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R&Eacute;SUM&Eacute;
L’objectif de ce travail est une contribution &agrave; la compr&eacute;hension des m&eacute;canismes membranaires, impliqu&eacute;s dans la
dormance de Candida albicans ATCC10231 en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 0,4 &micro;g/mL. L’&eacute;tude par microscopie
&eacute;lectronique &agrave; balayage (MEB) et spectroscopie des rayons-X &agrave; dispersion d’&eacute;nergie (SDE-X) a mis en &eacute;vidence
des transitions morphologiques et membranaires importantes chez les cellules dormantes de Candida albicans
ATCC10231. Les r&eacute;sultats r&eacute;v&egrave;lent l’existence d’une d&eacute;formation d’un diam&egrave;tre de 2 &micro;m, au niveau des surfaces
cellulaires. Cette derni&egrave;re repr&eacute;sente 33,25 % de la surface cellulaire globale et est accompagn&eacute;e d’une fuite
d’ions, notamment le sodium (16,4%) et le chlore (55,5%).
Les analyses par spectroscopie infrarouge &agrave; transform&eacute;e de Fourier mode-r&eacute;flexion totale att&eacute;nu&eacute;e (IRTF-RTA),
ont montr&eacute; l’importance du lien qui existe entre cette d&eacute;formation et la transition des phases lipidiques. Les
spectres IRTF-RTA des cellules dormantes, r&eacute;v&egrave;lent des variations importantes en phospholipides et en
prot&eacute;ines membranaires. Les analyses statistiques ont confirm&eacute; l’apparition de prot&eacute;ines sp&eacute;cifiques, en
conformation secondaire de type β &laquo; b&eacute;ta &raquo; et des vibrations de phospholipides et st&eacute;rols qui induisent des
s&eacute;parations lipidiques, avant la lev&eacute;e de la dormance. Ces r&eacute;sultats ont suscit&eacute; la conception d’un mod&egrave;le
math&eacute;matique, qui traduit ces diff&eacute;rentes constations. La strat&eacute;gie utilis&eacute;e fait intervenir la mod&eacute;lisation &agrave; base
de syst&egrave;me multi-agents (SMA). Les r&eacute;sultats de cette mod&eacute;lisation, ont permis de mettre en place une strat&eacute;gie
de ciblage mol&eacute;culaire dont le but principal est d’augmenter la stabilit&eacute; des phases lipidiques associ&eacute;es &agrave;
l’amphot&eacute;ricine B, appel&eacute;es dans notre &eacute;tude phases (LAmB).
Mots cl&eacute;s : Dormance - Candida albicans - Amphot&eacute;ricine B - Constituants membranaires - M&eacute;canisme d’actionMod&eacute;lisation
SUMMARY
The objective of this work is a contribution to understanding mechanisms of membrane, involved in the dormancy
of Candida albicans ATCC10231 in the presence of amphotericin added to 0.4&micro;g/mL. The study by scanning
electron microscopy (SEM) and Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX), Highlighted important
morphological transitions in dormant cells of Candida albicans ATCC10231. The results show the existence of
deformation with a diameter estimated to 2 microns. This deformation represents 33.25 % of the overall cell
surface, and is accompanied an leakage of ions, especially Sodium (16.4%) and Chlorine (55.5%). Analysis by
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), showed the importance of the relationship between the
deformation and the phase transition of lipid membranes. FTIR spectra of dormant cells reveal important
variations in phospholipids and membrane proteins. The statistical analysis confirmed the occurrence of specific
proteins; with secondary conformation type β-Sheets &quot;beta&quot; and vibrations of phospholipids and sterols. These
variations induce lipid separations before lifting of the dormancy. These results have motivated the development
of a mathematical model, which reflects these findings. The strategy involves modeling based on multi-agent
system (MAS). The results of this modeling were used to develop a molecular targeting strategy whose main
purpose is to increase the stability of the lipid phases associated with amphotericin B, called in our study (LAmB).
Keywords: Dormancy - Candida albicans - Amphotericin B - Constituents membrane - Mechanism of action Modeling
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form&eacute;s en l’absence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 5, 15 et 25 ms.
Glyc&eacute;ro/Sphingo/ergost&eacute;rol (1/1/20%) (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonn&eacute;e Lo
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form&eacute;s en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 5, 15 et 25 ms.
Glyc&eacute;ro/sphingo/ergost&eacute;rol/AmB (1/1/20%/20%) (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonn&eacute;e Lo
(c)- Stabilit&eacute; des phases ordonn&eacute;es.
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Visualisation et stabilit&eacute; des domaines en phase ordonn&eacute;e (Lo)
form&eacute;s en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 5, 15 et 25 ms.
Glyc&eacute;ro/sphing/ergost&eacute;rol/AmB (1/1/20%/20%) constante de liaison
AmB/ergost&eacute;rol =1.00, constante AmB/Phospholipides= 0.2 (barre
100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonn&eacute;e Lo
(c)- Stabilit&eacute; des phases ordonn&eacute;es.
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Figure n&deg; 51 :
Visualisation et stabilit&eacute; des domaines en phase ordonn&eacute;e (Lo)
form&eacute;s en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 5, 15 et 25 ms.
Glyc&eacute;ro/sphingo/ergost&eacute;rol/AmB (1 /1/20%/20%). Constante de
liaison AmB/ergost&eacute;rol =1.00, constante AmB/phospholipides= 0.2,
et le potentiel de d&eacute;compression= 100% (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonn&eacute;e Lo
(c)- Stabilit&eacute; des phases ordonn&eacute;es.
Figure n&deg; 52 :
Visualisation et stabilit&eacute; des domaines en phase ordonn&eacute;e (Lo)
form&eacute;s en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 5, 15 et 25 ms.
Glyc&eacute;ro/sphingo/ergost&eacute;rol/AmB (1/1/20%/20%). Constante de
liaison AmB/ergost&eacute;rol =1.00, constante AmB/phospholipides= 0.5
et le potentiel de d&eacute;compression= 100% (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonn&eacute;e Lo
(c)- Stabilit&eacute; des phases ordonn&eacute;es.
Figure n&deg;53 :
Visualisation et stabilit&eacute; des domaines en phase ordonn&eacute;e (Lo)
form&eacute;s en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 5, 15 et 25 ms.
Glyc&eacute;ro/sphing/ergost&eacute;rol/AmB (1 /1/20%/20%). Constante de
liaison AmB/ergost&eacute;rol =1.00, constante AmB/phospholipides= 0.75
et le potentiel de d&eacute;compression= 100% (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonn&eacute;e Lo
(c)- Stabilit&eacute; des phases ordonn&eacute;es.
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Introduction
Les mycoses syst&eacute;miques sont devenues aujourd'hui &agrave; travers le monde une cause
de mortalit&eacute; tr&egrave;s lourde due essentiellement au d&eacute;lai de diagnostic de ces infections
et du terrain sur lequel elles surviennent. En effet, le nombre de ces infections
fongiques a consid&eacute;rablement augment&eacute; durant ces quatre derni&egrave;res d&eacute;cennies en
raison d’une extension de la population &agrave; risque et de l'allongement de la survie des
patients qui la constituent.
L'utilisation de pratiques chirurgicales de plus en plus agressives et l'accroissement
du nombre de patients immunod&eacute;prim&eacute;s ont provoqu&eacute; une augmentation de
l’incidence
de
certaines
esp&egrave;ces
Candida parapsilosis et
de
levures
tel
que
Candida
glabrata,
Candida tropicalis dans les isolats cliniques.
Cependant, Candida albicans est de loin l’esp&egrave;ce la plus incrimin&eacute;e dans ces
infections.
L’amphot&eacute;ricine B, chef de file des antifongiques poly&egrave;niques, est le traitement de
premi&egrave;re ligne des mycoses syst&eacute;miques malgr&eacute; qu’elle soit &agrave; l’origine de
ph&eacute;nom&egrave;nes toxiques tr&egrave;s s&eacute;v&egrave;res mettant en jeu parfois le pronostic vital.
Son spectre d’action tr&egrave;s large, son effet fongicide intense et la tr&egrave;s faible fr&eacute;quence
d’apparition des souches r&eacute;sistantes constituent ses atouts majeurs.
N&eacute;anmoins, pour mieux cibler la prise en charge des mycoses syst&eacute;miques, une
meilleure compr&eacute;hension du m&eacute;canisme d’action de cette drogue s’impose.
A l’heure actuelle, l’interaction de cet antifongique de mani&egrave;re statique avec
quelques constituants membranaires est largement admise mais reste incompl&egrave;te
(Morales-Nava R. et coll., 2013).
Il est connu que l’amphot&eacute;ricine B, &agrave; fortes doses, interagit avec la membrane
plasmique et induit un d&eacute;s&eacute;quilibre ionique irr&eacute;versible causant la destruction de
l’int&eacute;grit&eacute; membranaire et l’inhibition des processus responsables de la survie
cellulaire. En revanche, &agrave; faibles doses, elle provoque un d&eacute;s&eacute;quilibre osmotique
r&eacute;versible qui se traduit par une adaptation membranaire et une r&eacute;paration rapide
des dommages cellulaires qui sont souvent &agrave; l’origine d’&eacute;chec th&eacute;rapeutique
(Romero E. A. et coll., 2009).
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Par ailleurs, en 2007, Boucherit et ses collaborateurs ont mis en &eacute;vidence un autre
ph&eacute;nom&egrave;ne par lequel certaines levures en culture en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave;
une concentration finale de 0,4&micro;g/mL rentrent dans une phase de latence prolong&eacute;e
dans laquelle elles peuvent se maintenir en &eacute;quilibre avant de reprendre leur
croissance. Il s’agit du ph&eacute;nom&egrave;ne de dormance.
Les m&eacute;canismes mol&eacute;culaires mis en jeu dans cette p&eacute;riode d’adaptation et lors du
r&eacute;veil des levures pour d&eacute;clencher une nouvelle division cellulaire, sont tr&egrave;s mal
connus. Une meilleure connaissance de ces m&eacute;canismes de survie cellulaire,
permettrait de concevoir de nouvelles strat&eacute;gies th&eacute;rapeutiques capables d’&eacute;radiquer
cette population de levures et de limiter ainsi le risque de r&eacute;cidive.
Partant de ces donn&eacute;es et en vue de mieux comprendre le m&eacute;canisme d’action de
l’amphot&eacute;ricine B dans l’induction du ph&eacute;nom&egrave;ne de dormance cellulaire, nous nous
sommes fix&eacute;s les objectifs suivants :
- Faire une analyse de la morphologie des levures de Candida albicans ATCC10231
incub&eacute;es
en
l’absence
et
en
pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine
B
&agrave;
0,4&micro;g/mL,
par microscopie &eacute;lectronique &agrave; balayage (MEB) coupl&eacute;e &agrave; la spectroscopie des
rayons-X &agrave; dispersion d’&eacute;nergie (SDE-X).
- Etudier le profil biochimique de la surface membranaire de ces levures par
spectroscopie infrarouge &agrave; transform&eacute;e de Fourier mode-r&eacute;flexion totale att&eacute;nu&eacute;e
(IRTF-RTA).
- Concevoir un mod&egrave;le math&eacute;matique de la dynamique membranaire et la formation
des radeaux lipidiques &laquo; rafts &raquo;, tout en se basant sur des syst&egrave;mes multi-agents
(SMA). Ce mod&egrave;le permettra de pr&eacute;dire la dynamique membranaire en pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine B et de proposer une nouvelle strat&eacute;gie de ciblage mol&eacute;culaire.
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1-Propri&eacute;t&eacute;s de l’amphot&eacute;ricine B
1-1- Propri&eacute;t&eacute;s physico-chimiques
L’amphot&eacute;ricine B est un antifongique poly&egrave;nique qui appartient &agrave; la famille des
macrolides non aromatiques. Elle est produite naturellement par fermentation d’un
actinomyc&egrave;te tellurique, Streptomyces nodosus (Gold W. et coll., 1956).
Les r&eacute;actions n&eacute;cessaires &agrave; sa biosynth&egrave;se au sein de ce champignon s’amorcent
par la voie m&eacute;tabolique des polyk&eacute;tides synthases (PKS) et se termine par la voie
m&eacute;tabolique d’addition et d’oxyg&eacute;nation (Caffrey P. et coll., 2001) (Figure n&deg;1a).
La st&eacute;r&eacute;ochimie actuelle de la mol&eacute;cule a &eacute;t&eacute; &eacute;tablie en 1971 &agrave; partir d’une analyse
par cristallographie aux rayons X du d&eacute;riv&eacute; N-iodoac&eacute;tyle puis confirm&eacute;e par RMN.
Elle se compose de 61,09% de carbone, 29,43% d’oxyg&egrave;ne, 7,96% d’hydrog&egrave;ne et
1,52% d’azote avec un poids mol&eacute;culaire est de 924,09 g/mole et une formule
chimique C47H73NO17 (Alan Xu Q. et coll., 2011).
L’amphot&eacute;ricine B est constitu&eacute;e d'un grand cycle lactonique de 38 atomes de
carbone (famille d’agents macrocycliques). Elle comporte dans sa structure deux
parties principales:
- Une partie hydrophile poly hydroxyl&eacute;e polaire constitu&eacute;e d’une fonction lactone,
d’un c&eacute;tal cyclique &agrave; six cha&icirc;nons form&eacute;s par interaction chimique entre la c&eacute;tone et
l’hydroxyle, d’un groupement carboxyle et d’un groupement amine (mycosamine).
- Une partie lipophile constitu&eacute;e de sept (7) doubles liaisons conjugu&eacute;es appel&eacute;e
H&eacute;pta&egrave;ne responsable de sa forme allong&eacute;e. Cette partie est responsable d’un
intense spectre d’absorption dans l’U.V. dans la r&eacute;gion 400-280 nm, ce qui permet
de l’&eacute;tudier par spectroscopie.
