est en présence de 1'ergos-
térol, est supérieure & celle des solutlions ol 1'antiblotique
poly®nique est en présence du cholestérol, et cela pour 1'en-
semble des spectres 1llustrés sur cette figure, L'intensité

des ples apparaissant & 408 nm, augmente graduellement entre
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10 % et 40 4 en volume de méthanol, alors qu'elle diminue en-

tre 40 € et 60 ¥ en volume de méthanol

La figure 19, montre une série de spectres différentlels
de 1'amphotéricine B obtenus, alors que les mémes concentrations
d'antibiotique et de stérols se retrouvent dans différents
milieux de propanol, soit 1 x 10‘5 M., La concentration de

propanol varie entre 10 % et 30 % en volune

L*intensité d'absorbance différentielle & 408 nm, pour
les solutions ol 1l'amphotéricine B est en présence de 1l'ergos-
térol, est supérieure 2 celle des solutions ol 1'antibiotique
poly&nique est en présence du cholestérol, et cela pour 1'en-
semble des spectres 11llustrés sur cette figure. L'intensité
d'absorbance différentielle & 408 nm, augmente gradvellement
entre 10 % et 17 % en volume de propanol, et diminue pour dls-

paraftre totalement entre 20 % et 30 £ en volume de propanol,

La figure 20, nontre le spectre différentiel de 1'am-
photéricine B obtenu, 1lorsque du triton X-100 est ajouté &
une solution ol les mémes concentrations d'antibliotique et

de stérols se retrouvent dens 10 Z en volume de méthanol,
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Solvant Al Aerg Achol (Cx)erg (Cx)ehnol 5
(Mole.1-1) (Mole.1-1)  (Mole.1-1)

(x 106) (x 106) (x 106)

Méthanol 10  -0,198  -0,160 1,57 1,32 0,25
15 -06,188 -0,155 1,h9 1,28 0,21

20 -0,265 -0,232 2,10 1,92 0,18

25 -0,299 -0,221 2437 1,83 0,54

30 0,830 -0,678 6,98 5,60 1,138

35 0,980 -0,970 7,78 8,02 -0,24

4o  -0,880  -0,840 6,98 6,9h 0,04

50 -0,220 -0,150 1,74 1,24 0,50

60 -0,010 0,00 0,08 0,00 0,08

70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Méthanol +0,2% Triton X-100 10 -0,390 -0,235 3,09 1,94 1,15
Propanol 10 -G,280 -0,210 2,22 1,73 0,k9
. 15 —ﬂ.'ﬁﬁﬁ —91529’ 5125 "!'1'13? ngl

17 -1,065 -0,887 8,45 7,33 1,12

20 "01928 _Gi?zﬂ ?135 5195 1111‘1

25  =0,360 0,00 2,85 0,00 2,85

30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tableau 1: Effet du cholestérol et de l'ergostérol sur le spectre d'absorption de l'amphotéricine

Z7: Concentration en volume d'alcool; ) )

Aorg! Intensité du pic & 408 nm pour les solutions d'amphotericine B + ergostérol;
Aahplt Intensité du plc & 408 nm pour les solutions d'amphotéricine B + cholestérol:
{Cx?erg: Concentration du complexe amphotéricine B-ergostérol;

(Cx)oholt Concentration du complexe amphotéricine B-cholestérol;

5 = {GX}QTE - (Cx)ehol:

58
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La présence de triton X-100 & une concentration de 0,2 4
en volume, provogque une augmentation de 1'intensité des plcs
différentiels & 408 nm, pour les deux complexes amphotéricine B-
cholestérol et amphotéricine B-ergostérol, en plus de transfor-

mer 1l'allure générale du spectre obtenu & 10 % de méthanol.

Le tableau 1 , présente les concentrations des complexes
amphotéricine B-cholestérol et amphotéricine B-ergostérol, et
les valeurs calculées de sélectivité de 1l'amphotéricine B en-
vers les deux stérols, en fonction de la concentration des deux
alcools en solution, Les concentrations des complexes ont
été calculées & 408 nm, & partir des spectres différentiels et
des coefficlents d'extinction molaire, qul sont 1,4 x 105

1~mole".1-cm"1 pour l'amphotéricine B, 1,4 x 10“ 1-mole'1-cm‘1

pour le complexe amphotéricine B-ergostérol et 1,9 x 10LL

1-mole"l-cm“1 pour le complexe amphotéricine B-cholestérol,

La figure 21 , 11lustre les courbes & partir desquelles ont été
déterminés les coefficients d'extinction molaire pour les com-
plexes de l'amphotéricine B 11é avec les deux stérols, Le coef-

ficient _dtextinction molaire de 1*amphotéricine B ayant été ob-

tenu & partir de la courbe présentée & la figure 6 .

