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L'anp10téricine B est un antibiotique polyénique produit par 

les "streptanyces". Vers la fin des années 1950 et le déb.rt des 

années 1960, elle fut introduite sur le marché plarmaceutique. 

Présenterœmt, l'amphotéricine B est utilisée en clinique comme 

agent antifongique, soit pour la lutte contre les mycoses 

profondes. 

L'anpl<>téricine B, sous fo:ane de fungizone, est la drogue la 

plus utilisée pour le traiterœnt d'infection systémique par les 

champignons. Même si ce médicament, lorsque administré aux 

patients, ocx::asionne des effets seconda.ires imp:>rtants, il 

demeure le plus efficace de cette classe de médicaments. Les 

infections profondes du système par les champignons survierment 

souvent chez les patients inmmodéficients, par exemple, dans le 

cas du SIDA ou â la suite d'une chimiothérapie, d'où l'importance 

croissante de l'utilisation de cet agent. 

Plus réœrnment, une autre propriété de l 'anpiotêricine B a 

été mise en éviderx::e, soit une action synergique de l'amphotéri

cine B, à faible concentration, avec certains agents antituno

raux. Les résultats de cette action sont intéressants, soit une 

guérison presque canplète de souris leucémiques. Cllez l'être 

h\.Dllain par oontre, les résultats ne sont pas aussi spectaculai-

res. 
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Bien que plusieurs hyp:>thèses ont été émises pour expliquer 

l'effet antifongique de l'amp10téricine B, celles-ci ne peuvent 

expliquer l'action synergique avec des agents antitum:>raux. Cette 

synergie d'action étant suffisamment conplexe, le mêcaniSIDE! 

d'action de l' ami;hotéricine B à ce jour, n'a pas encore été 

totalement élucidé. 

Une hypothèse p:issible, serait que l'incorporation de l 'am

?'}Otéricine B altérerait certaines propriétés piysico-chimiques 

de la membrane cellulaire ce qui faciliterait la pénétration des 

agents antitum:>raux. 

Dans ce mém:>ire, nous nous proposons d'étudier l'effet de 

petites concentrations de l 'anq:tlotéricine B sur les propriétés 

Iitysioo-chinrl.ques de la mentJrane cellulaire, et plus partiCll

lièrement, sur la microviscosi té. Les m:xièles membranaires uti

lisés seront des vésicules p.ire:ment Ii}osi;ilolipidiques ou conte

nant différentes proportions des stérols. Nous utiliserons oamme 

outil de mesure, des sondes membranaires dérivés du pyrène, pour 

suivre les changements de microviscosi té dûs à la présence des 

stérols et de l'antibiotique. 

troscopie de fluorescerx::e. 

L'étude sera faite en spec-
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'Dléorie 

œAPl'mE 1 

A ce jour, il y a environ deux cents antibiotiques polyéni

ques de connus. la structure chimique de quarante d'entre eux 

est connue ou partiellement élucidée. De tous ces comp:)Sés, 

seulement deux sont utilisés cliniquement, soit l'amplOtéricine B 

et la nystatine 1. 

I. structure chimi.qµe et activité ro,anraoologigµe

D'une façon générale, les m:>lécules des antibiotiques poly

éniques tel l 'anpiotéricine B, la nystatine, la filipine et 

l 'étruscomycine (fig. 1), sont composées d'un macrocycle lacto

nique contenant un nombre variable de doubles liaisons. Ces 

doubles liaisons se retrouvent toutes d'un mêne ootê du 

macrocycle, du ooté ayant le caractère hydroi;:ilobe. De l'autre 

ooté du macrocycle, nous retrouvons un nombre variable de groupe

ments hydroxyles, donnant à ce ooté du cycle un caractère hydro

ptl.le. D:>nc, ayant dans le cycle une partie hydroplobe et une 

autre hyàroptl.le, 

anptlptl.les. De plus, sur le macrocycle nous pouvons avoir la 

présence d'un sucre aminé et/ou d'une C01Yp:)S8l1te aromatique. 
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ra différence structurale entre des antibiotiques p:>lyéniques 

réside dans: 

la grandeur du macrocycle 

le nanbre de doubles liaisons 

le nombre de groupements hydroxyles (-01) 

la présence ou l 'atsence d'1.D1 sucre aminé, plus pré

cisément la mycosamine 

et la présence ou l'absence d'illle composante aromatique 

Par leur structure chimique, les antibiotiques p:>lyéniques 

font partie de la classe des macrolides. Cette classe regroupe 

les antibiotiques formés par 1.D1 aglyOJne de nature lactonique 

macrocyclique qui peut être lié glycosidiquernent à tme ou deux 

nolêcules de sucres, et ces sucres sont gênéralerœnt très spéci

fiques. 

L'amp10têricine B fait partie du sous-groupe des macrolides 

polyéniques, où le macrocycle OJntient au noins trois doubles 

liaisons cx:mjuguées, toutes trans, peu ou pas de groupements 

méthyles rattachés au cycle, souvent de nombreux groupements 

hydroxyles. Parfois ils sont dépourvus de OJnstituant osidique. 

On peut aussi di viser les antibiotiques polyéniques en deux 

classes du point de vue de leur action 2;
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I.e Groupe I: on retrouve ici, les polyènes OJntenant nnins 

de sept doubles liaisons et ne causant pas ou :peu de changement

de pennéabilité de la membrane aux ions potassünn (�) 

I.e Groupe II: on retrouve ici les polyènes OJntenant sept 

doubles liaisons ainsi que leurs dérivés causant à faible ooncen

ttation un chang'enent de peméabili té de la membrane aux ions 

potassium (�) et ce, d'une façon réversible et, â plus grande 

ex>:rx:entration, tme lyse (irréversible) de la cellule. 

Les antibiotiques polyéniques sont généralenent peu solubles 

dans l'eau, mais se dissolvent relativement bien dans des 

solvants polaires, tel le climéthylsul:Eiloxyde 3, 4 

Deux de ces composés, l'amphotéricine B et la nystatine sont 

utilisés en clinique, en tant qu'agents antifongiques. la 

nystatine pour le traitement des infections cutanées et 

l'amphotéricine B pour le traitement des infections systémiques. 

II. L' ArnplOtéricine B

Du point de vue de la structure chimique, le rnacrocycle de 

l 'amphotéricine B est formé de trente-sept atomes de cartx>ne et 

d'tm atane d'oxygène. le macrocycle OJntient sept doubles 

liaisons toutes ttans ainsi que huit groupements hydroxyles 

donnant, à cette partie du cycle, le caractère polaire. 
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Ayant une partie de la nolécule polaire et une autre apo

laire, l 'anp10téricine B est lll1e sutstance anpupule. De plus, 

COilm3 nous pouvons le voir sur la figure 1, il y a aussi trois 

groupements méthyles, lD1 groupe cartx>xyle ainsi qu'lm hexosamine, 

qui sont reliés au macrocycle. Etant donné la présence du grou

pement amine sur le sucre et du groupe cart.oxyle sur le 

macrocycle, à pH neutre, il y aura lD1 transfert de proton pour 

former lm ion cart.oxylate (CXX>-) et lD1 ion arnrronium (NH4 +).

L'anpiotéricine B se présente à pH neutre sous la forme d'ions 

dipolaires ou zwitterions plutôt que sous la fonce non ionisée. 

D:>rle, l'amphotéricine Ben plus d'être lD1 composé amptlpti.le est 

aussi lD1 composé anplC)tère. 

Par son gram nombre de doubles liaisons, l 'amphotéricine B 

est lm comp:JSé très instable à la lumière, à la chaleur, à l'air 

et au valeur extrême de Iif. Par contre, lorsque l 'anp10téricine 

Best oonservée au réfrigérateur dans une bouteille ambrée, pour 

la protéger de la lumière, elle peut oo:nserver son activité pour 

une période prolongée. 

L'amp1.otéricine B possède lll1e activité biologique très forte; 

1. Elle inhibe la croissance d'lll1 gram nombre de levures

et chanpignons.