La pr&eacute;sence de deux parties polaires et apolaires conf&egrave;re &agrave; l’amphot&eacute;ricine B
le caract&egrave;re amphiphile. La pr&eacute;sence des groupes NH2 et COOH lui donne le
caract&egrave;re amphot&egrave;re (Neumann A. et coll., 2013) (Figure n&deg;1b).
La structure chimique ainsi que les diff&eacute;rentes liaisons de l’amphot&eacute;rcine B sont
responsables en grande partie de sa conformation et de son m&eacute;canisme d’action au
niveau membranaire. En effet, Les &eacute;tudes spectroscopiques ont montr&eacute; que son
absorption d&eacute;pend majoritairement de sa structure st&eacute;r&eacute;ochimique et des diff&eacute;rentes
liaisons intermol&eacute;culaires (Gruszecki W. I. et coll., 2012).
L’amphot&eacute;ricine B &agrave; une surface st&eacute;r&eacute;om&eacute;trique de 113 A&deg;2 et des dimensions
mol&eacute;culaires de 6 A&deg; de hauteur, 7 A&deg; de largeur et 24 A&deg; de longueur (W&oacute;jtowicz K.
et coll., 1998) (Figure n&deg;2).
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(a)
(b)
Figure n&deg;1 : &Eacute;tapes de la biosynth&egrave;se (a) et structure chimique de
l’amphot&eacute;ricine B (b) (Volmer A. et coll., 2010)
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Structure
st&eacute;r&eacute;ochimique
(Espada R. et coll., 2008)
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L'intensit&eacute; relative des bandes obtenues dans l’ultraviolet (UV) et l’infrarouge (IR)
nous renseigne sur la structure qu'adopte cet antifongique au cours des interactions
intermol&eacute;culaires.
Il faut rappeler que les spectres ultraviolets (UV) sont enregistr&eacute;s dans un intervalle
allant de 450 &agrave; 280 nm et sont caract&eacute;ristiques des doubles liaisons conjugu&eacute;es
(Figure n&deg; 3a). En revanche, les spectres infrarouges &agrave; transform&eacute;e de Fourier
(IRTF) sont enregistr&eacute;s dans un intervalle allant de 3380 &agrave; 1325 cm-1 et sont repartis
comme suit :
- 1557 cm-1 : vibrations associ&eacute;es aux groupements NH2 et COOH
- 3380, 1325 et 1215 cm-1 : vibrations associ&eacute;es aux groupements OH et CH3
-1593 et 1010 cm-1 : vibrations associ&eacute;es aux doubles liaisons (Gagos M. et
Arczewska M., 2010) (Figure n&deg;3b).
L’amphot&eacute;ricine B se pr&eacute;sente sous forme de poudre jaune instable &agrave; la lumi&egrave;re, &agrave;
l’oxyg&egrave;ne, aux fortes temp&eacute;ratures et aux pH extr&ecirc;mes. Elle est insoluble dans l'eau,
peu soluble dans les alcools et soluble dans les solvants organiques tels que le
dimethyl sulfoxide (DMSO) ou le dimethyl formamide (DMF) (Schmitt S., 2002).
La toxicit&eacute; de l’amphot&eacute;ricine B est li&eacute;e en grande partie &agrave; sa tr&egrave;s faible solubilit&eacute; en
milieu aqueux &agrave; pH 6 (Milhaud J. et coll., 2002). En solution aqueuse,
l’amphot&eacute;ricine B se trouve sch&eacute;matiquement sous trois formes :
- Agr&eacute;g&eacute;e responsable de la toxicit&eacute;
- Oligom&egrave;rique (essentiellement dim&egrave;re) dou&eacute;e d’une moindre toxicit&eacute;
- Monom&eacute;rique peu toxique responsable de l’activit&eacute; antifongique
L’&eacute;quilibre entre ces trois formes n’est pas fig&eacute;, il varie selon la concentration
de l’antifongique, le milieu dans lequel il est solubilis&eacute; et l’action des surfactants ou
autres excipients. Nous comprenons alors l’importance du choix du support de
solubilisation pour r&eacute;duire la proportion de la forme toxique
de cette drogue
[(Legrand P. et coll., 1992) ; (Chavanet P. et coll., 1997) ; (Vandermeulen G. et
coll., 2006)].
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(a)
(b)
Figure n&deg;3 : Spectres d’absorption de l’amphot&eacute;ricine B (a)- Spectre ultraviolet
(UV)
(b)-
Spectre
infrarouge
&agrave;
(Gagos M. et Arczewska M., 2010)
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1-2- Propri&eacute;t&eacute;s biologiques
1-2-1- Spectre d’action
L’amphot&eacute;ricine B poss&egrave;de un large spectre d’action qui s’&eacute;tend &agrave; deux types
d’infections (Wilkes G. et coll., 2010) :
- Infections fongiques : Candidoses (Candida albicans), aspergilloses (Aspergillus
fumigatus),
blastomycoses
(blastomycosis
dermatitidis),
coccidioidomycoses
(Coccidioides immitis), cryptococcoses (Cryptococcus neoformans), histoplasmoses
(Histoplasma capsulatum), sporotrichoses (Sporothrix schenckii), zygomycoses et
infections &agrave; exserohilum (Exserohilum rostratum).
- Infections parasitaires : Infections &agrave; fusarium et leishmanioses (Leishmania
donovani).
Elle n’a aucun effet sur les bact&eacute;ries et les virus (Hall G. A., 2012).
1-2-2- Administration par voie intraveineuse (IV)
Pour permettre l’administration de l’amphot&eacute;ricine B par voie intraveineuse (IV),
il est n&eacute;cessaire d’am&eacute;liorer sa solubilit&eacute; en milieu aqueux afin de diminuer sa
toxicit&eacute; envers les cellules animales. Parmi toutes les formulations mises sur le
march&eacute; &agrave; ce jour, les chercheurs et les cliniciens optent en premi&egrave;re intention pour le
traitement conventionnel commercialis&eacute; sous le nom de Fungizone&reg; (Sharon L. et
coll., 2013).
La tol&eacute;rance &agrave; l'amphot&eacute;ricine B varie d’un patient &agrave; un autre, par cons&eacute;quent,
la posologie et la dur&eacute;e du traitement sont adapt&eacute;es &agrave; chaque cas clinique selon le
si&egrave;ge, la gravit&eacute; de l’infection, l’agent causal et la fonction cardio-r&eacute;nale.
Son administration se fait par perfusion intraveineuse lente sur une p&eacute;riode d'environ
2 &agrave; 8 heures et la tol&eacute;rance du produit par le patient est &eacute;valu&eacute;e par des doses
d’essai pendant 20 &agrave; 30 minutes. En cas d’infections s&eacute;v&egrave;res provoqu&eacute;es par des
germes peu sensibles, la dose maximale est de 0,7 &agrave; 1 mg/kg/J ou de 1,5 &agrave; 2 mg/kg
tous les deux jours (Lortholary O. et Duvivier C., 2012).
1-2-3- Pharmacocin&eacute;tique
Apr&egrave;s une injection intraveineuse, la cin&eacute;tique de distribution de l’amphot&eacute;ricine B
ob&eacute;it &agrave; un mod&egrave;le tricompartimental :
- Un compartiment central o&ugrave; la mol&eacute;cule lipophile se lie &agrave; plus de 90 % aux
prot&eacute;ines plasmatiques.
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- Deux compartiments p&eacute;riph&eacute;riques, un d'&eacute;quilibration rapide (t1/2 24-48 h) et un
autre d'&eacute;quilibration lente (t1/2 15 jours) o&ugrave; elle est retrouv&eacute;e essentiellement dans le
foie et la rate.
L’amphot&eacute;ricine B a un grand volume de distribution. Des concentrations
sont
retrouv&eacute;es
dans
de
nombreux
autres
tissus
tels
que
les
liquides
pleuraux, p&eacute;riton&eacute;aux et les articulations. Elle est &eacute;limin&eacute;e tr&egrave;s lentement
par les reins et la bile (Atkinson A. J. et Bennet J. E., 1978).
1-2-4- Toxicit&eacute; et effets ind&eacute;sirables
L’amphot&eacute;ricine B pr&eacute;sente des effets ind&eacute;sirables domin&eacute;s par quatre types
de port&eacute;es les plus fr&eacute;quents sont les r&eacute;actions li&eacute;es &agrave; la perfusion qui se
manifestent par la fi&egrave;vre, la diarrh&eacute;e, les naus&eacute;es, les vomissements et les
c&eacute;phal&eacute;es.
Certains
patients
peuvent
d&eacute;velopper
une
insuffisance
r&eacute;nale
cons&eacute;cutive &agrave; une diminution du d&eacute;bit de filtration glom&eacute;rulaire qui se traduit
par une augmentation de cr&eacute;atin&eacute;mie. Des troubles &eacute;lectrolytiques et une
an&eacute;mie
caract&eacute;ris&eacute;e
principalement
par
une
normochromie
et
une
normocytose peuvent &eacute;galement &ecirc;tre enregistr&eacute;s (Kleinberg M. E., 2010).
2- Nouvelles formulations de l’amphot&eacute;ricine B
Plusieurs strat&eacute;gies de recherche sont mises en œuvre pour am&eacute;liorer l’index
th&eacute;rapeutique de l’amphot&eacute;ricine B. Elles se regroupent essentiellement autour de
trois th&eacute;matiques :
- Les modifications chimiques de la structure globale du macrolide par fixation de
radicaux sur ses deux groupements ionisables, NH2 et COOH [(Szlinder-Richert J.
et coll., 2004) ; (Hac-Wydro K. et coll., 2005)].
- La modulation de son environnement physico-chimique par modification de la
concentration finale, de la temp&eacute;rature, du taux d’oxyg&egrave;ne et de la force ionique
[(Espada R. et coll., 2008) ; (Belkherroubi-Sari L., 2009) ; (Boucherit K. et coll.,
2011)].
- L’association aux agents solubilisants tels que les tensioactifs non ioniques, les
lipides, les &eacute;mulsions, les copolym&egrave;res et les nanoparticules [(Tasset C. et coll.,
1992) ; (Vandermeulen G. et coll., 2006) ; (Sanchez D. A. et coll., 2014)].
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Parmi ces diff&eacute;rentes strat&eacute;gies, seules les formulations pr&eacute;sentant un bon rapport
tol&eacute;rance/efficacit&eacute; sont commercialis&eacute;es. Actuellement, il existe quatre pr&eacute;parations
gal&eacute;niques [(Brajtburg J. et Bolard J., 1996) ; (Eriksson U. et coll., 2001)] :
- Fungizone&reg;: amphot&eacute;ricine B associ&eacute;e au d&eacute;soxycholate de sodium
- Abelcet&reg; : amphot&eacute;ricine B associ&eacute;e au dimyristoyl phosphatidylcholine et
dimyristoyl phosphatidylglyc&eacute;robiliaire
- Amphotec&reg; ou Amphocil&reg; : amphot&eacute;ricine B associ&eacute;e au sulfate de cholest&eacute;rol
- Ambisome&reg; : amphot&eacute;ricine B incorpor&eacute;e dans des liposomes unilamellaires
constitu&eacute;s de phosphatidylcholine hydrog&eacute;n&eacute;, de cholest&eacute;rol et de dist&eacute;aroyl
phosphatidylglyc&eacute;rol.
Il est important de rappeler que depuis sa d&eacute;couverte en 1951 par Hazen et Brown,
plusieurs travaux tendent &agrave; mieux comprendre le m&eacute;canisme d’action de
l’amphot&eacute;ricine B. Cependant, et malgr&eacute; le nombre important de r&eacute;sultats obtenus,
ce dernier n’est que partiellement &eacute;lucid&eacute;. Les effets de l’amphot&eacute;ricine B sur les
cellules fongiques et animales sont multiples et les r&eacute;sultats obtenus rapportent que
le m&eacute;canisme d’action traditionnel de cette drogue s’exerce au niveau membranaire.
C’est pourquoi, il nous a paru n&eacute;cessaire de donner un aper&ccedil;u de cet &eacute;difice
membranaire, de ses diff&eacute;rents constituants et de son organisation dynamique avant
de d&eacute;crire le m&eacute;canisme d’action de cette drogue.
3- Membrane plasmique
La membrane plasmique des cellules eucaryotes se pr&eacute;sente comme un assemblage
de mol&eacute;cules formant un double feuillet qui s&eacute;pare la cellule de son environnement
d&eacute;limitant le cytoplasme cellulaire. Elle contribue de mani&egrave;re essentielle &agrave; la
protection, &agrave; la croissance, au d&eacute;veloppement, &agrave; l’organisation et &agrave; la
compartimentalisation du contenu cytoplasmique (Stillwell W., 2013). L’&eacute;paisseur de
la membrane plasmique des cellules animales est d’environ 5 nm, alors que celle
des cellules fongiques est d'environ 7 nm (Reshetenko T. V. et coll., 2013)
(Figure n&deg;4).
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Figure n&deg; 4 : Repr&eacute;sentation sch&eacute;matique de la membrane plasmique
(a)-
bicouche
lipidique
(b)-
les
phospholipides
(d)- les prot&eacute;ines (Darnell J. et coll., 1993).
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3-1- Composition et structure
3-1-1- Lipides
Nous distinguons deux grandes classes de lipides membranaires incluant les
phospholipides et les st&eacute;rols (Edidin M., 2003). Ces &eacute;l&eacute;ments sont capables de
s'auto-organiser en bicouche avec leurs t&ecirc;tes hydrophiles au contact de l’eau et leurs
cha&icirc;nes hydrophobes compact&eacute;es &agrave; l’int&eacute;rieur de la membrane (Catal&aacute; A., 2012).
a- Phospholipides
Ils repr&eacute;sentent la classe la plus importante dans les structures membranaires dont
la vari&eacute;t&eacute; d&eacute;pend de nombreuses combinaisons possibles entre la partie polaire
(hydrophile) et la partie apolaire (hydrophobe). Il existe deux types de
phospholipides :
- Les glyc&eacute;rophospholipides qui sont des triesters du glyc&eacute;rol dont la fonction alcool
du troisi&egrave;me carbone est est&eacute;rifi&eacute;e par l’acide phosphorique ; constituant la t&ecirc;te
polaire orient&eacute;e vers l’ext&eacute;rieur, tandis que les fonctions alcool des deux autres
carbones sont est&eacute;rifi&eacute;es par des acides gras; constituant la partie apolaire orient&eacute;e
vers l’int&eacute;rieur (Zeng Y. X. et coll., 2013).