Les spectres 1llustrés sur les figures 18 et 19, mon-

trent une augmentation des concentrations des complexes for-
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Détermination,dans 17 £ en volume de propanol, du
coefficient d'extinetlon molalre du complexe ampho-
téricine B-cholestérol (@) et du complexe amphoté-
ricine B-ergostérol (O) & 408 nm.
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més par l'amphotéricine B et les deux stérols, suivie d'une
diminution des concentrations de ces mémes complexes, alors
qu'augmentent les concentrations des alcools dans les solu-
tions, Ce phénom®ne s'explique par une meilleure solubilisa-
tion des agrégats, alors qu'augmente la concentration des al-
cools dans le milieu, ce quil favorise la formation des comple-~
xes amphotéricine B-stérols, suivie d'une solubilisation des
complexes amphotéricine B-stérols, alors qu'augmente de plus

en plus la concentration des alcools dans le milieu,

Le triton X-100 est un détergent, quil brise les agré-
gats, lorsqu'il est ajouté & un milieu qui en contient., Conm-
me le montrent les figures 18 et 20 , et le tableau 1 ,
la présence de 0,2 % de triton X-100 dans une solution d'am-
photéricine B contenant 10 % en volume de méthanol, am®ne une
modification nette des spectres différentiels, ainsil que de 1la
quantité de complexe qul se forme en solution, et cela pour les
deux stérols étudiés., En brisant les agrégats, le triton.X-100
permet 1'interaction entre la forme libre de 1'amphotéricine B
et le stérol présent dans la solution, ce quil conduit & une
avugmentation de la quanbtité de complexe dans la solutiom,.

Le méthanol et le propanol produisent un effet similalre 2



89

celul produit par le triton X-100, mails & une plus grande con-

centration que ce dernier,

IL.es wvaleurs inscrltes dans le tableaun 1 , permettent
de visuallser quantitativement la formation des complexes am-
photéricine B-cholestérol et amphotéricine B-ergostérol dans
les différents milieux étudids, Il exlste un domaine de compo-
sitions de solvants, ol 1la quantité d'amphotéricine B, sous for-
me libre est suffisante pour permettre 1l'assoclation avec les
stérols, mais ol la quantité d'alcool n'est pas suffisante
pour briser les complexes amphotéricine B-stérols, Ce domal-

ne est plus €tendu pour le méthanol que pour le propanol,

Le sélectivité qul est indiquée A la droite du tableau 1 ,
permet de volr 81 les conditions du milieu étudié, favorisent
plus la formation du complexe amphotéricine B-cholestérol on
s1 elles favorisent plus la formation du complexe amphotéri-
cine B-ergostérol, Les valeurs de sélectivitsd sont générale-
ment plus élevées dans le propanol que dans le méthanol, ce quil
indique que le propanol prodult des conditions plus sélectlves
que ne le falt le méthanpl, en défavorisant la formetion du
complexe amphotéricine B-stérol, qui possdde la plus faible

force de cohésion., Dans le cas de 1'amphotéricine B, 11 est
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clalr que c'est l'association avec le cholestérol qui est la
rlus faible, et 1l'assoclation avec l'ergostérol qui est la
plus forte, Cette observation confirme les résultats déja
conmus ( 38 ), qul attribuent & 1'amphotéricine B, une plus

grande affinité pour l'ergostérol que pour le cholestérol,

la nature hydrophobe des deux complexes amphotéricine B-
stérols, est mise en évidence par la difféerence de dissolution
de ces derniers dans les deux alcools utilisés., Le propanol,.
qui est de structure plus hydrophobe gque le méthanol, dissout
mieux les agrégats, et dissout aussi mieux les complexes am-
photéricine B-stérols, que ne le falit le wméthanol. L'étude
des spectres illustrés aux figures 15 et 16 et du tableau 1,
montre qu'd un pourcertage de propanol de 30 %, aucun des coum-
plexes ne se forment en solution, alors que.pour le méme pour-
centage de méthanol, la concentration du complexe amphotéricine B-
cholestérol est de 5,60 x 10-6 1 et que la concentration du

complexe amphotéricine B-ergostérol est de 6,98 x lO"6 M.