2. Elle n'a pas d'activité anti-bactérierme
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3. Elle est très toxique pour les patients lorsque appli

quée par voie intraveineuse.

Il a été constaté que l'activité biologique de l 'anq:ilotéri

cine B est reliée avec la présence des stérols dans la membrane 

cellulaire. Ainsi, les cellules eukariotes al:so:rtent les antibio

tiques polyéniques ce qui leur est fatal, tandis que les cellules 

prokariotes, dont les membranes ne contiennent pas des stérols, 

n' aœo:rbent peu ou pas les antibiotiques polyéniques et ne sont 

pas affectées. Il a été également déoontré, que les champignons 

résistants à l'anq;t)otéricine B contiennent nDins d'ergostérol que 

les champignons sensibles au traitenent 5•

L'activité est anoirrlrie lorsque les cellules sont au repos 

et les parois riches en chitine pourraient être responsable d'une 

inhibition de l'activité de l'amçhotéricine B sur les cellules 6. 

III. Mécanisme d' activité

Beaucoup de travaux de recherche ont dém:mtré que l 'anp10té-

ricine B agit principalement au niveau de la mambrane cellulaire 

1 2 4 7 
, , Comme nous l'avons w précédenunent, ce sont les 

membranes contenant des stérols qui sont sensibles aux antibioti

ques polyéniques. 
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L'action de l'arnrtic>téricine Bau niveau de la membrane cellu

laire serait due à une OOiri)lexation de l'antibiotique avec les 

stérols de celle-ci 8 9, 10 Cette complexation aIRJ;hotéricine

B-stérol entraînerait une augmentation de la pennéabili té 

cellulaire, car l'interaction plOS?'lOlipide-stérol dans la mem

brane ne se fait plus, en totalité ou en partie, ce qui amène 1.D1e 

perte de la biostabilisation de la cellule. L' anq;i1.otéricine B 

engerrlre alors des donmlages à la membrane, ce qui favorise la 

fuite d'\D1 nombre important des constituants de la cellule tels 

le tétrose, le pentose et l'urée ainsi que les cations (J(T", 

?-t]2+ .•• ) et la vitesse de la fuite hors de la cellule dépend de

la grosseur des nolécules 2. Malgré l'effet de l'amp10téricine 

B, la membrane reste i.npmœable aux grosses nolécules conune les 

protéines, le gluc:ose-4-�te et le sucrose 11, 12 

Comme nous l'avons w plus tôt, l'anpiotéricine Ba une cer

taine capacité de se conplexer avec les stérols et, l.D1 point 

détenninant la sensibilité d'une membrane cellulaire, serait le 

ni veau de stérol dans celle-ci 2. Par exemple, les cellules 

résistantes à l 'amp10téricine B sont celles ayant un bas ni veau 

de stérol et dont la vitesse de synthèse du stérol est environ 

deux fois plus petite que celles des cellules sensibles. 

L'anq::hotéricine B présente aussi une toxicité sélective entre 
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les organismes eukariotes et les cellules animales; ce qui est

relié à la présence d'ergostérol dans la membrane des champignons 

par rapport au cholestérol dans les cellules animales 13, 14. 

Donc l'anp10téricine B aurait une plus grande affinité pour 

l'ergostérol et ceci serait dû à la clistr.ib..Ition des doubles 

liaisons dans les I!Dlécules des stérols, (fig. 2) 14 
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HO 

HO 

CHOLESTtROL 

ERGOSTEROL 

Figure 2: Structure chimique du cholestérol et 

de l'ergostérol 
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I.a concentration d' anqi1otéricine B dans le milieu est un 

facteur détenninant de son activité. Par exemple, à faible con

centration, il y aura fui te de certains constituants de la cel

lule. Cet effet est réversible lorsque l 'anq:notéricine B est 

retirée. Plus on augmentera la concentration d' anp10téricine B, 

plus l'action sera différente, allant de la fuite irréversible de 

constituants vitaux, jusqu'à la lyse et la ItDrt de la cellule 2, 

4 

Pour expliquer cette fuite des constituants irrli.spensables 

vers l'extérieur de la cellule, il y a plusieurs hypothèses 

d'émises et la plus réparrlue est celle de la fonnation de pores. 

D'après cette hypothèse, le oomplexe anplOtéricine B-stérol se 

présente sous forme d'un canal ou pore passant à travers de la 

membrane 8 Ce pore serait formé de huit ItDlécules d'anpioté

ricine B et de huit ItDlécules de stérol alternativement (fig. 3). 

I.e pore ainsi forné est hydroi;:hobe vers l'extérieur, soit la 

série de doubles liaisons de l' anplOtéricine B vers l'extérieur 

et l'intérieur du pore est hyàroiili.le donc les groupements 

hydroxyles (OH) vers l'intérieur. Ce pore est cylindrique d'un 

diamètre intérieur d'environ huit A. 

Selon certains auteurs, déperx3amment des conditions expéri

œntales il y a formation de !X)reS ou encore de demi-pores 15.

I.e pore est fonné lorsque l'anplOtéricine B est ajouté des deux 

côtés de la bicouche lipidique à la fois et est sélectif aux 
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Sterol 

Figure 3: Schéma de l'hypothèse de pore et de 

demi-pores de Kruijff et Demel 
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cations. I.e demi -pore, pour sa part, est formé, lorsque l'anpio

téricine Best ajouté d'un seul côté de la bicouche lipidique et 

est sélectif aux anions 16• les canaux trans-meni:lranaires fonnés

des demi-pores ont une ouverture intermittente qui est provoquée 

par le oouvement latéral de la membrane qui produit l'alignement 

transi taire des deux demi-pores ce qui pennet la fuite des

cations 17
•

On p:,urrait aussi penser que la fuite des ions potassium(�) 

et magnésium (:r,g2+) serait due à une altération des propriétés 

piysico-chimiques de la membrane cellulaire. Par exemple, le 

complexe airq;ilotéricine B-stérol diminuant les interactions 

naturelles Jilospiolipide-stérol réduirait l'activité des enzymes 

rœmbranaires, spécialement l 'ATPase, ce qui peut entraîner aussi 

une fuite ionique 1. la fuite des ions potassium (�) et 

magnésium cMJ2+) entraîne aussi 1.D'l plus grand ponpage des cations 

ce qui rerrl nécessaire une plus grande synthèse de l 'ATP. Il y 

aurait aussi une stimulation du transport de l'uridine et de la 

synthèse de l'AOO et de l'ARN 2. Donc, l'anq;ilotéricine Ben plus 

d'altérer les propriétés piysico-chimi.ques de la membrane altère 

aussi les propriétés biologiques, morphologiques et 

fonctionnelles 7. 

Il est à noter que, même si le mécanisme d'action de l'anp10-

téricine B n'est pas complètement élucidé, il a été mentionné que 

pour avoir une activité optinale, l 'anpl()téricine B doit être 
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inclus dans des micelles de petites tailles présentant tme 

structure labile et aptes à se complexer avec les stérols iœmbra

naires 6

Dans les essais faits sur des animaux concemant la synergie 

d'action de l'anp10téricine B avec des agents antitunoraux, 

plusieurs résultats intéressants ont été obtenus. Par exemple, 

lorsque que l 'anplC)téricine B est administrée avec des agents 

anti tum:>raux à des souris leucémiques, la guérison est presque 

complète 18, 19 Selon certaines hypothèses, la membrane serait

plus perméable et faciliterait ainsi la pénétration de la 

deuxième drogue 2. 

Il est très probable que cette augnwantation de la perméabi

lité s'exprime par lll1 changement des propriétés t:hysiques géné

rales de la meni:lrane connne par exemple sa fluidité. Dans cette 

ligne de pensée s'inscrit ce travail où l'on s'est pro}X)Sé 

d'étudier l'effet de l 'amp10téricine B sur la microviscosi té de 

la bicouche lipidiques. 
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CHAPl'IRE 2 

les nerLr.anes oellulaires 

Comme nous l'avons vu plus tôt, il a été dénontré que l ' -

action de l 'élllplotéricine B se fait au ni veau de la membrane 

cellulaire. Il est donc nécessaire de bien connaître la struc

ture de la membrane cellulaire pour élucider le mécanisme exact 

de l'action biologique de l'amphotéricine B. 