- Les sphingophospholipides qui sont des associations d’amino-alcool, d’acide gras
et de substituants polaires de m&ecirc;me type que ceux des glyc&eacute;rophospholipides
[(Naka T. et coll., 2003) ; (Valsecchi M. et coll., 2007)]. Ils poss&egrave;dent &agrave; la fois un
groupement hydroxyle et un groupement amide qui peuvent &ecirc;tre aussi bien donneur
qu’accepteur de liaisons hydrog&egrave;nes (Li B. et coll., 2000). Le ratio massique
sphingophospholipides/glyc&eacute;rophospholipides est de 0,43 (Sonnino S. et coll.,
2007).
b- St&eacute;rols
Cette famille est ubiquitaire des cellules eucaryotes. Elle diff&egrave;re des autres classes
de lipides membranaires par leur structure hydrocarbon&eacute;e compos&eacute;e d’un noyau
st&eacute;ro&iuml;de, d’une chaine hydrophobe lat&eacute;rale et d’une fonction alcool hydrophile
(Valitova J. N. et coll., 2011) (Figure n&deg;5).
Les st&eacute;rols sont impliqu&eacute;s dans diff&eacute;rentes fonctions biologiques telle que la
r&eacute;sistance au stress osmotique, &agrave; l’oxydation et &agrave; la peroxydation des lipides
(Dupont S. et coll., 2011). Le ratio massique cholest&eacute;rol/phospholipides est
d’environ 0,46 et celui de l’ergost&eacute;rol/phospholipides est d’environ 0,2 (Schneiter R.
et coll., 1999).
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Structure
chimique
(a)- cholest&eacute;rol et (b)- ergost&eacute;rol.
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3-1-2- Prot&eacute;ines
Les prot&eacute;ines constituent 50 &agrave; 70% de la masse membranaire. Elles se pr&eacute;sentent
sous forme de polym&egrave;res constitu&eacute;s d’acides amin&eacute;s naturels reli&eacute;s entre eux par
des liaisons peptidiques ou amides. Les prot&eacute;ines membranaires peuvent &ecirc;tre
class&eacute;es en deux cat&eacute;gories sur la base de leurs interactions avec la bicouche
lipidique. Les prot&eacute;ines dites int&eacute;grales pr&eacute;sentant au moins une partie incluse dans
la membrane et les prot&eacute;ines p&eacute;riph&eacute;riques qui n’interagissent qu’avec la partie
hydrophile de la bicouche lipidique (Yeagle P. L., 2014).
Les prot&eacute;ines les plus rencontr&eacute;s poss&egrave;dent des structures secondaires qui se
contractent par des interactions hydrophobes avec les lipides. Les structures de ces
prot&eacute;ines sont complexes et divisent ces derni&egrave;res en deux classes &agrave; savoir ; les
prot&eacute;ines en spirale compos&eacute;es de 1 &agrave; plus de 20 h&eacute;lices transmembranaires
appel&eacute;es prot&eacute;ines en h&eacute;lice &laquo;alpha&raquo; et les prot&eacute;ines en tonneaux compos&eacute;es de
8 &agrave; 22 brins, appel&eacute;es prot&eacute;ines en feuillets &laquo;b&eacute;ta&raquo; [(Schulz E., 2000) ;
(Walian P. et coll., 2004)] (Figure n&deg;6). La fonction principale des prot&eacute;ines est de
fournir une perm&eacute;abilit&eacute; s&eacute;lective &agrave; la membrane plasmique (Frost A. et coll., 2009).
Dans la cellule fongique, les prot&eacute;ines sont associ&eacute;es &agrave; un p&eacute;riplasme constitu&eacute; de
90% de polysaccharides et de 10% de prot&eacute;ines et de lipides.
(a)
(b)
Figure n&deg; 6 : Structure des prot&eacute;ines transmembranaires (a)- Structure en
feuillets β &laquo;b&eacute;ta&raquo;, (b)- Structure en h&eacute;lice α &laquo;alpha&raquo; (Walian P. et coll., 2004).
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3-2- Dynamique et organisation fonctionnelle
Le premier mod&egrave;le de la dynamique membranaire dit de mosa&iuml;que fluide fut propos&eacute;
en 1972 par Singer et Nicolson dans lequel les membranes ont tout d’abord &eacute;t&eacute;
consid&eacute;r&eacute;es comme des bicouches lipidiques homog&egrave;nes.
Apr&egrave;s diverses sp&eacute;culations, cette organisation a pu &ecirc;tre expliqu&eacute;e par une
asym&eacute;trie du transport membranaire o&ugrave; les diff&eacute;rents constituants peuvent s’arranger
de mani&egrave;re lat&eacute;rale en fonction de leur structure mol&eacute;culaire et des conditions de
temp&eacute;rature et d’hydratation. Ces arrangements peuvent passer d’un &eacute;tat ordonn&eacute; &agrave;
un &eacute;tat d&eacute;sordonn&eacute; ce qui peut induire une organisation qualifi&eacute;e souvent de
s&eacute;paration de phases lipidiques [(Simons K. et Van Meer G. 1988) ; (Simons K. et
Ikonen E., 1997)].
3-2-1- Formation des radeaux lipidiques &laquo;rafts&raquo;
La s&eacute;paration de phase lat&eacute;rale g&eacute;n&egrave;re une phase liquide-ordonn&eacute;e (Lo) et une
phase liquide-d&eacute;sordonn&eacute;e (Ld) (Feigenson G. W., 2007). La coexistence de ces
deux phases n’est possible que lors d’une variation de temp&eacute;rature, de la
composition
en
st&eacute;rol
et/ou
de
la
pr&eacute;sence
d’un
stimulus
externe
[(Vealth S. et Keller S. L., 2002) ; (Mangiarotti A. et coll., 2014)] (Figure n&deg;7).
- La temp&eacute;rature de transition de phase (Tm) correspond &agrave; la temp&eacute;rature pour
laquelle les variations d’enthalpie contrebalance le gain d’entropie et g&eacute;n&egrave;rent une
transition entre la phase liquide-d&eacute;sordonn&eacute;e (Ld) et la phase liquide-ordonn&eacute;e (Lo)
(Gautier J. et coll., 2013).
- La composition en st&eacute;rols conditionne l’apparition de la phase liquide ordonn&eacute;e (Lo)
et stabilise l’&eacute;difice membranaire.
La phase liquide-ordonn&eacute;e (Lo) correspond aux radeaux lipidiques &laquo; rafts &raquo; enrichies
en st&eacute;rols, en sphingophospholipides et en quelques prot&eacute;ines (London E., 2002)
(Figure n&deg;8).
La formation de ces radeaux se fait dans un intervalle de temps de 1 &agrave; 25 ms et leur
taille est de l’ordre de 10 nm &agrave; 500 nm [(Anderson R. G. et Jacobson K., 2002) ;
(Dietrich C. et coll., 2002) ; (Kusumi A. et Suzuki K., 2005)].
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Figure n&deg;7: Visualisation par fluorescence de l’influence de la variation de la
temp&eacute;rature et du taux de st&eacute;rol sur l’inversion de la phase liquide-ordonn&eacute;e
(Lo) et de la phase liquide-d&eacute;sordonn&eacute;e (Ld) (Vealth S. et Keller S. L., 2002).
Figure n&deg; 8 : Sch&eacute;ma du radeau lipidique &laquo;raft&raquo; (Albert C. M. et coll., 2002).
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La capacit&eacute; des cellules &agrave; former les radeaux lipidiques est li&eacute;e en grande partie &agrave; la
diff&eacute;rence structurale entre les lipides membranaires. En effet, des &eacute;tudes par
R&eacute;sonance Magn&eacute;tique Nucl&eacute;aire (RMN) ont r&eacute;v&eacute;l&eacute; que les sphingophospholipides
ont des forces d’interactions plus importantes et donnent lieu &agrave; une coh&eacute;sion lat&eacute;rale
plus grande que les glyc&eacute;rophospholipides.
Les fonctions amides et hydroxyles de la sphingosine des sphingophospholipides
peuvent agir &agrave; la fois comme donneurs et accepteurs de liaisons hydrog&egrave;nes, alors
que les glyc&eacute;rophospholipides avec deux groupes carbonyles dans cette r&eacute;gion ne
poss&egrave;dent que des caract&eacute;ristiques d’accepteurs (Gulati S. et coll., 2010).
De
plus,
la
longueur
de
l’acide
gras
fix&eacute;
sur
la
fonction
amide
des
sphingophospholipides est comprise entre 16 et 24 atomes de carbone, ce qui leur
donne la capacit&eacute; de s’apparier avec le squelette rigide des st&eacute;rols de mani&egrave;re
pr&eacute;f&eacute;rentielle au d&eacute;triment des glyc&eacute;rophospholipides qui ne poss&egrave;de que des
cha&icirc;nes courtes et insatur&eacute;es [(Barenholz Y., 1984) ; (Ramstedt B. et Slotte J.P.,
2002) ; (Bagatolli L. et Sunil Kumar B. P., 2009)].
3-2-2- R&ocirc;le biologique des radeaux lipidiques
Les radeaux lipidiques membranaires sont impliqu&eacute;s dans une grande vari&eacute;t&eacute; de
processus cellulaires tels que la transduction des signaux, l’endocytose et la
morphologie cellulaire [(Bodin S. et coll., 2003) ; (Fernow I. et coll., 2007)].
Plusieurs ph&eacute;nom&egrave;nes coop&eacute;ratifs conduisent &agrave; un couplage entre la composition et
la forme membranaire. Des &eacute;tudes r&eacute;centes ont montr&eacute; que les transitions
conformationnelles d&eacute;pendent de la composition en phospholipides, de la fluidit&eacute;
membranaire et de la s&eacute;paration des composants dans les radeaux lipidiques
(Fortunatti C. et coll., 2014) (Figure n&deg; 9). La transition de phase a non seulement
pour effet de changer la courbure de la membrane mais &eacute;galement de regrouper les
radeaux par l’interm&eacute;diaire
des
glycoprot&eacute;ines.
Les bords
des
courbures
membranaires engendr&eacute;es par les radeaux se caract&eacute;risent par une tension de bord
ou de ligne qui conduit &agrave; une d&eacute;formation membranaire connue sous le nom de
&laquo;Domaine-Induced-Budding&raquo; (DIB) [(Lipowsky R., 1993) ; (Dimova R. et
Lipowsky R., 2012)].
- 19 -
Premi&egrave;re partie
Synth&egrave;se bibliographique
Figure n&deg; 9 : Bourgeonnement d’un domaine membranaire (β) inclus dans des
phases liquides (α). La longueur du bord diminue pendant le processus de
bourgeonnement de (1) &agrave; (3) et conduit &agrave; une d&eacute;formation membranaire
(Lipowsky R., 1993).
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3-2-3- Perturbation des microdomaines
Apr&egrave;s l’exposition de la membrane &agrave; un stimulus externe ou &agrave; des modifications de la
flexibilit&eacute; par des forces et des interactions mol&eacute;culaires, la distribution ainsi que le
rythme de la formation des microdomaines s’alt&egrave;re (Chamberlain H. L., 2004).
L’action des d&eacute;tergents induit une transition de phase et une formation de r&eacute;gions
appel&eacute;es detergent-resistant-membranes (DRM), similaires aux rafts biologiques et
sont riches en st&eacute;rols et en sphingolipides [(Filatov A. et coll., 2003) ; (Brown A. D.,
2006)]. Le choc osmotique provoque une d&eacute;compression au niveau des rafts,
une redistribution prot&eacute;ique et une r&eacute;duction du nombre de microdomaines
[(Toroser
D.
et
Huber
R.,
1997) ;
(Labilloy
A.
et
coll.,
2014)].
La pr&eacute;sence de mol&eacute;cules telles que les cyclodextrines ou les poly&egrave;nes induit une
s&eacute;questration des st&eacute;rols et une d&eacute;stabilisation de la formation des radeaux
(Onodera R. et coll., 2013). Il est &agrave; noter que l’utilisation des agents exog&egrave;nes ne
permet pas syst&eacute;matiquement de d&eacute;truire la membrane mais engendre une
association de ces derniers &agrave; des composants sp&eacute;cifiques dans des r&eacute;gions appel&eacute;s
&laquo;super-rafts&raquo; (Witkowski T. et coll., 2012) (Figure n&deg;10).
Figure n&deg;10 : Diff&eacute;rents &eacute;tats d’&eacute;quilibre et de non &eacute;quilibre des phases
lipidiques en pr&eacute;sence d’un agent perturbateur (Fan J. et coll., 2010).
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4- M&eacute;canisme d’action de l’amphot&eacute;ricine B
4-1- Effets membranaires
L’amphot&eacute;ricine B interagit avec les cellules en se liant aux st&eacute;rols membranaires ce
qui perturbe l’organisation phasique des lipides et la perm&eacute;abilit&eacute; membranaire
induisant ainsi la fuite de diverses petites mol&eacute;cules (Morales-Nava R. et coll.,
2013).
La formation des canaux ioniques est un processus tr&egrave;s rapide qui se produit en
millisecondes selon un mod&egrave;le dans lequel les mol&eacute;cules d’amphot&eacute;ricine B sont
entour&eacute;es par les st&eacute;rols membranaires [(Hartsel S. C. et coll., 1994) ; (Romero E.