Lf'interprétation de ces résultats s'appule sur une égale
accessibilité des stérols vis-a-vis 1l'antibiotique, en d'autres
termes, une différence de la solubilité des deux stérols dans

les différents milieux étudiés, ne doit pas intervenir
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dans 1'explication de ces phénonm&nes, La solubllité de 1'er-
gostérol est légdrement inférieure & celle du cholestérol dans
1'ean et dans 1'aslcool ( 42 ), Cecl confirme la validité du
ralsonnement, c'est-a-dire que ce n'est pas une plus grande
solubilisation de l'ergostérol, que du cholestérol, dans les
différents milieux, qul eat responsable des résultats obtenus,
mals blen une différence d'interaction entre 1l'antibiotique

et les deux stérols.

6= Etruscomycine

a) Résultats bilologlgues

La figure 22, montre gqu'en absence de stérol 1'étrus-
comycine provogque la lyse totale des érythrocytes. De plus
la protection est pratiquement nulle lorsque le rapport étrus-
comycine:stérol dépasse 1, Ie protection appcrtée par le cho-
lestérol est maximale & un rapport pres de 0,15, & ce point
seunlement 10 % des cellules sublssent la lyse, A ce méme rap-
port étruscomycineiergostérol 81 @ des cellules subissent la
lyse, ILa meilleure protection obtenue avec 1'ergostérol se
situe au rapport étruscomycine:ergostérol 0,07, alors que pres

de 77 4 des cellules sublssent la lyse,



CELLULES

DANS LES
CONTROLE)

RESTANT

(%

HEMOGLOBINE

DE

160 —

80 —

60

40 —

20 -

i
0,04 0,1 0,2 05 1,0 2,0 80
RAPPORT MOLAIRE (ETRUSCOMYCINE/STEROLS)
Figure 22, Protection biologiaue des érythrocytes humains par le cholestérol (©)

et par l'ergostérol (O), cgntre ltaction de 1l'étruscomycine dont la
concentration est 7,0 x 10-° M, ~



kY RESTANT DANS LES CELLULES

CONTROLE )

DE

(%

100
80
60 -
40 -
20 -
T | I ' T T T 1] | | ] T T T 1] I
D-l 2 Gf‘i 1:0 210 44'0 1 Q‘.D‘ 2 Dfo
RAPPORT MOLAIRE (ETRUSCOMYCINE/STEROLS)
Figure 23, Protection bilologique des fungus Candida albicans par le cholestérol (©)

et par l'ergostérol {( O), contre 1l'action de 1l'étruscomycine dont la
concentration est 2,1 x 10-5 M,

£6



oL

La figure 23 , montre la protection apportée aux cellu-
les Candida alblicans, par le cholestérol et 1l'ergostérol, con-
tre 1l'action de 1'étruscomycline, A trés falble concentration
de stérol 90 % du contenu de K¥ intracellulaire s'est échappé
des cellules, Au rapport étruscomycine:cholestérol 0,8 1la

+ est retenu dans les

protection est é€levée puisque 80 ¥ du K
cellules, alors que seulement 18 % du K¥ est retenu dans les

cellules, au méme rapport étruscomycine:ergostérol

Les cellules Candida albiecans, qui ont de l'ergostérol dans
leur membrane cellulalre, obtiennent une meilleure protection,
que les érythrocytes, qui ont du cholestérol & 1'intérieur
de leur membrane cellulailre. A un rapport molalre étruscomy-
cine:cholestérol de 0,8 une protection élevée de 80 % est me-
surée pour les cellules (Candida albicans, alors qu'elle est

seulement de 21 % pour les érythrocytes,

Ces résultats indiquent que )'étruscomycine se lie pré-
férentiellement au cholestérol plutdt qu'a 1'ergostérol, De
plus, le cholestérol procure la meilleure protection aux deux
types de cellules, ce qul confirme A nouveau l'affinité de 1'é-

truscomycine pour le cholestérol,
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b) Réanltats spectroscoplques

La figure 24, montre une série de spectres différentiels
de 1'étruscomycine obtenus alors gue les mémes concentrations
d'antibiotique et de stérols se retrouvent dans différents
milieux de méthanol, soilt 1 x 102 ¥. La concentration de

méthancl varie entre 10 % et 60 % en volume.