I. Rôle dans le fonctionnement de la cellule

Même si la membrane cellulaire n'a qu'tme épaisseur de quel

ques mn, elle est la pièce maîtresse de l'organisation fonction

nelle de la cellule. Elle est une barrière extrênenent sélecti

ve, laissant entrer d'une part les nutriments et excrétant 

d'autre part les déchets du métabolisme et les suœtances synthé

tisées. 

II. structure de la membrane cellulaire

Les membranes cellulaires sont constituées de ?l()SplOlipides 

dont une extrémité porte des charges électriques et l'autre est 

constituée de chaînes aliiilatiques d'acides gras neutres. ces 
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:phosp1olipides fo:rment une bicouche, c'est-à-dire que les extré

mités polaires sont tournées vers le milieu aqueux à l'extérieur 

et à l'intérieur de la cellule et les chaines d'acides gras neu

tres se trouvent face à face au sein de cette bicouche (fig. 4). 

Ce schéma est beaucoup trop sinq:>lifié J;X>Ur représenter la struc

ture de la membrane. 

Les membranes oontiennent aussi des stérols, soit le 

cholestérol en milieu animal et entre autre l'ergostérol dans les 

tissus végétaux. Vraisemblablement, les stérols se si tueraient 

entre les chaînes d'acide gras des plOSP'}Olipides en IOOdif iant 

les propriétés Iilysico-chimiques de la membrane 20.

Il y a un autre oonstituant essentiel dans la membrane, soit 

les protéines qui forment la majeure partie de la masse sèche non 

lipidique de la :membrane. Ces protéines se oombinent, par l'in

termédiaire de leurs chaînes latérales d'acides aminés, avec les 

molécules d'eau et les extrémités non polaires des :phosp1olipides 

des membranes 20•

Selon le nooèle le plus réparrlu les protéines reoouvrent les 

faces internes et externes de la bicouche lipidique. Ce nDdèle 

est celui de Sirger et Nioolson (fig. 5) 21. Il est â noter que

les chaînes d'acides gras sont très :roc>biles animées d' oscilla

tions sur place de sorte que l'intérieur de la membrane est pra

tiquement à l'état liquide tandis que les extrémités polaires des 
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EAU 

EAU 

EAU 

Figure 4: Modèle simple d'une bicouche 

phospholipidique 
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\ 
\ 

double couche de 
phospholipides 

Figure 5: Modèle de nosaïque fluide de la membrane 

cellulaire selon singer et Nicx,lson 21
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J;ilos{bolipides situés sur ces deux faces gardent une disposition 

cristalline. 

Ie dernier constituant des membranes cellulaires sont les 

glucides. les glucides sont présents en petite quantité dans les 

membranes cellulaires et sont fixés sur les protéines et locali

sés exclusivement à la face externe 20.

En résumé, la iœmbrane cellulaire est conp::,sée de J;tiosi:tioli

pides, de stérols, de protéines et d'une petite quantité de glu

cides. Elle joue un rôle important dans l 'qrganisation fonc

tionnelle de la cellule, dans les interactions entre les cellules 

qui atoutissent à l'organisation des tissus et aussi dans la 

reconnaissance de cellules étrangères pénétrant dans l'organisme. 
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Visrosité de npdèles JœDi:lranaires et de D'EJ•• • anes naturel.les 

Comme nous l'avons vu précèdemment, l'amp10téricine B rocxlifie 

la perméabilité mernbranaire. Une des propriétés physico

chimiques qui peut influencer la perméabilité est la viscosité. 

Dans ce travail, lU1 de nos ruts est de détenniner l'effet des 

stérols et de l 'ampiotérici.ne B sur la viscosité de la membrane 

cellulaire. �ne, nous avons essayé de retracer dans la littéra

ture des valeurs expérimentales de viscosité ainsi que les para

mètres p::,uvant m:xtifier celle-ci, et l'effet du cholestérol et de 

l'ergostérol sur la viscosité de la membrane. 

Il n'y a que très peu de valeurs expérimentales de la visco

si té membranaire dans la littérature: quard aux paramètres 

influençant la viscosité, il y a plus d'infonnations. 

les facteurs détenninants la viscosité mernbranaire sont les 

suivants 22, 23:

la l<D]U9U1'." de la dlaine d'acide gras du pn:;px>lipide ainsi 

que 1 'ex:i.st:erDe de cblbl.es J i ai sais sur cette chaîne. 
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Par exemple, sous la température de transition, la viscosité 

des vésicules de rNPC est de 38 cp et celle des vésicules de 

DPPC 18 cp 24. Dans une autre référence nous retrouvons les

valeurs de 4,8 cp pour des vésicules de DPPC et de 48 cp pour 

des vésicules de DSPC 25.

le caractère du �lipide 

Des valeurs de microviscosi té de liposomes étant constitués 

de différents plOSplolipides ont été données dans la littéra

ture. lorsque le liposomes est constitués de ?1()Si;ilatidyl

choline la microviscosi té est de o, 95 :p:>ise, de Ii'losi;ilati

dylsérine de 1, 53 :p:>ise et finalement de s:phingomyéline de 

18,9 :p:>ise 26•

la préselDe de d'K>lestérol 

Shinitzky donne une série de valeurs de microviscosité des 

liposomes contenants différentes proportions de cholestérol. 

Pour les rapports cholestérol/plosJ;holipide variant de O à 

1, 4 la microviscosité augmente grandement de 1, 8 à 9, 1 :p:>ise 

et ce à une température de 25
°C 26.

la te11étature 

Par exemple, la microviscosité de la bicouche phosplOlipidi

que varie de 30 à 3, 5 cp et ce avec des variations de 

température 25.
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Dans différents travaux sur les modèles ioonbranaires on 

trouve que l'effet du cholestérol sur la viscosité membranaire 

dépend de la température. Au-dessus de la température de transi

tion, il a�terait la viscosité tandis qu'au-dessous de la 

température de transition , il diminuerait la viscosité 27. 

Par CX>ntre, dans la littérature, on retrouve beaucoup de 

oontradiction sur l'effet du cholestérol sur la mic:roviscosité de 

la membrane cellulaire, ce qui déperrl proœblernent des méthodes 

et des m:xièles utilisés 27. 

les stérols sont présents dans la majorité des membranes 

naturelles en quantité pouvant aller jusqu'à 50% de la totalité 

des lipides. I.e rôle qu'ils jouent n'est pas enoore élucidé, 

mais il est certain qu'ils affectent plusieurs propriétés 

µ1ysico-chimiques et µ1ysiologiques de la nembrane. La propriété 

qui nous intéresse ici est la viscosité de la membrane et l'effet 

des stérols sur celle-ci. 

Il y a aussi quelques autres facteurs influençant l'état 

µ1ysique de la bicouche, comme le pourcentage d'eau, la concen

tration des ions présents ainsi que leur espèce, la composition 

en lipide, ... Ces facteurs vont par le fait nême, affecter le 

comporteœnt cholestérol-lipide dans la bicouche 25. 

23 



I.es valeurs de microviscosi té membranaire déterminées pour 

les membranes naturelles à l'aide de sorrles optiques sont rares 

dans la littérature, mais toutefois quelques résultats sont 

disp:,nibles. Ie tableau 1 résume quelques-uns de ces résultats. 

Nous avons aussi trouvé dans la littérature des valeurs de 

microviscosité pour des IOOdèles membranaires. Dans le tableau 2, 

nous retrouvons des valeurs de microviscosité pour des vésicules 

de dipalmitoyliilœ);ilatidylcholine (DPPC), des vésicules de 

distéaroyl:fhosii)atidylcholine (DSPC) mesuré à l'aide d'une sonde 

fluorescente, soit le (p-(dialkylamino)-benzylidène) malononi

trile. Nous retrouvons aussi des valeurs pour des vésicules de 

DPPC et de dimyristoyl�tidylcholine mesurées par calori

métrie. Enfin des valeurs de nodèles de dimyristoyl-lécithine 

avec et sans cholestérol. 