A. et coll., 2009)] (Figure n&deg; 11).
Deux types de pores se forment successivement lorsque la concentration en
amphot&eacute;ricine B augmente, le premier est perm&eacute;able uniquement aux cations
monovalents (Romero E. A. et coll., 2009). En revanche, le deuxi&egrave;me
perm&eacute;able
aux
anions
et
aux
grands
&eacute;lectrolytes,
comme
le
est
glucose
(Cohen B. E., 1992). La formation des canaux transmembranaires d&eacute;pend non
seulement de la composition en lipides et en prot&eacute;ines membranaires mais aussi des
liaisons phospholipides/amphot&eacute;ricine B qui se forment par interaction entre le
groupement NH3+ de l’amphot&eacute;ricine B et le groupement PO4- des phospholipides
[(Clejan
S.
et
Bittman
R.,
1985) ;
(Matsuoka
S.
et
coll.,
2003) ;
(Mouri R. et coll., 2008)].
Les complexes st&eacute;rol/amphot&eacute;ricine B form&eacute;s par le biais des liaisons hydrog&egrave;nes
entre le 3-β hydroxyl du st&eacute;rol et le groupement NH2 de l’amphot&eacute;ricine B sont
stabilis&eacute;s par des interactions de Van Der Walls entre le chromophore de
l’amphot&eacute;rcine B et la partie lipophile du st&eacute;rol et par des forces de Colomb
[(Baran M. et coll., 2009) ; (Palacios D. S. et coll., 2011)].
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Repr&eacute;sentation
sch&eacute;matique
des
interactions
de
l’amphot&eacute;ricine B avec la membrane plasmique.
(a)- Les interactions mol&eacute;culaires AmB/st&eacute;rol et (b)- AmB/phospholipides
[(Matsuoka S. et coll., 2003) ; (Wilcock B. et coll., 2013)].
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La s&eacute;lectivit&eacute; de l’amphot&eacute;ricine B pour la cellule fongique est la cons&eacute;quence d’une
affinit&eacute; beaucoup plus marqu&eacute;e pour l’ergost&eacute;rol que pour le cholest&eacute;rol
(Matsumori N. et coll., 2004) (Figure n&deg; 12).
Cette diff&eacute;rence d’affinit&eacute; est li&eacute;e aux propri&eacute;t&eacute;s structurales des deux
st&eacute;rols.
En effet, la pr&eacute;sence de doubles liaisons suppl&eacute;mentaires au niveau de l’ergost&eacute;rol,
une dans le noyau st&eacute;ro&iuml;dien en C7-8 et une autre dans la chaine alkyle en C22-23,
augmente
la
densit&eacute;
d’&eacute;lectron
et
diminue
la
flexibilit&eacute;
membranaire
[(Norman A. W. et coll., 1972) ; (Baran M. et coll., 2009) ; (Mannock D. A. et coll.,
2010)]. De plus, l’existence des interactions &eacute;lectroniques de type (π-π) entre les
constituants du complexe form&eacute; d’ergost&eacute;rol stabilise les pores et donne au canal
AmB/Ergost&eacute;rol un diam&egrave;tre plus large par rapport au canal AmB/Cholest&eacute;rol
[(Baginski M. et coll., 2002) ; (Baran M. et coll., 2009) ; (Mannock D. A. et coll.,
2010)].
4-2- Autres effets cellulaires
Outre la facult&eacute; &agrave; former des pores transmembranaires, l’amphot&eacute;ricine B agit sur la
cellule &agrave; plusieurs niveaux (Gray K. C. et coll., 2012) (Figure n&deg;13).
Elle induit la formation des radicaux libres d’O2 responsables des peroxydations
lipidiques et de la lyse cellulaire, augmente la concentration du calcium intracellulaire
dans les cellules fongiques et inhibe l’action de l’ATPase &agrave; protons des cellules
fongiques (Candida albicans) et l’ATPase Na+/K+ des cellules animales ainsi que la
p&eacute;n&eacute;tration du phosphore min&eacute;rale dans les cellules [(Rogers P. D. et coll., 1999) ;
(Sangalli-Leite F. et coll., 2011)]. Elle peut &eacute;galement alt&eacute;rer les prot&eacute;ines, les
acides nucl&eacute;iques et quelques organites entrainant ainsi la mort cellulaire
(Mowat E. et coll., 2008).
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Figure n&deg; 12 : Interaction de l’amphot&eacute;ricine B avec les st&eacute;rols membranaires
(a)- AmB/ergost&eacute;rol et (b)- AmB/cholest&eacute;rol (Neumann A. et coll., 2013).
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Figure n&deg;13 : Toxicit&eacute; cellulaire de l’amphot&eacute;ricine B (Mesa-Arango A. C. et
coll., 2012).
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Parmi les effets de l’amphot&eacute;ricine B, l’induction de la dormance cellulaire
chez les cellules fongiques est de d&eacute;couverte plus r&eacute;cente. Les m&eacute;canismes
aboutissant &agrave; ce ph&eacute;nom&egrave;ne restent pour le moment tr&egrave;s mal connu.
4-3- Ph&eacute;nom&egrave;ne de dormance
Parmi les travaux qui ont vis&eacute; &agrave; comprendre ce m&eacute;canisme d’adaptation
cellulaire nous pouvons citer ceux de Liao et ses collaborateurs (1999)
et
(2003), qui ont montr&eacute; que les cellules de Candida albicans expos&eacute;es &agrave;
des concentrations d’amphot&eacute;ricine B comprises entre 0,5 et 1&micro;g/mL sont
incapables
de
se
multiplier
d’incubation est prolong&eacute;
mais
peuvent
au-del&agrave; de 15h
&laquo;ressusciter&raquo;
&agrave; 22&deg;C. De
si
le
temps
plus, en
2007,
Boucherit et ses collaborateurs, ont &eacute;tudi&eacute; le ph&eacute;nom&egrave;ne de dormance en
utilisant la cytom&eacute;trie en flux. Ces auteurs ont &eacute;valu&eacute; in vitro l’effet de
l’amphot&eacute;ricine B &agrave; une concentration finale de 0,4&micro;g/mL sur des cellules de
Candida albicans ATCC10231. Ces auteurs ont montr&eacute; que les levures qui
&eacute;chappent &agrave; l’effet toxique de l’amphot&eacute;ricine B rentrent dans une phase de
latence qui se prolonge jusqu’&agrave; 21h, avant de reprendre leur croissance
avec un taux d’inhibition de 45%.
Devant ces r&eacute;sultats, des travaux tendent &agrave; caract&eacute;riser cet &eacute;tat cellulaire,
pour
comprendre
ressusciter apr&egrave;s
dormance
est
par
quel
m&eacute;canisme
avoir &eacute;t&eacute;
favoris&eacute;
expos&eacute;es
par
une
les
cellules
dormantes
&agrave; l’amphot&eacute;ricine
organisation
B.
peuvent
Cet
membranaire
&eacute;tat
de
diff&eacute;rente
en
pr&eacute;sence de cet antifongique. En effet, les changements induits par cette
drogue sont li&eacute;s d’une part &agrave; une contraction volumique importante des
cellules caus&eacute;e par la fuite d’ions. D’autre part, &agrave; une modification de
l’organisation
structurale
des
lipides
membranaires
qui
r&eacute;sulte
de
la
s&eacute;questration des st&eacute;rols (Dupont S. et coll., 2011).
L’hypoth&egrave;se principale pour expliquer la perm&eacute;abilisation de la membrane
plasmique
implique
membranaire
L’alt&eacute;ration
par
de
concentrations
la
une
des
diminution
ou
une
ph&eacute;nom&egrave;nes
membrane
d’amphot&eacute;ricine
plasmique
B
r&eacute;sulte
augmentation
de
transition
de
exposition
de
concomitance
transitions de phases lipidiques et la contraction volumique cellulaire.
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Dans le cas d’une exposition &agrave; une concentration finale de 0,4 &micro;g/mL
d’amphot&eacute;ricine B o&ugrave; la survie cellulaire est moins affect&eacute;e, les modifications
membranaires ainsi que les m&eacute;canismes associ&eacute;s &agrave; la survie des levures
sont pour le moment mal connus et m&eacute;ritent une &eacute;tude plus approfondie afin
d’&ecirc;tre &eacute;lucid&eacute;s.
5- &Eacute;tat de l’art et conception de la th&egrave;se
L’&eacute;tude bibliographique a montr&eacute; que l’activit&eacute; pharmacologique de l’amphot&eacute;ricine B
est n&eacute;cessairement li&eacute;e &agrave; son interaction chimique ou physico-chimique avec sa
cible
biologique,
c'est-&agrave;-dire
bien
souvent
son
site
d’action
cellulaire.
Du degr&eacute; de la compl&eacute;mentarit&eacute; de l’amphot&eacute;ricine B avec son site d’action
d&eacute;pendra l’intensit&eacute; de la r&eacute;ponse biologique et
la manifestation de l’activit&eacute;
pharmacologique s&eacute;lective. L’objectif de nos travaux sur le ph&eacute;nom&egrave;ne de dormance
est de d&eacute;velopper de nouveaux outils permettant d’am&eacute;liorer la compr&eacute;hension du
m&eacute;canisme d’action de l’amphot&eacute;ricine B et de prendre en charge les &eacute;checs
th&eacute;rapeutiques en milieu hospitalier en proposant une strat&eacute;gie de ciblage
mol&eacute;culaire et une surveillance adapt&eacute;e.
Les st&eacute;rols repr&eacute;sentent une fraction importante des lipides membranaires et sont
d&eacute;crits comme composants importants pour la stabilit&eacute; de la membrane plasmique.
Outre leurs r&ocirc;les dans des ph&eacute;nom&egrave;nes physiologiques, ils r&eacute;&eacute;quilibrent les
transitions phasiques des bicouches lipidiques et sont notamment impliqu&eacute;s dans la
r&eacute;sistance des cellules &agrave; des perturbations physiques, osmotiques et chimiques,
comme l’exposition &agrave; l’amphot&eacute;ricine B (Dupont S. et coll., 2011).
Un int&eacute;r&ecirc;t particulier a &eacute;t&eacute; port&eacute; sur l’&eacute;tude de l’impact des domaines riches en
ergost&eacute;rol et leurs r&ocirc;les dans la survie des levures de Candida albicans.
La perturbation par l’interaction membranaire de l’amphot&eacute;ricine B entraine une
r&eacute;organisation membranaire qui
donne aux cellules le potentiel d’acqu&eacute;rir des
modifications morphologiques et biochimiques importantes et de s’adapter au stress
osmotique caus&eacute; par cette drogue.
Dans cette &eacute;tude, nous avons cherch&eacute; &agrave; comprendre les m&eacute;canismes membranaires
impliqu&eacute;s dans la survie des cellules dormantes de Candida albicans ATCC 10231
expos&eacute;es &agrave; une concentration sub-inhibitrice d’amphot&eacute;ricine B (0,4&micro;g/mL).
Cette &eacute;tude a port&eacute; sur trois volets :
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- Analyse morphologique des cellules par microscopie &eacute;lectronique &agrave; balayage
(MEB) coupl&eacute;e &agrave; la spectroscopie des rayons-X &agrave; dispersion d’&eacute;nergie (SDE-X).
- Analyse biochimique de la surface membranaire par spectroscopie Infrarouge &agrave;
transform&eacute;e de Fourier mode -r&eacute;flexion totale att&eacute;nu&eacute;e (IRTF-RTA).
- Construction d’un mod&egrave;le math&eacute;matique de la dynamique membranaire et la
formation des radeaux lipidiques &laquo; rafts &raquo; tout en se basant sur des syst&egrave;mes
multi-agents (SMA). La d&eacute;marche utilis&eacute;e consiste &agrave; pr&eacute;dire la dynamique
membranaire en pr&eacute;sence et en l’absence d’amphot&eacute;ricine B et &agrave; proposer une
nouvelle strat&eacute;gie de ciblage mol&eacute;culaire.
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Deuxi&egrave;me partie
Mat&eacute;riel et m&eacute;thodes
Ce travail est r&eacute;alis&eacute; aux laboratoires &laquo; Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie,
synth&egrave;se et activit&eacute; biologique (LapSab)&raquo;, &laquo; microscopie &eacute;lectronique II (LME II) &raquo; Universit&eacute; Aboubekr Belka&iuml;d de Tlemcen et &laquo; structure et fonction des membranes
biologiques (SFMB)&raquo; - Universit&eacute; Libre de Bruxelles.
1
er
chapitre : Analyse morphologique des cellules de Candida albicans
ATCC 10231 incub&eacute;es en l’absence et en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B
1- Mat&eacute;riel
1-1- Milieu de culture
Les cultures de Candida albicans sont men&eacute;es sur milieu Sabouraud liquide dont la
composition pour 1 litre est la suivante :
Extrait de levure
3g
Peptone
10g
Glucose
20g
Le pH du milieu est ajust&eacute; &agrave; 5,6 &plusmn; 0,2
La st&eacute;rilisation du milieu liquide et solide contenant 2% d’agar-agar se fait par
autoclavage &agrave; 120&deg;C pendant 20 minutes.
1-2- Candida albicans
Nous avons utilis&eacute; comme mod&egrave;le de levure la souche Candida albicans
ATCC 10231 American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). Il s’agit d’une
souche de s&eacute;rotypage A caract&eacute;ris&eacute;e par une reproduction asexu&eacute;e (anamorphe).
Elle est
isol&eacute;e chez l’homme pr&eacute;sentant une mycose broncho-pulmonaire.
Les levures sont entretenues par repiquages r&eacute;guliers et
successifs sur
Sabouraud g&eacute;los&eacute; et conserv&eacute;es &agrave; +4&deg;C.
1-3- Amphot&eacute;ricine B
Nous avons utilis&eacute; l’amphot&eacute;ricine B pure provenant des laboratoires Sigma.