Pour les solutions olt le pourcentage d'alcool est égal
ou supérieur & 50 ¥ peu d'interaction est observée entre 1'é-
truscomyeine et chacun des stérols. Lorsque les solutions
contiennent entre 30 % et 40 £ en volume de méthanol, et gue
1'étruscomycine se trouve en présence de cholestérol, 1'ampli-
tude du spectre différentiel est de beaucoup supérieure & celle
du spectre différentiel obtenu lorsque 1l'étruscomycine est en
présence de l1l'ergostérol. A 20 % en volume de méthanol et A
319 nm, 1'intensité du spectre différentizl obtenu aveec l'er-
gostérol, atteint une valeur d'absorbance differentielle de
-0,206, alors qu'd 30 % en volume de méthanol, cette valeur é-
tait de -0,053, L'intensité du spectre différentiel obtenu
avec le cholestérol & 20 £ et 30 % de méthanol, contrairement
& celul obtenu avec l'ergostérol, ne subit gqu'une falble va-

riation, pulsque les valeurs d'absorbance différentielle sont
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respectivement -0,242 et -0,233, A 10 € en volume de méthanol
et & 319 nm, 1l*'intensité d'absorbance du spectre obtenu avec
1'ergostérol dépasse maintenant celle obtenue avee le cholesté-

rol,

La flzure 25 , montre une série de spectres différentiels
de 1'étruscomycine obtenus, alors gue les mémes concentrations
Atantihlotique et de stérols se retrouvent dans différents mi-
lieux Ade nrcpgnol, soit 1 x 1G"5 M, La concentration de pro-

vanol varie entre 10 € et 25 ¢ en volune,

Lorsque la concentration de pronancl est érale ou suné-
rieure & 25 9, auvcune interaction étruscomycine-stérols n'est
ohservée, Une diminutlon graduelle de la concentration de
propanol dans la solution permet d'observer qu'hd 23 7 de pro-
panol, 1l'étruscomycine se lie principalement avec le cholesté-
rol, qu'd 22 € et 21 ¥ de propanol, 1'étruscomyclne se lle de
plus en plus aveec chacun des deux stérols, quolgue plus avec le
cholestérol qutavec 1l'ergostérol, et qu'entre 20 % et 10 % de
propanol 1'étruscomycine se lie A& peu prds de la méme fagon

avec chacun des stérols,

Ia fipure 26 , présente quatre courhes repreésentant la
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Solvant A Aerg Achol (Cx)erg (Cx)enol S

(Moles1=1) (Mole.1-1)  (Mole.1~1)
(x 106) (x 106) (x 106)
Méthanol 10 -0,232 -0,22L 5,27 4,77 0,50
20 -0,206 -0,2k2 L, 70 5,15 -0,bks
3{} "'{}1053 '0:233 112{} 5:0':} -3,80'
35 -0,020 -0,223 0,k4 4,73 -L,29
Lo  -0,023 -0,21€ 0,52 L, 59 -, 07
50 0,00 -0,005 0,00 0,11 -0,11
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Propanol 10 -0,263 -0,273 5,97 5,80 0,17
15 -0,26L  -0,267 5,99 5,68 0,31
20 0,226 -0,220 5,113 4,68 0,ks
21 -0,163 -0,215 3,70 L, 57 -0,87
22 .0,049 -0,178 1,12 3,79 2,67
23  -0,010 -0,131 0,23 2,79 -2,68
25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tableau 2: Effet du cholestérol et de l'ergostérol sur le spectre d'absorption de l'étruscomycine

£7: Concentration en volume d'alcool;

Aerg: Intensité du pic & 319 nm pour les solutions d'étruscomycine + ergostérol;
Achol: Intensité du pic & 319 nm pour les solutions d'étruscomycine + cholestérol;
(Cx)erg: Concentration du complexe étruscomycine-ergostérol;