Il faut souligner que les résultats de microviscosité obtenus 

sur les nodèles membranaires varient oonsidérablement d'un nooêle 

à un autre. 
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Tableau 1. 

Microviscosité de membranes naturelles 

Cellules Sondes Références Microviscosi té ( CP) 

A-431 en sus:pension DPH 28 

A-431 avec cholestérol DPH 28 

Cellules turcorales S»lA DPP 29 

Lymp,.ocytes htnnains DPP 29 

Erythrocytes-ghost DR-IE 30 

Erythrocytes-ghost D:Rœ 30 
avec cholestérol 

Légende: DPH - l,5-di?'}ényl-1,3,5-hexatriène 

DPP - dipyrénylpropane 

DmE - dipyrénylméthyléther 

290 (370c) 

300 (37°C) 

41 - 95 

52 

76 (37°C) 
500 (s0c) 

133 (37<>c) 
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Tableau 2. 

Microviscosité de JOOdèles membranaires 

Modèles membranaires Sondes Références Microviscosité( CP)

DPPC DMeM 25 4 8 a 
' 

[)SR: DMeM 25 

DPPC e -- 24 

rMR:: e - 24 

Dimyristoyl- Pyrène 31 
lecithine 

Dimyristoyl-
lecithine- Pyrène 31 

cholestérol 

Légende: DPPC: dipalmitoylp'lOS�tidilcholine 

DSPC: distéaroylp'lOS�tidileholine 

œPC: dimyristoyl?10S{ilatidilcholine 

48 a

18 C

38 C

9 3 b
' 

32,5 b 

30 d

125 d

59,2 

136 

I:Wal: (p-(dialkylamino)-benzylidène)malononitrite 

a: OJmparé avec la courbe standard faite avec des alcools de 
longueur de chaîne différentes à la température ambiante 

b: Comparé avec la courbe standard faite dans l'éthylène glyool 
à différentes températures 

c: température plus grande que la température de transition 

d: température plus faible que la température de transition 

e: détenniné par calorimétrie
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ra spectroscopie de fluorescence est une technique très uti

lisée p:,ur étudier différentes propriétés des membranes cellu

laires ou de :nmèles rnembranaires. les propriétés membranaires 

les plus souvent étudiées, par cette méthode, sont la microvisco

sité des différentes régions de la membrane, la nobilité latérale 

des lipides et des protéines, l'orientation et la nobilité rota

tionnelle des lipides, l'asymétrie de la nernbrane, la fusion 

membranaire ••• 

les sondes membranaires utilisées pour étu:lier les propri-

étés, ci-haut iœntionnées, sont nombreuses. En général, les 

nolécules de ces fluorophores sont composées d'un ou de plusieurs 

cycles aromatiques ou d'i.me série de doubles liaisons conjuguées 

32 

De part leur origine, les sondes mernbranaires peuvent être 

classées de la façon suivante, soit intrinsèque ou extrinsèque. 

les fluorop10res intrinsèques sont des suœtances présentes natu

rellerrent dans les membranes, tel l'acide aminé tryptqilane 

trouvé dans plusieurs protéines. Ces sondes intrinsèques ne sont 

28 



I.e deuxiêne sous-groupe, soit les sondes covalentes, sont 

pour la plupart utilisées pour marquer les protéines solubles 

dans l'eau. L'utilisation de ces sondes est restreinte à l'étude 

de iœmbranes µ.u-ifiées 33. 

I.e pyrène et certains de ces dérivés sont souvent utilisés 

conune sondes membranaires extrinsèques. Les changements de l'in

tensité de la fluorescence sont attril::ués, soit aux changements 

de la p:>larité de l'environnement de la sonde, 34, 35 soit aux 

changements de la microviscosité 36,37 . 

I.e pyrène étant très peu polaire, il se si tue à l'intérieur 

de la bicouche. Si les régions plus polaires doivent être 

étudiées, W1 groupement polaire doit être introdui. t dans la mlé

cule du pyrène. Ce groupement ne doit pas être fixé directement 

sur le cycle aromatique pour ne pas m:xlif ier les propriétés 

spectrales de la sonde. En plaçant le groupenwent polaire plus 

près ou plus loin du chranDIX10re, on peut programmer la profon

deur à laquelle la sorrle se retrouvera à l'intérieur de la 

membrane. 
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œAPl1JRE 5 

Partie EQq>érimentale 

[)} point de vue de l'expérimentation, ce travail se divisait 

en deux parties différentes. la première partie, était de véri

fier cx:,mment les soroes membranaires se c:::onp,rtaient vis-à-vis lll1

changement de visa:>sité. Dans la deuxième partie, nous avons 

vérifié à l'aide de ces sondes, le changement de visa:>sité des 

nroèles membranaires lorsqu'on ajoutait à ceux-ci du cholestérol 

ou de l'ergostérol et l'antibiotique polyénique, l 'anpiotéricine 

B. 

Produits 

De la compagnie "Fischer Chemicals" ont été achetés les pro

duits suivants: le méthanol de grade "certifie1", le cyclohexane 

de grade "certifie1 A.C.S.", la paraffine, l'acide chlorhydrique, 

l 'hyàroxyde de potassium de grade "reagent", le B-na�thol de 

grade "certified", le tri(hyàroxyméthyl) ami.nomét:hane ('IHAM) et 

le cholestérol. 

L'éthylène glycol et le glyc:érol de grade "certifie1" ont été 

achetés de la compagnie "Anachemia". L'éthanol (94%) provenait 

de la c:onpignie "Commercial Alcohol 11. 
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De la caupagnie "Sigma" ont été achetés, le dipalmitoy1Ii1œ

rœtidylcholine (DPR::), l'anp10téricine B ainsi que l'ergostérol. 

Ce dernier a été recristallisé deux fois dans l'éthanol avant 

d'être utilisé. 

Sondes membranaires à profondeur programmée 

Deux sanies dérivées du pyrène ont été utilisées dans ce 

travail, l'hyàroxyrnéthyl-1 pyrène et le méthyl-1 pyrène. 

Ces sondes membranaires ont été synthétisées de la façon 

suivante: 

L'hydroxyméthyl-1 pyrène a été synthétisé par une réduction 

du pyrêne-1-carboxaldéhyde avec le tétrahydrure de lithiœn et 

d'aluminitnn (Li.AlH.i). 

I.e méthyl-1 pyrène a été synthétisé par une réduction du 

pyrène-1-carooxaldéhyde par la méthode de Wolff Kishner. 
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Détermination de la viscx:,sité: Séries de solvants polaires et 

agolaires. 

Deux séries de solvants ont été préparées. Dans chaame de 

ces séries, la polarité était constante et la visa:,sité variable. 

Pour la première série, celle des solvants polaires, nous avons 

mélangé en différentes proportions, le méthanol, l'éthylène gly

col et le glycérol. Pour la deuxième série, celle des solvants 

apolaires, nous avons mélangé en différentes proportions le 

cyclohexane et la paraffine. 

Ces mélanges de solvants ont tous été préparés de la mâne 

façon soit, par pipetage précis du volume déterminé ou pour les 

solvants trop visqueux, par pesage précis du poids oorrespoooant 

à ce volune. 

la polarité dans la série de solvants polaires a été détermi

née par spectrosoopie U.V. -Visible (Varian ta::htron, m:xièle 635)

à l'aide d'tm in:licateur de polarité soit le ditertb.Ityl-2, 6

(tri:Eilényl-2' ,4' ,6'-pyridiniurn)-4 plénolate. Ce oomposé a pour 

propriété d' al:sorber à des longueurs d'ondes différentes lorsque 

la polarité des solvants varie 38 

La oourbe standard du paramètre de polarité Er en fonction de 

la longueur d'onde maximum d' atsorption a été établie à partir 
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des spectres de l'indicateur qui ont été enregistrés dans quel

ques solvants de polarité Cônnue (fig. 6) • A l'aide de cette 

courbe standard la polarité des solvants polaires utilisés dans 

ce travail a été détermi.nêe. Pour cette série de solvant la 

valeur du paramètre de polarité Er variait de 55,5 à 56.