La
solution
m&egrave;re
d’antifongique
est
pr&eacute;par&eacute;e
en
extemporan&eacute;
dans
du
dim&eacute;thyl sulfoxide (DMSO) &agrave; une concentration de 10-3 M puis ajust&eacute;e &agrave; 10-4 M au
spectrophotom&egrave;tre &agrave; 416 nm selon la formule A= ε Cl (ε416 = 121 400).
L’antifongique est utilis&eacute; &agrave; une concentration finale de 0,4&micro;g/mL pour les tests
d’efficacit&eacute; vis-&agrave;-vis de Candida albicans ATCC 10231 (Boucherit Z. et coll., 2007).
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2- M&eacute;thodes
2-1- Croissance des levures
2-1-1- Pr&eacute;paration de la pr&eacute;culture
A partir d’une culture de Candida albicans ATCC 10231 sur milieu Sabouraud g&eacute;lose
et conserv&eacute;e &agrave; +4&deg;C, nous avons pr&eacute;lev&eacute; aseptiquement quelques colonies &agrave; l’aide
d’une anse de platine que nous avons ensemenc&eacute; dans des tubes st&eacute;riles contenant
10 mL de milieu Sabouraud liquide. Cette premi&egrave;re pr&eacute;culture est incub&eacute;e &agrave; 30&deg;C
dans un incubateur de paillasse (Orbital Shaker, Thermo-forma) pendant 6h sous
agitation continue &agrave; une vitesse de 130 tours/minute.
A partir de cette derni&egrave;re, un volume de 1mL est pr&eacute;lev&eacute; et transf&eacute;r&eacute; dans 10mL de
milieu Sabouraud liquide puis plac&eacute; dans une &eacute;tuve bact&eacute;riologique (Memmert) &agrave;
30&deg;C pendant 24 heures.
2-1-2- Croissance en milieu liquide
Les cultures de Candida albicans ATCC10231 sont men&eacute;es dans des Erlenmeyers
de 250 mL contenant 100mL de milieu Sabouraud liquide (pH 5,6 &plusmn; 0,2) en l’absence
et en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B. La concentration cellulaire de d&eacute;part est fix&eacute;e &agrave;
2.106cellules/mL (Boucherit-Atmani Z., 2007).
Les Erlenmeyers sont ensemenc&eacute;s aseptiquement par des levures provenant d’une
pr&eacute;culture de 24 heures.
La solution d’antifongique est ajout&eacute;e au milieu de culture &agrave; une concentration finale
de 0,4 &micro;g/mL au m&ecirc;me moment que l’inoculum, ce qui correspond au temps z&eacute;ro de
la croissance.
L’incubation est r&eacute;alis&eacute;e dans un incubateur de paillasse (Orbital Shaker, Thermoforma) &agrave; 30&deg;C sous agitation continue &agrave; 130 tours/minute pendant 48 heures.
La mesure de la croissance se fait par d&eacute;nombrement des levures viables sur cellule
de Thoma toutes les 60 minutes.
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2-2- Analyse morphologique par microscopie &eacute;lectronique &agrave; balayage (MEB)
coupl&eacute;e &agrave; un syst&egrave;me d’analyse par spectroscopie des rayon-X &agrave; dispersion
d’&eacute;nergie (SDE-X)
2-2-1- Principe
La microscopie &eacute;lectronique &agrave; balayage est une technique qui permet de balayer la
surface de l’&eacute;chantillon &agrave; l’aide d’un faisceau &eacute;lectronique d’un diam&egrave;tre de quelques
nanom&egrave;tres. Cela permet de visualiser des caract&eacute;ristiques morphologiques avec un
agrandissement &eacute;lev&eacute; et une profondeur de champ accrue.
Pendant le balayage, il se cr&eacute;e un rayonnement X qui peut &ecirc;tre enregistr&eacute; par
un syst&egrave;me d'analyse dispersive en &eacute;nergie. L'analyse spectroscopique des rayon-X
&agrave; dispersion d’&eacute;nergie (SDE-X) permet de conna&icirc;tre la composition &eacute;l&eacute;mentaire
qualitative et/ou quantitative d'un &eacute;chantillon &agrave; partir de la mesure par une diode
Si(Li) des &eacute;nergies de photons X &eacute;mis par la r&eacute;gion de l'&eacute;chantillon bombard&eacute;e par le
faisceau d'&eacute;lectrons (Lyman C. E. et coll., 1990) (Figure n&deg;14).
Diverses interactions entre les &eacute;lectrons incidents primaires et les cellules g&eacute;n&egrave;rent
des signaux &eacute;lectroniques qui sont utilis&eacute;s pour construire les images et d’autres des
rayons-X pour la microanalyse chimique.
En p&eacute;n&eacute;trant dans l'&eacute;chantillon, le fin pinceau d'&eacute;lectrons diffuse peu et constitue un
volume d'interaction (poire de diffusion) dont la forme d&eacute;pend principalement de la
tension d'acc&eacute;l&eacute;ration et du num&eacute;ro atomique de l'&eacute;chantillon (Figure n&deg;15).
Sous l'impact du faisceau d'&eacute;lectrons acc&eacute;l&eacute;r&eacute;s, des &eacute;lectrons r&eacute;trodiffus&eacute;s et des
&eacute;lectrons secondaires &eacute;mis par l'&eacute;chantillon sont recueillis s&eacute;lectivement par des
d&eacute;tecteurs qui transmettent un signal &agrave; un &eacute;cran cathodique dont le balayage est
synchronis&eacute; avec le balayage des cellules.
La rencontre entre le faisceau &eacute;lectronique incident et les atomes de la surface de
l'&eacute;chantillon g&eacute;n&egrave;re des photons X. Le traitement des signaux X permet de trier les
photons par &eacute;nergie, d'attribuer chaque photon d&eacute;tect&eacute; &agrave; un &eacute;l&eacute;ment chimique et de
compter les photons en fonction de leur &eacute;nergie (en eV). Il est donc possible de
proc&eacute;der &agrave; une analyse chimique qualitative et quantitative. Les photons X de trop
basse &eacute;nergie ne peuvent &ecirc;tre d&eacute;tect&eacute;s, l'analyse SDE-X ne d&eacute;tecte pas les
&eacute;l&eacute;ments &agrave; petit num&eacute;ro atomique (H, He, Li, Be, B).
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Figure n&deg; 14 : Repr&eacute;sentation sch&eacute;matique d'un microscope &eacute;lectronique &agrave;
balayage (MEB) &eacute;quip&eacute; d'un spectrom&egrave;tre des rayons-X &agrave; dispersion d’&eacute;nergie
(SDE-X).
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Figure n&deg; 15 : Repr&eacute;sentation sch&eacute;matique des interactions d&eacute;tect&eacute;es entre
les faisceaux d'&eacute;lectrons et la surface de l’&eacute;chantillon (poire de diffusion).
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2-2-2- Pr&eacute;paration des &eacute;chantillons
Les levures sont pr&eacute;lev&eacute;es aseptiquement des diff&eacute;rentes cultures, en l’absence et
en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 0,4 &micro;g/mL. Elles sont ensuite lav&eacute;es et centrifug&eacute;es
&agrave; 12000 tours/min dans des tubes eppendorff st&eacute;riles.
Les cellules ainsi pr&eacute;par&eacute;es sont d&eacute;pos&eacute;es sur des fines lamelles afin de les
d&eacute;shydrater et de les fixer &agrave; la chaleur en vue de leur observation au microscope
&eacute;lectronique &agrave; balayage (Hitachi TM-1000) op&eacute;rant sous une tension d’acc&eacute;l&eacute;ration
de 15 KeV.
2-2-3- Analyse microscopique
a- Calcul de l’indice morphologique (Mi) des cellules
La morphologie cellulaire est examin&eacute;e par microscopie &eacute;lectronique &agrave; balayage et
d&eacute;termin&eacute;e par l’&eacute;quation de Merson-Davies et Odds &eacute;tablie en 1989.
L’indice de morphologie est d&eacute;fini comme suit : Mi = ls/d2 (Figure n&deg;16).
O&ugrave; : (l) est la longueur de la cellule, (d) est le diam&egrave;tre maximum de la cellule et
(s) le diam&egrave;tre &agrave; la jonction du septum
Cet indice est d&eacute;termin&eacute; pour 10 cellules prises au hasard en l’absence et en
pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine
B
&agrave;
une
concentration
finale
de
0,4&micro;g/mL.
Les diff&eacute;rentes valeurs obtenues sont analys&eacute;es par une m&eacute;thode statistique
descriptive.
Figure n&deg;16: Principe du calcul de l’indice morphologique chez Candida
albicans ATCC10231 (Merson-Davies L. A. et Odds F. C., 1989).
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b- Mod&eacute;lisation de la morphologie en 3 dimensions (3D)
Les microphotographies sont analys&eacute;es par le logiciel ImageJ du domaine public
&eacute;crit et d&eacute;velopp&eacute; en Java par Rorsband, depuis 1997, au NIH (National Institues of
Health) Bethesda, Maryland, USA, 1997-2008.
Les m&eacute;thodes utilis&eacute;es dans cette analyse sont des m&eacute;thodes de r&eacute;f&eacute;rences du
tutorial ImageJ. La conversion des pixels en longueurs r&eacute;elles est r&eacute;alis&eacute;e &agrave; l’aide
de l’outil &laquo; Straight line &raquo; Analyse&gt;Set Scale (616,029 pixels est &eacute;gale &agrave; 10&micro;m).
Les microphotographies sont ajust&eacute;es &agrave; 8-bits avec Image&gt;Type&gt;8-bit, avec le
m&ecirc;me contraste en utilisant la fonction Adjust&gt;brightness&gt;contrast.
Les analyses sont effectu&eacute;es sur des images binaris&eacute;es et le calcul des diff&eacute;rents
indices de morphologies (Mi) est effectu&eacute; en utilisant Set Measurements
(Feretsdiameter) apr&egrave;s calibration.
Des analyses en ROI (Region Of Interest) sont r&eacute;alis&eacute;es sur des cellules
s&eacute;lectionn&eacute;es au hasard en l’absence et en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B.
Ces derni&egrave;res prennent en consid&eacute;ration le profil d’intensit&eacute; (Plot profile), la surface
cellulaire (Surface plot) et l’intensit&eacute; du profil en 3D (Interactive 3D Surface plot).
Les r&eacute;sultats obtenus permettent de comparer qualitativement et quantitativement
l’intensit&eacute; et la localisation des changements surfaciques dans les &eacute;chantillons
d’int&eacute;r&ecirc;t et aussi d’en d&eacute;duire l’aspect de l’alt&eacute;ration cellulaire en pr&eacute;sence de
l’antifongique.
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chapitre : Analyse biochimique de la surface membranaire des cellules de
Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en l’absence et en pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine B
1- Mat&eacute;riel
1-1- Candida albicans
Nous avons utilis&eacute; la souche de r&eacute;f&eacute;rence Candida albicans ATCC 10231 American
Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). La souche est conserv&eacute;e dans du
glyc&eacute;rol 90% &agrave; - 80&deg;C dans des tubes eppendorf.
1-2- Amphot&eacute;ricine B
Nous avons utilis&eacute; l’amphot&eacute;ricine B pure provenant des laboratoires Sigma.
La solution m&egrave;re d’antifongique est pr&eacute;par&eacute;e en extemporan&eacute; dans du dim&eacute;thyl
sulfoxide (DMSO) &agrave; une concentration de 10-3 M puis ajust&eacute;e &agrave; 10-4 M au
spectrophotom&egrave;tre &agrave; 416 nm selon la formule A= ε Cl (ε416 = 121 400)
L’antifongique est utilis&eacute; &agrave; une concentration finale de 0,4&micro;g/mL.
2- M&eacute;thodes
2-1- Croissance des levures
&Eacute;tant donn&eacute; la sensibilit&eacute; de la spectroscopie infrarouge &agrave; transform&eacute;e de Fourier
mode-r&eacute;flexion totale att&eacute;nu&eacute;e (IRTF-RTA), les &eacute;tapes de la culture cellulaire de
Candida albicans, rev&ecirc;tent une importance majeure pour la reproductibilit&eacute; des
mesures spectroscopiques. Pour ce faire, nous avons pris en consid&eacute;ration
l’influence de plusieurs param&egrave;tres, &agrave; savoir le temps d’incubation, le milieu de
culture, la m&eacute;thode d’ensemencement et le mode de conservation des cellules.
2-1-1- Pr&eacute;culture
A partir des cellules conserv&eacute;es &agrave; - 80&deg;C, nous avons pr&eacute;par&eacute; une pr&eacute;culture par
incubation des levures &agrave; 30&deg; C pendant 24h sous agitation continue &agrave; 130 tours/min.
2-1-2- Culture
Les cellules pr&eacute;lev&eacute;es de la pr&eacute;culture sont mises en suspension dans le milieu
Sabouraud liquide puis plac&eacute;es dans un incubateur de paillasse &agrave; 30&deg;C sous
agitation continue &agrave; 130 tours/minute. La croissance est suivie pendant 48 heures et
la mesure de la cin&eacute;tique de division est r&eacute;alis&eacute;e par d&eacute;nombrement des levures
viables sur cellule de Thoma toutes les 60 minutes.
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La solution antifongique est ajout&eacute;e au milieu de culture &agrave; une concentration finale
de 0,4 &micro;g/mL au m&ecirc;me moment que l’inoculum ce qui correspond au temps z&eacute;ro de
la croissance.
2-2- Analyse par spectroscopie infrarouge &agrave; transform&eacute;e de Fourier
mode-r&eacute;flexion totale att&eacute;nu&eacute;e (IRTF-RTA)
2-2-1- Principe
Le principe de la spectroscopie infrarouge est semblable &agrave; celui de la
spectrophotom&eacute;trie dans le visible ou l’ultraviolet. L’analyse des radiations absorb&eacute;es
permet d’identifier les transitions entre les niveaux d’&eacute;nergie et d’en d&eacute;duire des
informations sur la structure de la mol&eacute;cule. Dans le visible et l'UV, les radiations
absorb&eacute;es
correspondent
&agrave;
des
transitions
entre
les
niveaux
d’&eacute;nergies
&eacute;lectroniques. Dans l’infrarouge, les &eacute;nergies mises en jeu sont principalement des
&eacute;nergies de vibration et de rotation.