(Cx)ehol: Concentration du complexe étruscomycine-cholestérol;

S = Eﬂxjerg - (Cx)ehols

00T
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concentration des dlfférents complexes etruscomycine-stiérols

en fonction du pourcentage d'alcool en méthanol et en propanol.
Le tableau 2 , présente les concentrations des complexes étrus-
comycine-cholestérol et étruscomycine-ergostérol, et les valeurs
calculées de sélectivité de 1'étruscomycine envers les deux
stérols, en fonction de la concentration des deux alcools en
solution, Les concentrations des complexes ont été calculées

& 319 nm, & partir des spectres différentiels et des coefficients
d'extinction molaire, qui sont 6,5 x lﬂu 1-mole~l.cm~1 pour

LI" -1

pour le complexe étrus-
1

1'étruscomycine, 2,1 x 10 1-mole~t.cm

comycine-ergostérol et 1,8 x 1tZJLP 1-mole=1.cm™ pour le comple-

xe €truscomycine-cholestérol. La figure 27 , i1llustre les cour-
bes & partir desquelles ont été déterminéds les coefficlents A'ex-
tinction molaire pour les complexes de 1'étruscomycine 1ié avec
les deux stérols, Le coefficient d'extinetion molaire de 1'é-

tiuscecmyeclne ayant €td obtenu & partir de la courbe présentée

4 la figure 7.

Les valeurs de sé€lectivité pour certailnes compositions
de solvants sont positives, indlguant gue 1'étruscomycine se
lie préférentiellement & 1'ergostérol, Ceci s'observe & 10 &

de méthanol et entre 10 & et 20 % de propanol. Ces valeurs de
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Détermination dans 15 % en volume de propanol, du
coefficient d'extinction molaire du complexe étrus-
comycine-cholestérol (@) et du complexe étruscomy-
cine-ergostérol () & 319 nm.
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sélectivité sont petites et indiquent, comme le montrent les
spectres différentiels, une falble différence entre les concen-
trations des deux complexes étruscomycine-stérols dans ces mi-
lieux, Cependant, entre 20 % et 40 ¥ de méthanol et entre 21 %
et 23 # de propanol, les valeurs de sélectivité sont élevées

et négatives, indiquant que la différence entre les concentra-
tions des deux complexes é€truscomycine-stérols est marquée, et
que l'étruscomycine se lie préférentiellement aun cholestérol.
Ces conditions de solvant sont difficilles et défavorisent la
formation du complexe étruscomycine-stérol, ayant la plus pe-

tite énergle de cohésion,

La nature hydrophobe des deux complexes étruscomycine-
stérols, est mise en évidence par la différence de dissolution
de ces derniers dans les deux alcools utilisés, Le propanol,
quil est de nature plus hydrophobe que le méthanol, dissout
mieux les complexes étruscomycine-stérols, que ne le failt le
méthanol, Les figures 21 et 22 ainsi que le tableau 2, montrent
qu'd un pourcentage de propanol de 25 % aucun des complexes ne
se forment en solution, alors gque pour un pourcentage de métha-
nol de 30 % la concentration du complexe €truscomycine-choles-
térol est de 5,00 x 10~% 1 et que la concentration du comple-

¥e étruscomycline-ergostérol est de 1,20 x 1ﬂ'6 M.
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Dans 1'ensemble, les résultats spectroscopiques et les ré-
sultats blologiques montrent une préférence marquée de 1'étrus-
comycine pour le cholestérol, Les résultats spectroscopiques
indiquent que dans certaines compositions de solvants (voilr
le tableau 2), la sélectivité de 1l'étruscomycine prend une va-
leur positive, cecl indiquant une affinité supérieure pour l'er-
gostérol que pour le cholestérol, Le m@me phénomdne, bien
qu'il n'ait pas €été mesuré quantitativement, a aussi été obser-
vé avec la filipine, & 10 # de propanol. Cette observation pour-
rait expliquer la divergence des résultats présenté ici, et
ceux d'autres chercheurs ( 43, 44 ), qui mentionnent que 1lt'étrus-