Pour la série de solvants apolaires, la polarité ne put être 

déterminée de la même façon à cause de !'insolubilité de l'indi

cateur dans les deux solvants utilisés ( cyclohexane, paraffine) . 

Pour cette série de solvants, nous avons évalué la polarité à 

partir des valeurs de la littérature 39 comme étant environ 

Eir = 30. 

La viscosité des mélançJes de solvants fut détermi.nêe à l'aide 

d 'tm viscosimètre à écoulement de marque "CANNON" dans tm œin 

thenoclStaté de marque "R:MP HAAKE E-52" à 25 ° C. Pour permettre 

aux solutions d'attei.rrlre cette température, elles devaient 

séjourner au noins une heure dans le bain thernostaté avant le 

déb.rt de l'expérimentation. 

La viscosité fut calculée à l'aide de la fonnule suivante: 

' = BPt 

1: Viscosité 
B: constante du viscosimètre à écoulerœnt

P: densité 
t: tenp; d'écoulement. 
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Pour détenniner la viscosité des mélanges de solvants il 

était nécessaire de déterminer la valeur de B et de P. La CX>n

stante B du viscosimètre à écoulement fut détenninée en utilisant 

l'eau. On a trouvé expérimentalement le tenp; d'écoulement (t) 

et calculé la valeur de la CX>nstante B. la densité, pour sa part 

fut détenninée en pesant exactement sur une balance de marque 

"SARIŒIUS 1207 MP-2" un volume exact des mélanges de solvants 

préalablement therrcostatés à 25
°

C. 

Courbes Standard 

Une fois les viscosités des deux séries de solvants 

déterminées, on pouvait alors établir le comportement des sondes 

membranaires face à un changement de viscosité. Cette étude a 

été faite en spectrorcétrie de fluorescence. 

Afin d'éviter l'extinction de la fluorescence toutes les 

solutions étaient dégazées, soit par barbottage avec de l'azote 

ou encore en appliquant le vide. 

les lectures de fluorescence étaient prises par rapport à un 

standard externe, soit le S-na:(i1thol. Celui-ci fut utilisé C001l'!e

standard externe car il értet dans la même région que les deux 

sondes utilisées. 

la solution mère de 6-naphthol était préparée toujours de la 

mêie façon, soit en pesant précisément à o, 00002 g, sur une 

balance Mettler H-16, une masse de O, 01150 g qui était dissoute 

dans une solution de KOH 0,1.N et aiœnée au trait de jauge d'un 

ballon de 1,00 litre. Cette solution mère avait une concentra

tion m:>laire de 7,98 x 10-5 M. Ensuite on effectuait une 

dilution d'un ra:pport de 1/2, amenant ainsi la concentration 

nolaire à 3,99 x 10-5 M. Cette dilution était faite juste avant 

l'expérimentation et était utilisée la journée nêlœ de la prépa-
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ration. Par contre la solution mère de B-nap'lthol, conservait 

ses propriétés intactes durant quelques semaines si elle était 

gardée à la noirceur. Toutefois, la préparation d'une solution 

fraîche devenait nécessaire lorsqu'il y avait apparition d'une 

légère coloration jaunâtre nous indiquant \llle dégradation. les 

corrlitions du spectrofluorimètre pour le B-nap1thol étaient les 

suivantes: 

Perkin-Elmer MPF-2A: -longueur d'oro.e d'excitation: 348 nm 

-longueur d'oro.e d'émission: 

-sensibilité: 

416 mn 

1 

ra préparation des solutions de sondes dans les différents 

solvants était faite toujours selon la même procédure. Dans les 

deux cas, une solution mère de sonde, de oorx::entration nolaire de 

2 x 10-4 M était préparée. L'hyàroxyméthyl-1 pyrène, était pré

cisément pesé à O, 00002 g, sur une balance Mettler H-16, une 

masse de 0,00465 g qui était dissoute dans un solvant de la série 

(voir tableaux 5 et 6) et aioonée au trait de jauge d'un ballon de 

100,00 ml. Pour le méthyl-1 pyrène, le même cheminement était 

fait, sauf que la masse préc:isément pesée était de 0,00430 g. 

Ensuite, dans les deux cas, on effectuait une dilution d'un 

rapp:>rt de 1/10 amenant la ooncentration nolaire à 2 x 10-5 M.

Dans le cas des deux son:ies, la lecture de la fluorescence 

dans une série de solvants complète soit polaire ou apolaire, se 

faisait dans une même journée. en vérifiait aussi la reproducti

bilité et la répétitivité des résultats de la même façon et les 

résultats sont la noyenne d'au noins trois essais. 

I..Drs de l'expérimentation, le B-naplthol, est utilisé pour 

vérifier les variations de l'appareil. Ainsi tous les résultats 

sont exprimés en valeurs relatives au S-nap'lthol et non en 

valeurs aœolues. les oonditions du spectrofluorimètre pour le 

méthyl-1 pyrène et l 'hydroxymêthyl-1 pyrène étaient les 
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suivantes: 

Perkin-Elmer MPF-2A: 

-longueur d'orrle d'excitation: 344 nm

-longueurs d'onde d'émission: 376, 386, 394, 416 rnn 

-sensibilité: 1 

Pour les deux sondes l'émission à 376 rnn était utilisée pour 

les courbes standards. 

La solution d' amphotéricine B utilisée dans cette 

expérimentation a été préparée de la façon suivante: 

la solution mère d' amphotéricine B, de concentration nolaire 

de 5 X 10-5 M, fut préparée en pesant précisément à 0,00002 g une

masse de 0,00495 g, sur une talance Mettler H-16, qui était dis

soute dans 1, 00 ml de diméthylsulfoxyde. Cette solution était 

ensuite transférée dans lD1 tallon jaugé de 100,00 ml et le volume 

de la solution amené au trait de jauge avec de l'eau distillée 

déninéralisée. la solution mère d' amphotéricine B ainsi corrplé

tée était gardée au réfrigérateur jusqu'à l'utilisation. Cette 

solution était utilisée dans les vingt-quatre heures suivant sa 

préparation. 

Vésicules plOSJ;ilolipidiques sans et avec stérol 

Les vésicules ont été préparées par la méthode d'injection 

rapide d'une solution dans 1 'éthanol. la procédure sui vante à 

été suivie:40, 41

on pèse précisément à 0,00002 g sur une talance Mettler H-16, 

une masse de 0,03735 g de dipalmitoyl}:ilosplatidylcholine (DPPC). 

Cette masse est dissoute dans 2,5 ml d'éthanol et on ajoute 2,5 

ml de la solution mère de sonde qui a comme solvant l'éthanol 
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( solution décri te précédemment) . Ensui te dans lD1 bain chauffant, 

tm volume de 19 ml de tailJix)n Tris à pi 7 préalablement filtré, 

est thenoostaté à 55
°

C dans i.m appareil à ultra-filtration 

(Amicon 8050). Une fois la température atteinte, la solution 

tampon est agitée à la vitesse maximale et on injecte rapidement 

1,0 ml de la solution sarde-lipide. On filtre alors le tout sur 

une membrane XM-100 A et ce sous jet d'azote jusqu'à ce qu'il 

reste environ 5 ml de solution. cette solution est alors trans

férée dans i.m ballon de 5, 00 ml et on amène au trait de jauge 

avec du tampon Tris. les vésicules ainsi préparées sont alors 

prêtes pour la lecture en spectropl<>tomêtrie de fluorescence. 