Le rayon infrarouge est arbitrairement divis&eacute; en 3 cat&eacute;gories, le proche infrarouge
(12500-4000 cm-1), le moyen infrarouge (4000-400 cm-1) et le lointain infrarouge
(400-10 cm-1) (Figure n&deg; 17).
Figure n&deg; 17 : Spectre &eacute;lectromagn&eacute;tique et domaine infrarouge.
- 39 -
Deuxi&egrave;me partie
Mat&eacute;riel et m&eacute;thodes
La spectroscopie infrarouge &agrave; transform&eacute;e de Fourier mode-r&eacute;flexion totale att&eacute;nu&eacute;e
(IRTF-RTA) repr&eacute;sente plusieurs avantages, &agrave; savoir une rapidit&eacute; d’acquisition, un
rapport signal- bruit, une reproductibilit&eacute; de l’&eacute;chelle de fr&eacute;quences, une bonne
r&eacute;solution spectrale et une fiabilit&eacute; des r&eacute;sultats et permet de:
- Suivre le changement chimique sur une &eacute;paisseur d’environ 1&micro;m de mani&egrave;re non
destructive et en temps r&eacute;el
- Proc&eacute;der &agrave; l’analyse sans aucune pr&eacute;paration requise
- Analyser les macromol&eacute;cules individuelles (ADN, ARN, lipides, prot&eacute;ines) qui
constituent les cellules
- Caract&eacute;riser des syst&egrave;mes complexes tels que les surfaces cellulaires et tissulaires
(Barth I. et Haris P., 2009).
Le spectre infrarouge &agrave; transform&eacute;e de Fourier (IRTF) repr&eacute;sente, par cons&eacute;quent, la
somme des contributions issues des prot&eacute;ines, des lipides, des polysaccharides et
de toutes les autres esp&egrave;ces chimiques (Fahmy K., 2013). Il donne une image
instantan&eacute;e sur la division, la diff&eacute;rentiation, la croissance et le m&eacute;tabolisme
cellulaire (Naumann D. et coll., 1991a). D&egrave;s lors, le spectre infrarouge des cellules
ne permet pas de fournir des informations sur un seul ou m&ecirc;me quelques compos&eacute;s
sp&eacute;cifiques pr&eacute;sents mais procure une empreinte spectrale globale de l’&eacute;chantillon
(Naumann D. et coll., 1991b).
Au niveau membranaire, la spectroscopie IRTF-RTA donne une information globale
des composants biochimiques. La fr&eacute;quence de vibrations est sensible aux
interactions
fines
entre
les
groupes
chimiques
et
leur
environnement.
En effet, l’avantage majeur de cette technique est de pouvoir &eacute;tudier les
changements dans la composition ainsi que les modifications dans la conformation
des mol&eacute;cules biologiques.
La majorit&eacute; des bandes spectrales d’absorption d’int&eacute;r&ecirc;t biologique se retrouve dans
la gamme de fr&eacute;quences qui s’&eacute;tend de 4000 &agrave; 900 cm-1.
2-2-2- Pr&eacute;paration des &eacute;chantillons
A partir d’une culture de levure dans du milieu Sabouraud liquide en l’absence et en
pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B, nous avons pr&eacute;lev&eacute; 200&micro;L pour le d&eacute;nombrement des
cellules viables sur cellules de Thoma et 800 &micro;L pour l’analyse spectroscopique.
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Pour la pr&eacute;paration des &eacute;chantillons pour l’analyse spectroscopique, nous avons
s&eacute;par&eacute; les cellules de leur milieu de culture par une centrifugation &agrave; une vitesse de
12000 tours/minute pendant 10 minutes.
Les cellules sont lav&eacute;es trois (3) fois avec du s&eacute;rum physiologique &agrave; 9‰ de NaCl
puis ressuspendues dans de l’eau distill&eacute;e st&eacute;rile.
Un volume de 2&micro;L de chaque pr&eacute;paration (suspension cellulaire lav&eacute;e) est d&eacute;pos&eacute;
sur le cristal de diamant et d&eacute;shydrat&eacute; &agrave; l’aide de l’azote gazeux N2 afin d’obtenir un
film cellulaire sec, transparent et d’&eacute;paisseur homog&egrave;ne. Rappelons que la
d&eacute;shydratation des d&eacute;p&ocirc;ts est une &eacute;tape indispensable en analyse IRTF-RTA car
elle permet de r&eacute;duire la contribution de l’eau dans les spectres.
2-2-3- Acquisition des spectres IRTF-RTA
Les analyses sont effectu&eacute;es au spectrom&egrave;tre infrarouge &agrave; transform&eacute;e de Fourier
mode-r&eacute;flexion totale att&eacute;nu&eacute;e (IRTF-RTA) mod&egrave;le Bruker Equinox 55 diamond
(Bruker, Karlrruhe, Germany) qui fonctionne dans une gamme de fr&eacute;quence allant de
7500 &agrave; 370 cm-1. Il permet d’acqu&eacute;rir des spectres dans le moyen et le proche
infrarouge. L’Equinox 55 est &eacute;quip&eacute; d’une source infrarouge de type Globar,
d’un interf&eacute;rom&egrave;tre de type Rocksolid™, d’une s&eacute;paratrice en KBr isol&eacute;e de
l’atmosph&egrave;re et d’un d&eacute;tecteur MCT (Mercure Cadmium Telluride) refroidi &agrave; l’aide
d’azote liquide. L’appareil est continuellement purg&eacute; par de l’air sec produit par un
g&eacute;n&eacute;rateur de gaz pour &eacute;viter l’influence des param&egrave;tres atmosph&eacute;riques sur la
reproductibilit&eacute; des spectres lors des mesures. Les &eacute;l&eacute;ments de r&eacute;flexion interne de
diamant sont utilis&eacute;s sur une Golden Gate micro RTA de Specac (Orpigton, UK).
Un ordinateur en interface avec le spectrom&egrave;tre IRTF-RTA permet l’acquisition,
la commande des mesures et le traitement des spectres par le logiciel OPUS
(Bruker Optics, version 3.0).
2-3- Analyse des donn&eacute;es
D’une mani&egrave;re g&eacute;n&eacute;rale, les spectres IRTF-RTA contiennent des informations qui
pr&eacute;sentent un int&eacute;r&ecirc;t analytique. Cependant, l’extraction de ces informations reste
probl&eacute;matique en raison de la superposition des informations spectrales.
Les spectres sont s&eacute;lectionn&eacute;s par le logiciel OPUS (BrukerOptics, version 3.0) qui
permet non seulement de les traiter mais propose &eacute;galement d’autres m&eacute;thodes
statistiques telles que la construction des bases de donn&eacute;es ainsi que la
comparaison et la classification des profils spectraux.
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2-3-1- Pr&eacute;traitement des spectres IRTF-RTA
Selon les recommandations de Goormaghtigh E. (2012), apr&egrave;s s&eacute;lection des
spectres d’int&eacute;r&ecirc;t par le logiciel OPUS, les donn&eacute;es brutes doivent &ecirc;tre soumises &agrave;
un test de qualit&eacute; qui permet d’&eacute;liminer les mauvais spectres puis pr&eacute;traiter les autres
par des m&eacute;thodes de correction, de d&eacute;rivation et de normalisation.
Le pr&eacute;traitement des spectres est r&eacute;alis&eacute; au moyen de Kinetics (un logiciel
d&eacute;velopp&eacute; sous Matlab). Il s’agit de supprimer au maximum la variance li&eacute;e &agrave; l’&eacute;tape
de mesure et donc ne garder que celle incomb&eacute;e &agrave; l’&eacute;chantillon biologique
permettant
ainsi
une
comparaison
statistique
optimale
des
spectres
(Sarroukh R. et coll., 2013).
Dans un premier temps nous avons proc&eacute;d&eacute; &agrave; une soustraction de la contribution de
la vapeur d’eau et des lignes de base en d&eacute;finissant une absorbance nulle pour les
nombres d’onde suivants : 3970 3712 3629 2988 2700 1800 1756 1725 1481
1185 934 801cm‐1. Dans un deuxi&egrave;me temps, nous avons r&eacute;alis&eacute; une normalisation
des spectres en utilisant le pic de l’amide I et de l’amide II correspondant aux
prot&eacute;ines situ&eacute;es entre 1725 et 1410 cm-1. Enfin, nous avons filtr&eacute; les spectres en
d&eacute;finissant le bruit comme la d&eacute;viation standard dans la r&eacute;gion du spectre entre
1900 et 2000 cm‐1 et le signal comme le maximum de la courbe comprise entre
1750 et 1480 cm‐1.
2-3-2- Analyse param&eacute;trique des donn&eacute;es
Un spectre infrarouge contient beaucoup d’informations. Chaque nombre d’onde
constitue une variable. Pour une membrane cellulaire, le nombre de variables devient
rapidement &eacute;norme et les donn&eacute;es compliqu&eacute;es &agrave; interpr&eacute;ter. Dans cette partie nous
avons introduit des m&eacute;thodes d’analyses statistiques.
a- Test de Student
Afin de comparer les spectres des cellules de diff&eacute;rentes populations, nous avons
r&eacute;alis&eacute; le test de Student. Il s’agit d’un test d’hypoth&egrave;se param&eacute;trique sur la moyenne
d’un &eacute;chantillon ou sur la comparaison des moyennes de deux &eacute;chantillons.
Dans notre cas, il est appliqu&eacute; &agrave; chaque nombre d’onde de la zone spectrale
contenant les informations biologiques. Dans un test d’hypoth&egrave;se ayant pour but la
comparaison de deux &eacute;chantillons, nous avons voulu savoir s’il existe une diff&eacute;rence
significative entre la moyenne de deux &eacute;chantillons. Les hypoth&egrave;ses test&eacute;es sont :
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- Hypoth&egrave;se nulle H0 : &micro;1=&micro;2 qui signifie qu’il n y a aucune diff&eacute;rence entre les
moyennes des deux populations
- Hypoth&egrave;se alternative H1 : &micro;1≠&micro;2 qui indique que les moyennes entre les deux
populations sont significativement diff&eacute;rentes
Ce test est r&eacute;alis&eacute; avec diff&eacute;rents seuils de signification α. La valeur de α est la
probabilit&eacute; avec laquelle l’hypoth&egrave;se nulle risque d’&ecirc;tre rejet&eacute;e alors que celle‐ci est
correcte. Ce test se formule selon l’&eacute;quation suivante:
T=
Sp =
&times;
&times;
&times;
Ou X est la moyenne de l’&eacute;chantillon i
n est la taille respective de l’&eacute;chantillon i
Sp est l’&eacute;cart type pond&eacute;r&eacute; des deux &eacute;chantillons
Si repr&eacute;sente l’&eacute;cart type de l’&eacute;chantillon i
b- Analyse en composantes principales (ACP)
L’analyse en composantes principales est une technique qui permet de faire la
synth&egrave;se de l’information contenue dans un grand nombre de variables.
L’objectif de cette analyse est de r&eacute;duire le nombre de variables &agrave; un nombre plus
restreint non corr&eacute;l&eacute;es entre elles. Ainsi, les composantes principales sont de
nouvelles variables, ind&eacute;pendantes, combinaisons lin&eacute;aires des variables initiales,
poss&eacute;dant une variance maximale. L’ACP peut fournir une repr&eacute;sentation graphique
d’un nombre important de donn&eacute;es permettant une interpr&eacute;tation de la variance
contenue dans les spectres.
D’un point de vue g&eacute;om&eacute;trique, l’ACP est une transformation vectorielle dans
l’espace (Figure n&deg; 18). Il s’agit d’une transformation appliqu&eacute;e aux axes qui d&eacute;finit
de nouvelles coordonn&eacute;es axiales correspondant aux composantes principales.
La premi&egrave;re composante principale repr&eacute;sente la direction avec la plus grande
variance, la deuxi&egrave;me direction avec le plus de variabilit&eacute; se retrouve dans la
deuxi&egrave;me composante principale, orthogonale &agrave; la premi&egrave;re.
Math&eacute;matiquement, chaque spectre IRTF-RTA est une combinaison lin&eacute;aire de
p nombres d’ondes. Nous avons consid&eacute;r&eacute; un ensemble de n spectres pour lesquels
nous
avons
&eacute;crit
une
matrice
A
[n&times;p]
(&eacute;chantillons
&times;
variables).
Un spectre correspond &agrave; une ligne et une colonne d&eacute;signe un nombre d’onde.
Chaque &eacute;l&eacute;ment de cette matrice repr&eacute;sente l’absorbance d’un spectre &agrave; un nombre
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d’onde particulier. Les vecteurs propres sont obtenus en diagonalisant la matrice de
covariance de A [p&times;p’]. Ceux‐ci sont appel&eacute;s les composantes principales (CP) et
d&eacute;finissent les nouveaux axes. En pratique, presque la totalit&eacute; de la variance
comprise dans les donn&eacute;es est expliqu&eacute;e en utilisant les 3 ou 4 premi&egrave;res
composantes principales. L’ACP nous permet de repr&eacute;senter les spectres dans
l’espace des composantes principales et de corr&eacute;ler la majorit&eacute; de l’information &agrave; un
nombre restreint de variables.
Figure n&deg; 18: Rotation des axes originaux par une ACP dans un espace &agrave; deux
dimensions. L’ellipse repr&eacute;sente la distribution des donn&eacute;es. X1 et X2 sont les
axes de d&eacute;part et la rotation effectu&eacute;e par l’ACP fournit le nouveau syst&egrave;me
d’axes CP1, CP2.