comyclne a plus d'affinité pour l'ergostérol que vpour le choles-

térol,

L'association aﬁtlhiotique poly®&nique-stérol peut exister
sous différentes formes de complexations, gul ne sont pés spé-
cifiquement identifiées par spectroscople différentielle en ul-
tra-violet., ILa spectroscopile différentielle ne mesure en
falt, que 1la formation des différentes formes de complexes qui
impliquent 1'espdce libre de 1'antiblotique poly2nique, car le
raisonnement permettant de déterminer la quantité de complexe
qui se forme dans un milieu donné, s'appule sur la disparition

de l'esp2ce libre de l'antiblotique polydnique & 1'intérieur de
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ce milieu, L'étruscomyecline se trouve probablement sous forme
agrégée, A falble concentration dA'alcool, Lz posslbllité que
certaines formes de complexations solent plus favorlsédes dans
certaines composltlons de solvants, pourralt blen expliquer
1'inversion du signe de la sélectivité, qui a £€té ohservée avec
1'étruscomycine, Le cholestérol, possédant une affinité nette-
ment supérieure & celle de 1l'ergostérol pour 1'étruscomycine,
pourrait se lier avec certaines espiees agrégdes de 1'étrusco-
mycine, ce qul amdnerait une diminution de la concentration

du cholestérol dans le milieu et abalsserait par conséquent, la
guantité de complexe pouvant se former par l'assoclation de
1'espice libre de 1'antiblotique et du cholestérol., I1 semble
done, gqu'il faillle prendre en considération, lors de 1'étude

de 1l'interaction des antiblotiques poly&nigues avec les Stérols,

la nature du milieu dans leguel s'effectue 1'Ztude,

Ce travaill démontre gue la préserce de 1'anminosucre mycosami-
ne, ne conf&re pas aux antiblotlques polydniques, une affinité plus
grande vour l'ergostérol., Cette caractéristique structurale n'ex-
pliquerait donc pas 1'affinité préférentielle de 1'amphotéricine B
pour 1l'ergostérol. 11 semble gque la longueur de la partie hydrophobe

solt un facteur plus détermlnant, gue la presence du mycosamine, sur
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la sélectivité d'un antiblotique polygnique, puisque 1'étrusco-

mycine montre un comportement semblable & celul de la fillpine,

L'analyse des divers résultats obtenus dans le présent tra-
vall, montre que les antiblotiques polyBniques possédant un pe-
tit echromophore, tels 1l'étruscomycine et la filipine, forment
avec le cholestérol. un complexe dont le caract®re hydrophobe
est supérieur & celul formé avec l'ergostérol, alors que les
antiblotlques possédant un chromovhore heptadnigue, tels 1'am-
photéricine B et la nystatine, ce dernler étant considéré comme
un heptadne modifié, forment avec l'ergostérol un complexe dont
le caractdre hydrophobe est supérieur & celui formé avec le
cholestérol, ILe cholestérol et 1l'ergostirol sont deux molécules
qul se ressemblent, cependant la mobilité de leurs chalnes fi-
sées sur le carbone Cqp du squelette des stéroldes est différen-
te, cecl découlant de la présence d'un lien double sur la chal-
ne de 1'ergostérol, La mobilité de la chalne de 1'ergostérol
se trouve ainsi diminufe, relativement & celle du cholestérol,

(voir la figure 28),

S1 1'on consid¥re, que les deux stérols ont une longueur
quasi-identigque, lorsque leurs chaines sont étirées, que cette

longueur se compare & la longueur du chromophore heptadnique
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de 1'amphotéricine B ( 35), et gue la chaine du cholestérol a
la posslbilité de se repller beauvcoup plus facllement gue celle
de 1'erzostérol, 11 devient plus £vident que les chromophores
heptadniques, gqul sont des chromephores rigides, forment avec
l'ergostérol des complexes ayant un caractére hydrophobe vlus
nroncnce gue les complexes formés avec le cholestérol, ILa ri-
gidite de 1l'erczosterol favorise un temps d'interaction plus
lonz avec les chromnphores heptadnigues, que ne le fait le cho-