I.e tampon Tris utilisé à i.me concentration de 2,0 x 10-3 M de 

tri.hyàroxyméthylami.naméthane. Ensuite, le ?{ est ajusté à 7 ,o ± 

O,l avec de l'acide chlorhydrique. 

les vésicules contenant du cholestérol ou de l'ergostérol 

sont préparées de la même façon que les vésicules Slll{)les. les 

solutions mères de stérol sont préparées de la façon sui vante. 

On pèse précisément à 0,00002 g sur une balance Mettler H-16, une 

masse de 0,05900 g de cholestérol ou de 0,06050 g d'ergostérol. 

Cette masse est dissoute dans de l'éthanol et transférée dans tm

ballon de 50 ml et la solution est amenée au trait de jauge avec 

de l'éthanol. I.e volume désiré de cette solution est ajouté à la 

solution some-lipide. 

Par la suite 2,5 ml de cette solution de stérol est ajoutée à 

la solution lipide-some (DPPC dissous dans 2,5 ml de solution de 

la sonde) et jaugé à 5, o ml pour obtenir 15% molaire de stérol. 

Pour les solutions de 10% et 5% nolaire, on ajoute respectivement 

1, 70 ml et O, 85 ml à la solution sonde-lipide que l'on jauge à 

5, O ml avec de l'éthanol. 
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Effet de l'amphotéricine B 

ra dernière étape, était de vérifier l'effet de l 'anp10téri

cine B sur les sept IOOdèles membranaires différents et ce avec 

les deux sondes. Pour ce, on a joutait aux no:lèles membranaires 

contenant les sondes dont la fluorescence était mesurée, 10 ul

d'une solution mère d'mtp10téricine B. Par la suite, on mesurait 

la fluorescence, 30 secondes après l'addition ainsi qu'à 30

minutes et 60 minutes. De plus, la fluorescence a aussi été 

IœSUrée à 90 minutes et 120 minutes après l'addition mais le 

changerœnt n'était plus significatif. 
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OIAPl'IRE 6 

Résultats et diSOJSSicn 

le pyrène est une sonde meni:lranaire utilisé par les cher

cheurs pour étudier par exemple la viSCX)Sité de certaines membra

nes humaines, la polarité de l1lE!lDl:âl1eS, la présence de groupe

ments chi:miques spécifiques dans les biorcolécules ..• 

Ce conq.o:;é étant fortenent lipoprile, il est probablement 

localisé à l'intérieur de la bicouche lipidique dans sa partie 

apolaire. Nous avons voulu étudier aussi la région extérieure, 

plus polaire de la membrane et dans ce tut nous avons utilisé 

l'hydroxyméthyl-1 pyrène. Le groupement hydroxy devrait se lier 

à la partie plus polaire de la bicouche lipidique gardant le 

chrorcoi;:l1ore plus près de la surface. camne sonde :pour la partie 

apolaire, nous avons utilisé le méthyl-1 pyrène pour pouvoir 

comparer les résultats avec ceux obtenus avec l'hyàroxyméthyl-1 

pyrène. 

- Spectres de fluorescence des deux sorrles en milieu polaire et

apolaire

la structure fine du spectre de fluorescence des deux sondes 

est la sui vante. En milieu :i;:olaire, pour l'hyàroxyméthyl-1 

pyrène, nous avons quatre rendes d'émission, soit une à 376 run, 

une à 386 run, une à 394 nm, et la dernière à 416 nm (fig. 7). 

Pour le mêthyl-1 pyrène, on observe seulement trois tendes soit à 

376 rnn, une à 394 nm et la dernière à 416 run (fig. 8). 

Si l'on regarde la stnicture fine du spectre de fluorescence 

de l'hydroxymêthyl-1 pyrène en milieu apolaire, on peut voir que 

celle-ci est très différente qu'en milieu polaire. Cette fois

ci, la bande à 376 rnn est plus petite que les bames à 386 rnn et 
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394 nm. De plus la bande à 386 nm est toujours présente, quelle 

que soit la viscosité (fig. 9). Pour l'hydroxyméthyl-1 pyrène, 

on observe dont les quatre bandes d'émission dans les deux types 

de solvants. Par contre, le rapport d'intensité 386 rnn / 376 nm 

change avec la polarité. 
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Pour la structure fine du spectre de fluorescence du méthyl-

1 pyrène en milieu apolaire, elle ne diffère pas de celle en 

milieu polaire. on observe toujours seulement les trois bandes 

d'émission, soit à 376 rnn, 394 mn et 416 nm (fig. 10). 

A partir de ces infonnations, nous .(X)UrrOns dire pour 

l'hydroxyméthyl-1 pyrène quelle est la polarité de son milieu 

environnant. C'est-à-dire que si le rapport des :tandes 386 

nm/376 mn est près de un ou plus petit, le milieu environnant 

sera polaire. Par contre, si ce rapport est plus grand que un, 

le milieu environnant la sonde sera apolaire. 

Pour le méthyl-1 pyrène, étant donné que la structure fine du 

spectre de la fluorescence est similaire en milieu polaire et 

apolaire, on ne pourra tirer de conclusion sur la polarité du 

milieu environnant. 

- Effet de la viscosité sur les spectres de fluorescence des

sorxies membranaires. 

r.es deux sorxies, soit le méthyl-1 pyrène et l'hyàroxymêthyl-

1 pyrène réagissent toutes deux de la même façon à une augmenta

tion de la visoosi té de leur environnement, par une augmentation 

de l'intensité de leur fluorescence. L'intensité de fluorescence 

augmente dans les deux cas jusqu'à une viscosité de 15 cp, où, à 

ce point, on atteint un faux plateau, car l'intensité de fluores

cence continue à augmenter mais plus faiblement. la figure 11 

nontre les charqements de l'intensité de la fluorescence des deux 

sorxies en fonction de la viscosité dans un milieu polaire. 

Avec une augmentation de la viscosité, l'intensité de fluo

rescence augmente, mais le rapport des bandes 376 rnn/394 mn ne 

varie pas d'une façon significative. Ce rapport, 376 mn/394 nm, 

est toutefois diffèrent pour les deux sondes. 
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la bande d'émission médiane, soit à 386 rnn, n'apparaît que 

très peu et souvent, n'apparaît pas (fig. 7 et fig. 8). Aussi, 

un autre point important est, qu'il n'y a pas de déplacement de 

bames d'émission remarqué entre les deux sondes. 

L'hydroxyméthyl-1 pyrène en milieu apolaire, réagit de la 

même façon qu'en milieu polaire, soit lorsque la ViSCX)Sité aug

mente, l'intensité de la fluorescence augmente aussi. Par contre 

en milieu apolaire, l'hyàroxyméthyl-1 pyrène fluoresce beauooup 

plus qu'en milieu polaire. Par exemple, en milieu apolaire, pour 

une viscosité de 40cp, nous avons \m rapport de fluorescence, 376 

m/B-naEilthol, d'environ 25 et pour une même viscosité en milieu 

polaire le rapport de fluorescence, 376 rnn/B-naEilthol, est d'en

viron 13, soit un peu plus de la noi tié de celui oœervé en 

milieu apolaire (fig. 11 et 12). 

Pour le méthyl-1 pyrène, par contre nous avons une diminution 

de la fluorescence dans le milieu apolaire. Par exemple, en 

milieu polaire, le rapport de fluorescence, 376 mn/B-na.Eilthol, 

pour le méthyl-1 pyrène pour une viscosité de 40 cp est d'environ 

30, pour une même viscosité nous avons un rapport de 

fluorescence, 376 m/B-na.Eilthol, d'environ huit, soit une réponse 

d'environ quatre ( 4) fois plus petite dans le milieu apolaire 

(fig. 11 et 12). 

- Courbes staroards

Nous avons fait deux courbes staooards pour des milieux ayant 

des polarités différentes. L'une dans tm milieu polaire et l'au

tre apolaire. 
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Nous avons gardé la polarité constante pour s'assurer que les 

résultats enregistrés soient dus uniquement à la viscosité. 

la série de solvants polaires était constituée de iœthanol, 

d'éthylène glycol et de glycérol, en différentes proportions. Ia 

série de solvants apolaires était constituée de paraffine et de 

cyclohexane. Les tableaux 3 et 4 représentent le pourcentage(%) 

de chaClll1 des solvants du iœlange ainsi que la viscosité détenni

née à 25
°

c. 