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c- Classification hi&eacute;rarchique ascendante (m&eacute;thode de Ward)
Cette m&eacute;thode de classification rassemble les spectres qui pr&eacute;sentent des
caract&eacute;ristiques communes. C’est un processus simple et r&eacute;p&eacute;titif qui peut &ecirc;tre d&eacute;fini
comme suit. Au d&eacute;part, chaque spectre repr&eacute;sente un groupe, le nombre de groupe
est par cons&eacute;quent &eacute;gal au nombre de spectres. Ensuite les deux groupes aux
caract&eacute;ristiques les plus proches sont fusionn&eacute;s pour cr&eacute;er un nouveau groupe de
taille plus importante. Pour chaque groupe, la somme des carr&eacute;s des &eacute;carts des
membres du groupe par rapport &agrave; son barycentre est calcul&eacute;e. Les deux groupes qui
seront fusionn&eacute;s sont ceux pour lesquels l’augmentation de la somme des carr&eacute;s des
&eacute;carts est minimale. Le processus de fusion est r&eacute;p&eacute;t&eacute; n‐1 fois (n &eacute;tant le nombre de
spectres), c’est‐&agrave;‐dire jusqu’&agrave; ce qu’il n’y ait plus qu’un seul et unique groupe.
Le r&eacute;sultat de cette analyse est fourni sous la forme d’un dendrogramme
(Figure n&deg; 19).
Figure n&deg;19 : Repr&eacute;sentation d’un dendrogramme.
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chapitre : Simulation &agrave; base de syst&egrave;me multi-agents (SMA) de la
dynamique
membranaire,
mod&eacute;lis&eacute;e
en
l’absence
et
en
pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine B
La th&eacute;matique de recherche pos&eacute;e dans cette &eacute;tude concerne la compr&eacute;hension, la
mod&eacute;lisation et la simulation des changements membranaires observ&eacute;s au cours des
deux chapitres pr&eacute;c&eacute;dents.
L’impact de l’amphot&eacute;ricine B sur la membrane plasmique de Candida albicans
ATCC
10231
se
traduit
par
des
changements
membranaires
importants.
Dans le but de comprendre par quels m&eacute;canismes membranaires ces changements
&eacute;voluent au cours du temps et de dresser une strat&eacute;gie de ciblage mol&eacute;culaire, nous
avons eu recours aux outils de la mod&eacute;lisation math&eacute;matique.
1- Fondements de la mod&eacute;lisation
1-1- Principe de la mod&eacute;lisation
Dans la mod&eacute;lisation, la repr&eacute;sentation math&eacute;matique est une image simplifi&eacute;e de la
r&eacute;alit&eacute; qui permet de comprendre le fonctionnement d’un syst&egrave;me en fonction d’une
question. Tout mod&egrave;le math&eacute;matique est constitu&eacute; de la description de :
- La structure du syst&egrave;me qui incorpore les sp&eacute;cifications s&eacute;mantiques int&eacute;gr&eacute;es
- Des fonctionnements r&eacute;guliers (ou non) qui modifient cette structure au cours du
temps
- La structure du syst&egrave;me (ou &eacute;tat) qui peut aller d’un ensemble de variables
quantitatives (num&eacute;riques) ou qualitatives (&agrave; valeurs discr&egrave;tes) jusqu’&agrave; un ensemble
d’entit&eacute;s munies de propri&eacute;t&eacute;s et de relations entre elles (Figure n&deg;20).
Figure n&deg; 20 : Processus de mod&eacute;lisation et de simulation.
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Dans le cadre de la mod&eacute;lisation d’une membrane biologique, deux paradigmes
peuvent &ecirc;tre envisag&eacute;s. L’un est &agrave; base d’&eacute;quations diff&eacute;rentielles (EDP), l’autre &agrave;
base de la mod&eacute;lisation logique.
Bien qu'ayant permis de nombreuses avanc&eacute;es sur le plan th&eacute;orique et pratique, le
paradigme &agrave; base d’&eacute;quations diff&eacute;rentielles (EDP) repr&eacute;sente certains probl&egrave;mes
parmi lesquels : L’&eacute;tanch&eacute;it&eacute; du niveau d'analyse, le r&eacute;alisme des param&egrave;tres et
l’incapacit&eacute; &agrave; mod&eacute;liser l’action. Alors que le paradigme &agrave; base de mod&eacute;lisation
logique repr&eacute;sente le concept le plus proche des syst&egrave;mes mol&eacute;culaires, tels que les
r&eacute;seaux de P&eacute;tri, les automates cellulaires ou encore les syst&egrave;mes multi-agents que
nous avons utilis&eacute;.
1-2- Principe de la simulation multi-agents &agrave; gros grains
Les syst&egrave;mes multi-agents (SMA) ont &eacute;t&eacute; d&eacute;finis en 1995 par Ferber comme &eacute;tant
&laquo;constitu&eacute; d’un ensemble d’agents autonomes et ind&eacute;pendants en interaction et qui
coordonnent leurs actions dans un environnement artificielle&raquo;. Ils rel&egrave;vent de
l’intelligence artificielle distribu&eacute;e (IAD) et apportent une solution radicalement
nouvelle au concept de simulation dans les sciences des syst&egrave;mes dynamiques tels
que les membranes biologiques.
En offrant la possibilit&eacute; de repr&eacute;senter directement les composants membranaires,
leurs
comportements
d&eacute;composition
en
et
quatre
leurs
interactions,
cette
simulation
propose
une
dimensions : Agents, Environnement, Interactions et
Organisation (Figure n&deg; 21).
Figure n&deg; 21 : Principe de la simulation multi-agents.
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Un syst&egrave;me multi-agents en fonctionnement &eacute;volue au cours du temps sous
l'influence des comportements individuels des agents et de la dynamique propre &agrave;
l'environnement. Dans ce mod&egrave;le, l'&eacute;tat dynamique d'un SMA est d&eacute;fini par un
couple &laquo;σ, γ&raquo;, dont
d'&eacute;tats
&laquo;∑&raquo;
de
les membres appartiennent respectivement &agrave; un ensemble
l'environnement
et
&agrave;
un
ensemble
d'influences
&laquo;ᴦ&raquo;.
Une fonction op&eacute;rateur op: ∑ → ᴦ g&eacute;n&egrave;re cette influence tandis qu'une fonction
Laws: ∑Xᴦ
∑ traduit les lois des r&eacute;actions de l'&eacute;tat . Des fonctions d'ex&eacute;cution
et de r&eacute;action prennent en compte ces donn&eacute;es pour mettre &agrave; jour le syst&egrave;me.
La dynamique du SMA se traduit par la fonction Cycle: ∑Xᴦ
∑Xᴦ qui met &agrave; jour
son &eacute;tat dynamique &laquo;σ, γ&raquo; de fa&ccedil;on r&eacute;guli&egrave;re. &Agrave; tout instant, le SMA se trouve dans
un &eacute;tat et son &eacute;volution est l'ensemble des &eacute;tats successifs (Ferber J., 1995).
La mod&eacute;lisation des membranes biologiques et de leurs comportements au niveau
mol&eacute;culaire permet de mieux comprendre les diff&eacute;rents ph&eacute;nom&egrave;nes observ&eacute;s au
niveau macroscopique. Depuis quelques ann&eacute;es, les mod&egrave;les &agrave; grain d’atomes
offrent la possibilit&eacute; d’&eacute;tudier les ph&eacute;nom&egrave;nes membranaires &agrave; une &eacute;chelle de temps
et d’espace tr&egrave;s grande et permet de moyenner une portion de la mol&eacute;cule en
repr&eacute;sentant cette derni&egrave;re par un ensemble d’atomes. Ce mod&egrave;le permet de simuler
des temps, des volumes ou des aires en accord avec ceux requis pour l’observation
exp&eacute;rimentale.
2- Exp&eacute;rimentation in silico
2-1- Conception et construction du mod&egrave;le
Lors des changements membranaires, les interactions sont r&eacute;parties entre diff&eacute;rents
composants. Nous avons choisi pour cette mod&eacute;lisation les glyc&eacute;rophospholipides,
les sphingophospholipides, l’ergost&eacute;rol et l’amphot&eacute;ricine B.
2-1-1- &Eacute;quations math&eacute;matiques
Les diff&eacute;rents composants interagissent par affinit&eacute; selon des r&egrave;gles math&eacute;matiques
et des diagrammes de phases &eacute;tablis dans la litt&eacute;rature et lors de nos pr&eacute;c&eacute;dentes
recherches. Nous avons pris en consid&eacute;ration les plus essentiels :
- Les interactions par affinit&eacute; entre les t&ecirc;tes polaires des diff&eacute;rentes mol&eacute;cules sont
mod&eacute;lis&eacute; selon le mod&egrave;le qui met en jeu le potentiel attractif et r&eacute;pulsif entre deux
t&ecirc;tes polaires (T/T) de lipides.
- La transition de phase est mod&eacute;lis&eacute;e au cours du temps selon l’&eacute;quation suivante:
pA + qA’→ApA’q, AA’ : la phase N, A : composant 1et A’ : composant 2.
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de la phase est mod&eacute;lis&eacute;e en fonction du temps selon l’&eacute;quation
=
.
O&ugrave; Kf est une constante caract&eacute;ristique (nm/ms),
est la taille et le rayon des
disques phasiques (nm) et t le temps en (ms)
- L’&eacute;nergie libre du syst&egrave;me phasique est mod&eacute;lis&eacute;e &agrave; l’aide d’un param&egrave;tre localis&eacute;
spatialement dont la minimisation globale est traduite sous la forme d’une fonction.
- La concentration des diff&eacute;rents composants
est d&eacute;crite par un scalaire.
Leur orientation est d&eacute;crite par un vecteur.
- Les tailles des phases sont calcul&eacute;es en minimisant la fonction de l’&eacute;nergie et en
identifiant les param&egrave;tres variables qui indiquent que le syst&egrave;me &agrave; tendance de
s’organiser de fa&ccedil;on ordonn&eacute;e ou d&eacute;sordonn&eacute;e.
2-1-2- Fondements de la simulation
L’&eacute;volution de la formation ou la d&eacute;stabilisation de la phase lipidique a n&eacute;cessit&eacute; trois
&eacute;tapes : La cr&eacute;ation d’une interface d’interaction, l’interaction intermol&eacute;culaire et la
formation du m&eacute;lange interm&eacute;diaire.
En ce qui concerne la simulation, il nous a sembl&eacute; raisonnable de d&eacute;buter les
exp&eacute;rimentations in-silico par une membrane simple puis de la complexer pour se
rapprocher de l’effet engendr&eacute; par l’amphot&eacute;ricine B. Suivant une complexification
graduelle, nous donnons ci-dessous le plan d’exp&eacute;rience in-silico :
- Simuler la formation de la phase liquide ordonn&eacute;e (Lo) &laquo;rafts&raquo;
- Simuler la formation de cette phase en l’associant &agrave; l’amphot&eacute;ricine B (LAmB)
&laquo;super-rafts&raquo;
2-2- Impl&eacute;mentation du mod&egrave;le
La
plateforme
que
nous
avons
utilis&eacute;e
est
NetLogo
version
3D
5.0.5.
Cette plateforme est choisie sur la base de quelques exigences informatiques, &agrave;
savoir, une prise en main rapide, une repr&eacute;sentation graphique mettant rapidement
en exergue les lacunes de la mod&eacute;lisation et une rapidit&eacute; d'ex&eacute;cution.
Les proportions ainsi que les diam&egrave;tres des composants utilis&eacute;s dans cette
mod&eacute;lisation sont issus des donn&eacute;es de la litt&eacute;rature et des donn&eacute;es exp&eacute;rimentales.
Les diff&eacute;rentes informations choisies traduisent les syst&egrave;mes membranaires &eacute;tudi&eacute;s
in vivo et in vitro.
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Le choix de l’impl&eacute;mentation pour cette mod&eacute;lisation a port&eacute; sur l’utilisation de
l’environnement du syst&egrave;me comme support de la bicouche lipidique, simplifi&eacute;e et
mim&eacute;e &agrave; l’extr&ecirc;me comme la membrane plasmique de Candida albicans.
Nous avons mod&eacute;lis&eacute; la membrane selon un diam&egrave;tre de 2 &micro;m (&eacute;gale &agrave; celui de la
partie cellulaire d&eacute;form&eacute;e) et
reproduit qualitativement et quantitativement le
diagramme de phase &eacute;tabli par Vealth et Keller en 2002. Les composants sont
utilis&eacute;s &agrave; un rapport de (1/1) glyc&eacute;rophospholipides/sphingophospholipides.
Nous avons fix&eacute; la proportion en ergost&eacute;rol &agrave; 20 % (param&egrave;tre variable) et la
temp&eacute;rature &agrave; 31,1&deg;C (param&egrave;tre constant) (Dietrich C. et coll., 2002).
Nous avons repr&eacute;sent&eacute; les composants selon un mod&egrave;le gros grain qui permet de
conserver les caract&eacute;ristiques mol&eacute;culaires des diff&eacute;rents composants membranaires
dans lequel les diam&egrave;tres des t&ecirc;tes polaires sont fix&eacute;s en se r&eacute;f&eacute;rant au mod&egrave;le
propos&eacute;
Les
en
diam&egrave;tres
2010
des
par
composants
Mongrand
et
membranaires
ses
sont
de
collaborateurs.
1nm
pour
le
sphingophospholipide et l’ergost&eacute;rol, 1,3 nm pour le glyc&eacute;rophospholipide et 10 nm
pour la partie hydrophile d’une prot&eacute;ine transmembranaire en h&eacute;lice α &laquo;alpha&raquo;
(Mongrand S. et coll., 2010) (Figure n&deg; 22).
Nous avons fix&eacute; la taille de la phase (Lo) &laquo;rafts&raquo; entre 90 et 200 nm et le temps
n&eacute;cessaire &agrave; la formation des rafts &agrave; 25 ms (Kusumi A. et Suzuki K., 2005).
La pression d’exclusion est d&eacute;termin&eacute;e comme param&egrave;tre informant sur le pouvoir
d’interaction d’une mol&eacute;cule (Marsh D., 1996).