lestérol avec sa chaline mobhile,

Les chromonhores pentaniques et tétratnigues forment
avec le cholestérol des complexes ayant un caracté&re hydropho-
be plus vrononce gque les complexes form2s avec l'ergostérol,
Ces chromophores sont plus courts que les molécules des deux
stérols, La plus grande mobillté de la chaine du cholastérol,
cette dernilére pouvant se replier et ainsl entrer en interaction
avec le chromophore polyénigue plus facllement que ne neut le
falre 1'erzostérol avec sa chaine rizide, permet un temps d'in-
teraction stérol-chromophore polyénigue plus long qu'avec l'er-

gostérol,

Certains auteurs (45 ) considérent que 1'élément structu-

ral important de 1la molécule d'ersostérol, qui le rend plus apte
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gue le cholestérol & se lier & l'amphotéricine B, est la pré-
sence d'un lien double entre les carbones 7 et 8., Il est rai-
sonnable de croire que la double insaturation conjuguée, qui
existe dans la molécule A'ergostérol, va favoriser une plus gran-
de association avec la sérile de lialsons doubles conjuguées.du
chromovhore de 1'amphotéricine B, que l'unique insaturation si-

tuée entre les carbones 5 et 6 du cholestérol.

Le ralsonnement présenté ici,rejoint les conclusions de
Borisova et Kasumov ( 46 ), qui expliquent 1l'affinité préféren-
tielle de 1l'amphotéricine B vour 1l'ergostérol, var la rigidité
de la chaine latérale de 1l'ergostérol quil est supérieure & celle
du cholestérol. De plus cé raisonnement est en accord avec une
classification qui a déja 4té proposée, oh se distinguent deux
grouves d'antibiotiques polyéniques, soit les heptatnes et les

non-hevntadnes (47),
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VI

CONCLUSION

La technique spectroscopique différentielle constitue un
nouvel outil dA'investization dans le domalne de 1'étude de 1'in-
teraction des antibiotiques polydnlques et elle contribue &
glucider le mécanisme d'action des antibiostiques polyenigues,

La gualité rattachée A cebte technigue, est sans nul doute, la
possibilité de mesurer quantltativement la formation des comple-
xes, des divers antiblotiques volyé&nigues 1iés avec le cholesté-
rol ou avec l'ergostérol, et cela A 1'intérieur de différents

milleux,

L'utilisation de la spectroscople différentielle a permis de
déterminer que 1l'étruscomycine posséde plus d'affinité pour le cho-
lest£rol que pour l'ergostérol, donec la lanéﬁeur du chromophore
polyénlque, qui constitue la partie hydrophobe des antiblotigues

polve&niques, nlutdt que la présence de la mycosamine, détermine
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1'affinité préférentielle pour un stérol.

Les résultats spectroscopiques reflétent d'une certaine
fagon, les conditions de compétition rencontrées "in vivo",
ctest-a-dire, que 1l'action d'un antibiotique polydnigue peut
&tre plus ou moins facile, selon les conditions particulidres
dfun milieu membranaire, puilsque 1l'antibiotique polyenique,
pour se lier aux stérols et former un complexe, doit rivaliser
avec les constituants membranaires déjd 1iés avec les molécules

de stérols.

De plus, 1l'étude falte avec les divers types de liposomes
de 1lécithine d'oeuf, a montré qu'd 1l'instar des stérols, les
phospholipides procurent aux érythrocytes humains une protection
biclogigue non négligeable, 1I1 semble donc que l'action des an-
tiblotiques polyé&niques sur les membranes cellulaires, ne dépend
pas uniquerent de la présence de stéroi, mais que dfautres cons-
tituants, tels les phospholipides, soient impliqués dans le mé-

canisme d'action des antiblotiques poly&niques,

Récemment, une action anticancéreuse des antibiotiques
polydniques a été découverte (49 ). Si on admet que 1ltaction
des antibiotiques polyg&niques sur les cellules est 1liée & la

formation de complexes avec les stérols membranaires, et que
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les cellules cancéreuses sont plus sensibles que les cellules
normales & la présence d'antibiotique poly&nique, bien qu'elles
contiennent toutes deux du cholestérol, on est tenté de croire,
que l'interaction du cholestérol avec les autres constituants
membranaires est différente chez les deux types de cellules.

Bien qu'il s'agisse ici d'une hypothdse parmi d'autres, 1'étu-

de de 1l'association du cholestérol et des constituants membra-
naires 3 1l'intérieur de ces deux types de cellules, serait un su-

jet d'étude intéressant.
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