Puisque nous pensons que nos sondes vont se situer, l'une en 

milieu p:,laire, soit à l'interface de la membrane et l'autre en 

milieu ap:,laire, soit à l'intérieur de la membrane, il était 

important de vérifier s'il y avait des différences entre les 

résultats p:,ur ces deux milieux de polarité différente. 

Tableau 3. 

Composition (v/v) de la série de solvants p:>laires 
LEr = 55.5 - 56) 

Méthanol ( % ) Ethylène Glycol(%) Glycérol (%) Viscosité (cp) 
(25

°

C) 

100 -- - 0,547 

90 10 - 0,820 

80 20 - 1,045 

60 40 - 2,000 

40 60 - 3,814 

20 80 - 8,072 

- 100 - 17,5 

- 95 5 21,2 

- 80 20 34,5 
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Tableau 4. 

CoJrp:>sition (y/v) de la série de solvants ap:>laires 
LEr = 30) 

Cyclohexane (%) Paraffine(%) Viscosité (cp) (25
°

C) 

100 - 0,96 

95 5 1,12 

80 20 1,71 

40 60 8,22 

30 70 14,29 

20 80 27,33 

10 90 59,09 

4 96 110,42 

- 100 155,46 

- Vésicules PlOSJnOlipidiques

les deux sondes ont été incorporées dans des vésicules de 

DPPC. la fig. 13 nontre le spectre de fluorescence de l'hydroxy

méthyl-1 pyrène dans ce milieu et la fig. 14 celui du méthyl-1 

pyrène incoporé dans des vésicules de DPPC. '!butes les nesures 

ont été faites â température ambiante, donc en bas de la tempéra

ture de transition du DPPC. 

Si l'on compare les spectres de fluorescence des sorxles 

incorp::>rées dans des vésicules p.irement �lipidiques avec 

ceux faits dans les deux séries de solvants, il apparaît que 

l'hydroxyrnéthyl-1 pyrène se retrouve dans 1.m milieu polaire, 
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p.tlsque la barde à 386 nm est aœente du spectre. Ce résultat 

est oonforme à notre hypothèse de base, p.tlsque nous pensions que 

l'hydroxyméthyl-1 pyrène par son groupe œ resterait à l'inter

face de la bicouche. Conme nous l'avons dit plus haut les résul

tats obtenus par le méthyl-1 pyrène ne peuvent nous donner 

d' infonna.tion sur sa lcx:alisation, mais il reste raisonnable de 

penser qu'il s'insère au niveau des chaînes d'acide gras de la 

bicouche lipidique, soit en milieu apolaire (fig. 12 et fig. 13). 

A partir de l'intensité de fluorescence de nos deux sondes et 

à l'aide des courbes standards (fig. 11 et 12) , on peut évaluer 

la viscosité des vésicules purement i;:tiosp10lidiques comme étant 

3, 4 cp dans la couche extérieure et 41, 5 cp à l'intérieure 

( tableau 5) . 

Ce tableau contient égalerœnt une valeur de la littérature 

obtenue à l'aide d'une sonde différente. en constate que dans 

les vésicules �t phosµlolipidiques et aussi dans celles 

contenant le cholestérol ou l'ergostérol la viscosité est beau

coup plus élévée à l'intérieur de la bicouche (mesurée avec le 

mêthyl-1 pyrène) qu'à l'interface (mesurée avec l'hydroxymêt:hyl-1 

pyrène). 
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Tableau 5. 

Valeurs de microviscosité de vésicules de DPPC 

trouvées expérimentalement et en littérature 

� VIS:ŒITÉ ( cp) % SIÉRlL 

Hydroxyméthyl-1 pyrène 3,4 0% 

2,6 5% ergostérol 

2,5 10% ergostérol 

2,3 15% ergostérol 

5,0 5% cholestérol 

5,0 10% cholestérol 

4,9 15% cholestérol 

Méthyl-1 pyrène 41,5 0% 

20,0 5% ergorstérol 

25,0 10% ergostérol 

36,5 15% ergostérol 

112 5% cholestérol 

149 10% cholestérol 

173 * 15% cholestérol 

D.1A13M25 4,8 - 9,3 0% 

* valeur extrapolée

légende: 

(p-(dialkylam.i.no)benzylidène nalononitrile 
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- Effet des stérols

Nous avons aussi étudié, les vésicules contenant de l 'ergo

stérol ou du cholestérol. Nous avons choisi ces deux stérols car 

dans la littérature, il est mentionné que l 'arni;notêricine B se 

complexe avec ces deux stérols mais que son affinité est plus 

grame pour l'ergostérol. 

L'effet de l'ergostérol sur la microviscosité est différent 

lorsque mesuré par les deux sondes (fig. 15) • Par exemple, 

lorsque l'on mesure l'effet de l'ergostérol avec l'hydroxyméthyl-

1 pyrène, la microviscosité diminue et ce, d'tme façon presque 

linéaire en fonction de l'augmentation du pourcentage d'ergosté

rol dans la vésicule. Une hypothèse J;X)UVëll1t expliquer ce F,héno

mène est que l'ergostérol, à ces pourœntages dans les bicouches 

pl<>Spholipidiques, servirait d'espaceur, c'est-à-dire, qu'il 

briserait certaines liaisons de la bicooche plOSp'lolipidique pour 

ainsi diminuer la viscosité. 

L'effet mesuré par le méthyl-1 pyrène est différent. L'ergo

stérol altère la viscosité de la façon suivante: à faible pour

centage, la viscosité est diminuée, pour augm:nter peu à peu et 

presque atteindre la viscosité initiale, lorsque le pourcentage 

augmente. � on peut penser que l'ergostérol â faible IX)Ur

centage â l'intérieur de la membrane servirait aussi d' espaœur. 

'lbutefois le plénomène peut être différent qu'à l'interface, 

puisque par la suite lorsque l'on augmente le pourcentage d'ergo

stérol la viscosité augmente (fig. 15). 

L'effet du cholestérol sur la microviscosi té des vésicules 

est différent de celui de l'ergostérol (tableau 5) . A l'inter

face le cholestérol augmente la microviscosité de la bicouche 

lipidique d'tm facteur d'environ 1,5. I.a microviscosité passe de 

3,4 cp â 5,0 cp pour 5 et 10% de cholestérol dans la bicouche et 

à 4, 9 cp pour 15% de cholestérol. L'ergostérol pour sa part 
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diminue la viscosité d'un facteur d'environ 1,4. A 5% 

d'ergostérol dans la bicouche, la microviscosité diminue à 2,6 

cp. lorsque l'on augurrente le p:,urcentage d'ergostérol à 10% la 

viscosité diminue encore légèrement à 2, 5 cp et à 15% 

d'ergostérol la viscosité diminue jusqu'à 2,3 cp. 
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Au ni veau où se si tue le méthyl-1 pyrène le cholestérol 

augmente aussi la microviscosité. Cette fois la viscosité passe

de 41, 5 cp à 112 cp IX>lJr 5% de cholestérol dans la bicouche 

lipidique. A 10% de cholestérol la viscosité augmente jusqu'à 149 

cp et à 15% la viscosité augmente à 173 cp. L'ergostérol connne 

nentionnée ci-haut diminue la viscosité du IOOdèle membranaire. A 

5% d'ergostérol dans le IOOdèle membranaire la viscosité diminue à 

20 cp. Ensuite, à 10% et 15%, nous assistons à une augmentation 

de la viscosité soit 25 et 36, 5 cp respectivement, qui est

toutefois plus faible que celle de la bicouche :i;:urement phospho

lidique soit 41,5 cp. 

Ceci semble indiquer que le cholstérol rigidifie la membrane 

à l'interface et d'lll1e façon beaucoup plus prononcé au niveau où

se situe le méthyl-1 pyrène. 

Nos résultats pour le cholestérol sont en accord avec ceux de 

Shinizky, p.ùsqu' en augmentant le rapport cholestérol/?10S?10-

lipide la microviscosi té de la bicouche lipidique augmente 26.

En variant le rapport cholestérol/plOSJ;ilolipide de o à o,17, nous 

trouvons que la microviscosité varie de 41,5 à 173 cp et selon 

Shinitzky pour lll1 rapport cholestérol/piositiolipide variant de O 

à 1,4 la microviscosité augmente de 1,8 à 9,1 cp. Dans les deux 

cas les expérimentations ont été faits à 25
°

C. 

Par oontre à notre oonnaissance, l'effet de l'ergostérol n'a 

pas été décrit et nos résultats nontrent qu'il est différent de

l'effet du cholestérol. Au contraire du cholestérol, l 'ergosté

rol diminue la viscosité des vésicules p.irement �lipidiques 

et ce au deux niveaux étudiés de la bicouche phospl()lipidique. 

- Effet de l'anq:hotéricine B

La dernière étape du travail était de voir l'effet de l 'am

pl()téricine B sur la microviscosité des bic.ouches lipidiques. 
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Voici les résultats que nous avons obtenus. 

A l'interface: l 'anpx,téricine B diminue, i.rnrnatiatement 

après sont addition au milieu, la viscosité des vésicules 

pl()Spholipidiques d'environ 13%, la même chose est vraie pour les 

vésicules contenant de l'ergostérol. L'effet est lég'èrement 

noins prononcé pour les vésicules contenant le cholestérol. Dans 

ce cas l'effet diminue avec le temps et après 1 heure, la 

microviscosité devient presqu'égale à la valeur initiale. 

Donc à l'interface, l 'amr:,hotéricine B change la microvisco

sité de toutes les vésicules, mais noins quand elles contierment 

le cholestérol et surtout avec 15% de cholestérol après 1 heure. 

Nous constatons le nêlœ :Eilénomène avec le méthyl-1 pyrène, 

mais cette fois 1 'effet est encore plus prononcé à 15% de cho

lestérol dans les vésicules (tableaux 6, 7). 
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Tableau 6. 

Effet de l 'amr;ilotéricine B, en fonction du temps. sur la 

microviscosité des vésicules sinples et celles contenant de 

l'ergostérol ou du cholestérol. Étude en fluorescence. 

Diminution de l'intensité de fluorescence 

Vésicules J;ilospl()lipidiques 30 sec. 30 min. 60 min. 

(DPFC) 

Sans stérol -13,2% -13,0% -15,5%

5% ergostérol -13,2% -14,3% -11,6%

10% ergostérol -10,9% -13,6% -10,8%

15% ergostérol -12,0% -12,2% -11,5%

5% cholestérol -10,0% -12,3% - 7,5%

10% cholestérol -11,8% - 8,5% - 8,1%

15% cholestérol -13,4% - 6,4% - 2,2%

Sonde: Hydroxyrnéthyl-1 pyrène. 
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Tableau 7. 

Effet de l 'amoootéricine B, en forx::tion du t.enp; 1 sur la 

microviscosi té des vésicules simples et celle CX>11tenant de 

l'ergostérol ou du cholestérol. Étude en fluorescence. 

Diminution de l'intensité de fluorescence 

Vésicules µ1osµ1olipidiques 30 sec. 30 min. 60 min. 

(DPIC) 

sans stérol -12,5% -17,7% -17,0%

5% ergostérol - 9,7% -11,1% -11,7%

10% ergostérol -11,0% -12,2% -10,9%

15% ergostérol -13,0% -12,9% -11,5%

5% cholestérol -10,5% -13,1% -16,3%

10% cholestérol - 6,9% -13,9% -15,3%

15% cholestérol - 7,4% - 5,6% - 1,2%

Sonde: Méthyl-1 pyrène 
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Eh résumé, l 'éllllJ;hotéricine B diminue la visoosité des 

membranes. Cet effet dépend de la CO!DIX)Si tion de la membrane. 

L'ergostérol ne semble pas influencer l'effet de l 'éllllJ;hotéri

cine B. D'après nos résultats, l'anplO"téricine B diminue 

d'environ 15% la microvisoosité de nodèles membranaires purement 

Jjlospholipidiques et lorsque l'ergostérol est présent dans la 

bioouche, la diminution de microvisoosité est au :minimum de 11%.

D:>nc l'influence de l'ergostérol est très légere. L'effet de 

l 'anp10téricine B est roins prononcé quarxi la membrane contient 

un certain pourcentage de cholestérol et après 1.me heure celui-ci 

annule presque complètement l'effet de l'antibiotique. 

Il n'est pas facile de relier ces résultats avec la synergie 

d'action que l 'éllllJ;hotéricine B dérlDntre avec certains agents 

anti turroraux. On peut croire que le IOOdèle utilisé peut être 

trop simplifié lX)Ur bien représenter la membrane cellulaire. 

L'effet peut être relié avec d'autres oonq;,osants de la membrane. 
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On::lusian 

Les résultats de ce travail m:>ntrent que le système que nous 

avons élaooré permet d'étudier systématiquement les effets que 

les substances physiologiquement actives exercent sur l'état 

JX}ysique de la membrane cellulaire. Notre nodèle semble adéquat 

et relativement si.Irple. 

L'effet du cholestérol, sur la microviscosité de la bicouche 

lipidique, oœervé dans ce travail est du nême ordre que celui 

ol:servé par les autres auteurs (Shinitzky 26) qui ont utilisé des 

méthodes différentes. Notre méthode pennet, en plus, de diffé

rencier les effets aux différents niveaux de la bicouche 

lipidique. Selon nos résultats, l'addition du cholestérol 

affecte beaucoup plus la viscosité à l'intérieur de la membrane 

qu'à l'interface. 

Nous avons aussi étudié l'effet de l'ergostérol sur la micro

viscosité des noo.èles membranaires. Nous avons trouvé qu'il se 

comporte différement du cholestérol. A TK>tre connaissance, 

l'ergostérol n'a pas été étudié de ce p::>int de vue jusqu'à 

présent. 
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Dans ce travail, il a été dénontré que l 'arnp10téricine B à 

des concentrations de l'ordre de 10-7 M, donc beaucoup plus fai

bles que celles utilisées pour tuer les champignons, affecte les 

propriétés plysiques des nodèles de membranes cellulaires en 

diminuant leur microviscosi té. Cet effet est en acxx,rd avec les 

résultats du chercheur Kazuo Ohki 42 qui trouve une augnentation

de la fluidité de la membrane cellulaire par l'amp1.0téricine B.

Cette diminution de la microviscosité par l'anqilotêricine B peut 

être res:EX)nsable de sa synergie d'action avec certains agents 

antittuoc>raux. 

I.es résultats obtenus avec les stérols et l 'anqilotêricine B 

sont assez étormants. Les deux stérols, mais surtout le choles

térol, protègent la bicouche lipidique contre l'effet de l'anp10-

téricine B. Il n'est pas facile d'interpréter ces résultats et 

surtout très diffici1e·de les relier avec la synergie d'action de 

l 'anqilotêricine B avec des agents antitunoraux. D'autres études 

seraient nécessaires pour tirer de neilleures conclusions sur 

cette propriété de synergie d'action. 

Conune on sait, les nodèles membranaires sont très loin de la 

réalité. Plusieurs autres suœtances sont présentes dans les 

mambranes naturelles qui peuvent changer les interactions entre 

l 'amp10téricine B, les lipides et les stérols. L'étude pourrait 

donc être continuée sur des nooèles membrana.ires plus 

perfectionnés. 
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AP.PElIDICE 



MtTHYL-1-PYRtNE 

HYDROXYMtTHYL-1-PYRtNE 

Figure 17: structure chimique du méthyl-1 ptrène et 

de l'hydroxymét:hyl-1 pyrène 
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