La mobilit&eacute; lat&eacute;rale en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B est mod&eacute;lis&eacute;e selon une &eacute;quation
&agrave; 3 param&egrave;tres :
- S&eacute;questration amphot&eacute;ricine B/ergost&eacute;rol
- Affinit&eacute; amphot&eacute;ricine B/ergost&eacute;rol
- Affinit&eacute; amphot&eacute;ricine B/phospholipides
L’addition d’une force de d&eacute;compression engendr&eacute;e par l’activit&eacute; des porines est
mod&eacute;lis&eacute;e sur la base d’une stabilisation des phases liquide-ordonn&eacute;es (Lo) et une
d&eacute;stabilisation des phases liquides-ordonn&eacute;es associ&eacute;es &agrave; l’amphot&eacute;ricine B (LAmB).
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Figure n&deg;22 : Repr&eacute;sentation sch&eacute;matique de la composition et l’organisation
des radeaux lipidiques (Mongrand S. et coll., 2010).
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2-3- Simulation
Pour la mod&eacute;lisation des interactions, notre mod&egrave;le traite les positions ponctuelles
dans l’espace des diff&eacute;rents agents en calculant les forces d’interactions
intermol&eacute;culaires qui concernent la forme des potentiels, le choix des param&egrave;tres de
r&eacute;pulsion et d’attraction ainsi que l’&eacute;quation de d&eacute;placement des particules dans
l’espace en fonction du temps :
- L’association de l’ergost&eacute;rol et les sphingophospholipides conditionne la formation
de la phase (Lo) qui apparait dans le syst&egrave;me en coloration rouge.
- L’association de l’amphot&eacute;ricine B aux lipides conditionne la formation de la phase
(LAmB) qui apparait en coloration jaune (Figure n&deg; 23).
- L’interface utilis&eacute;e pour la simulation reprend l’ensemble des param&egrave;tres
modifiables. Il s’agit des interactions permettant la constitution de ces domaines
lipidiques au cours des pas de temps successifs avec des indications sur la taille des
radeaux lipidiques form&eacute;s.
- Les trac&eacute;s de graphes reprennent les informations obtenues dans la simulation
- Le temps n&eacute;cessaire pour la formation des rafts &agrave; partir d’une membrane mod&egrave;le
correspond &agrave; 92 pas de temps et la diff&eacute;rence des forces responsables des
transitions de phases est indiqu&eacute;e par un jeu de couleur entre la formation des
radeaux ordonn&eacute;es et la formation des r&eacute;gions d&eacute;sordonn&eacute;es
Notre mod&egrave;le en NetLogo est compos&eacute; de l’interface, du code source et de la
visualisation du comportement de l’ensemble du mod&egrave;le (Figure n&deg;24).
L’&eacute;volution de la simulation est directement visible dans les onglets de commande en
2 et 3 dimensions.
Nous avons rapport&eacute; une analyse strat&eacute;gique au mod&egrave;le en fonction de
l’environnement.
L’analyse
strat&eacute;gique
est
effectu&eacute;e
via
l’exp&eacute;rimentation
&laquo; behaviourspace &raquo; qui &eacute;tudie le mod&egrave;le de fa&ccedil;on syst&eacute;matique en faisant varier le
comportement et la formation des diff&eacute;rentes phases lipidiques.
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Figure n&deg;23 : Structure algorithmique de la s&eacute;paration des phases lipidiques.
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Figure n&deg;24 : Interface du logiciel NetLogo et param&egrave;tres du mod&egrave;le.
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Troisi&egrave;me partie
1
er
R&eacute;sultats et discussion
chapitre : Analyse morphologique des cellules de Candida albicans
ATCC 10231 incub&eacute;es en l’absence et en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B
Depuis de nombreuses ann&eacute;es il est acquis que les cellules vivantes subissent
diff&eacute;rents types de stress au cours de leur cycle de vie. Chaque perturbation induit
une r&eacute;ponse cellulaire bien sp&eacute;cifique. En effet, lorsque la cellule est stress&eacute;e,
elle passe par des alt&eacute;rations spatio-fonctionnelles importantes (Privalov P. L. et
Gill S. J., 1988). L’int&eacute;r&ecirc;t port&eacute; sur la compr&eacute;hension de ces modifications
morphologiques, a vu le jour avec le d&eacute;veloppement et la mise au point d’outils
sophistiqu&eacute;s et pointus capables d’explorer la cellule et ses comportements.
Chez les levures, la membrane plasmique se s&eacute;pare de la paroi mais reste li&eacute;e &agrave; des
points d’ancrage lors d’un d&eacute;s&eacute;quilibre ionique subl&eacute;tale (Simonin H. et coll., 2007).
Le changement du volume cellulaire associ&eacute; au changement de la compressibilit&eacute;
lat&eacute;rale de la membrane entra&icirc;ne la d&eacute;formation de la surface membranaire
(Ragoonanan V. et coll., 2013). Ce ph&eacute;nom&egrave;ne provoque la formation de
bourgeons, d’invaginations et de plissements. Ces d&eacute;formations ont &eacute;t&eacute; observ&eacute;es
aussi
bien
sur
des
liposomes
que
sur
des
cellules
biologiques
(Dimova R. et Lipowsky R., 2012). Ces modifications morphologiques de la surface
membranaire sont r&eacute;gis par l’&eacute;volution du rapport surface/volume, ainsi que par la
minimisation de l’&eacute;nergie due &agrave; la courbure et les contraintes m&eacute;caniques (Laradji
M. et Sunil Kumar P. B., 2006).
L’augmentation du volume cytoplasmique entraine une modification compl&egrave;te de la
surface membranaire par formation de r&eacute;gions gonfl&eacute;es ou de d&eacute;formations, ce qui
pourrait conduire &agrave; la lyse suivie de la mort cellulaire (Simonin H. et coll., 2007).
Au niveau morphologique, Candida albicans est caract&eacute;ris&eacute;e par un polymorphisme
que nous pouvons retrouver in vitro et in vivo lui permettant de s’adapter &agrave; son
environnement. Ce ph&eacute;nom&egrave;ne d&eacute;pend de plusieurs facteurs tels que le pH, la
temp&eacute;rature
ou
encore
les
substances
chimiques.
Ainsi,
trois
aspects
morphologiques peuvent &ecirc;tre rencontr&eacute;s chez cette levure (Annexe 1) (Whiteway M.
et Bachewich C., 2007) :
- Les blastospores qui sont des formes rondes ou ovalaires mesurant de 2 &agrave; 5 &micro;m de
longueur
- Les pseudomyc&eacute;liums mesurant 20 &micro;m de longueur
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- Les myc&eacute;liums, champignon filamenteux, sp&eacute;cifique de l’esp&egrave;ce Candida albicans
mesurant entre 500 et 600 &micro;m (Sudbery P. et coll., 2004).
Ces transitions morphologiques sont une condition n&eacute;cessaire &agrave; la vie des cellules et
tous les ph&eacute;nom&egrave;nes de la
physiologie cellulaire impliquent une importante
participation de la fluidit&eacute; membranaire. Les perturbations de cette fluidit&eacute;
membranaire chez Candida albicans, dues &agrave; l’exposition des cellules &agrave; l’effet toxique
de l’amphot&eacute;ricine B, se traduisent par une perte des caract&egrave;res normaux et
l’acquisition de modifications de la surface cellulaire.
Le but de cette &eacute;tude est de mettre en &eacute;vidence les modifications qu’adopte
Candida albicans en l’absence et en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; une
concentration finale de 0,4&micro;g/mL (Boucherit Z. et coll., 2007). Dans un premier
temps nous avons analys&eacute; qualitativement les cellules dormantes par microscopie
&eacute;lectronique &agrave; balayage (MEB), l’aspect morphologique durant toutes les phases de
croissance est d&eacute;termin&eacute; par l’&eacute;quation de Merson-Davies et Odds &eacute;tablie en 1989.
Dans un second temps, nous nous sommes int&eacute;ress&eacute;s aux modifications surfaciques
r&eacute;v&eacute;l&eacute;es avant, pendant et apr&egrave;s la phase de latence &laquo;phase de dormance&raquo;.
Enfin, nous avons analys&eacute; qualitativement et quantitativement la composition en
&eacute;l&eacute;ments surfaciques par une microanalyse SDE-X.
1- Croissance de Candida albicans ATCC10231 en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B
&agrave; 0,4&micro;g/mL
Afin d’&eacute;valuer l’effet de l’amphot&eacute;ricine B &agrave; une concentration de 0,4&micro;g/mL sur
Candida albicans ATCC 10231, nous avons suivi la croissance de cette derni&egrave;re sur
milieu Sabouraud liquide. La croissance est men&eacute;e dans un incubateur de paillasse
&agrave; 30&deg;C sous agitation continue &agrave; 130 tours/minute.
Pour
&eacute;tudier
le
ph&eacute;nom&egrave;ne
de
dormance
des
levures
en
pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine B, la croissance est suivie sur une p&eacute;riode de 48 heures, avec des
pr&eacute;l&egrave;vements r&eacute;guliers toutes les 60 minutes par d&eacute;nombrement des levures viables
sur cellule de Thoma.
Les r&eacute;sultats que nous avons obtenus sont repr&eacute;sent&eacute;s sur la figure n&deg; 25.
Nous constatons que :
En l’absence et en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; une concentration finale de
0,4 &micro;g/mL, nous retrouvons les trois phases d’une courbe de croissance, &agrave; savoir :
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- La phase de latence ou la phase facultative au cours de laquelle les levures
s’adaptent au milieu.
- La phase exponentielle au cours de laquelle la vitesse de la croissance est
constante et maximale et o&ugrave; les levures se divisent &agrave; leur rythme le plus &eacute;lev&eacute; et
doublent en nombre.
- La phase stationnaire au cours de laquelle les levures cessent de croitre et restent
stables.
La
courbe
t&eacute;moin,
qui
correspond
aux
cellules
incub&eacute;es
en
l’absence
d’amphot&eacute;ricine B, montre qu’apr&egrave;s incorporation de l’inoculum au temps z&eacute;ro &agrave; la
concentration de 2.106 cellules/mL, les levures passent par une phase de latence de
2 heures caract&eacute;ris&eacute;e par un nombre constant de cellules de d&eacute;part, ensuite les
cellules entrent dans une phase de croissance exponentielle pour atteindre un
maximum de cellules au bout de 10 heures d’incubation sous agitation continue &agrave;
130 tours/minute.
En pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; une concentration finale de 0,4&micro;g/mL, nous
remarquons que la phase de latence se prolonge jusqu’&agrave; 21 heures, ensuite les
cellules reprennent leur croissance d’une mani&egrave;re homologue au t&eacute;moin avec un
degr&eacute; d’inhibition estim&eacute; &agrave; 21%. Les levures qui reprennent leur croissance lorsque
le temps d’incubation est prolong&eacute;e au-del&agrave; de 24 heures, sont appel&eacute;es les cellules
dormantes.
Les r&eacute;sultats de la croissance des levures de Candida albicans ATCC10231
incub&eacute;es en l’absence et en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B, montrent que
l’amphot&eacute;ricine B utilis&eacute;e &agrave; la dose de 0,4&micro;g/mL entraine une inhibition de la
croissance de 21%.
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Figure n&deg;25 : Croissance des
de cellules de Candida albicans ATCC 10231
incub&eacute;es en l’absence et en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 0,4&micro;g/mL.
L’amphot&eacute;ricine B est ajout&eacute; au temps z&eacute;ro de la croissance au m&ecirc;me moment
que l’inoculum. La concentration cellulaire de d&eacute;part est de 2.106 cellules/mL.
Les
es cultures sont incub&eacute;es &agrave; 30&deg;C sous agitation
agitation continue (130 tours/minute).
tours/minute
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2- Morphologie des cellules
2-1- Indice de morphologie (Mi)
La forme cellulaire est d&eacute;finie &agrave; partir de l’indice de morphologie qui est calcul&eacute; en
l’absence et en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B.
Pendant la phase de latence, les cellules t&eacute;moins trait&eacute;es sont choisies au hasard et
10 cellules sont analys&eacute;es pour chaque &eacute;chantillon. La classification des formes
t&eacute;tramorphiques se fait selon les valeurs de l’indice morphologique. Pour des valeurs
du Mi &lt;1,5 blastoconidia, 1,6-2,4 tube-germinatif, 2,5–3,4 pseudo-hyphes et &gt; 3,4
hyphes (Merson-Davies L. A. et Odds F., 1989).
Les r&eacute;sultats sont repr&eacute;sent&eacute;s dans le tableau n&deg;1.
Nous remarquons que les cellules incub&eacute;es en l’absence et en pr&eacute;sence de
0,4&micro;g/mL d’amphot&eacute;ricine B sont sous la forme levure.
Tableau n&deg; 1: Indice de morphologie (Mi=ls/d2) de Candida albicans ATCC10231
cultiv&eacute;es dans le milieu Sabouraud liquide &agrave; 30&deg;C en l’absence et en pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 0,4&micro;g/mL.
Indice de morphologie
(Mi)
Moyenne
Ecart
Nombre de
cellules
analys&eacute;es
Forme pl&eacute;omorphique
type
Candida albicans
ATCC10231
0,63
0,16
10
Forme levure (Mi&lt;1,5)
Candida albicans
ATCC10231+ AmB
0,603
0,18
10
Forme levure (Mi&lt;1,5)
Les microphotographies repr&eacute;sent&eacute;es dans la figure n&deg; 26 sont obtenues gr&acirc;ce aux
signaux
s&eacute;quentiels
en
balayant
la
surface
des
deux
&eacute;chantillons.
Les reliefs des images en 3 dimensions (3D) correspondent &agrave; des diff&eacute;rences
d’&eacute;mission d’&eacute;lectrons &agrave; partir de la surface cellulaire. Les &eacute;lectrons &eacute;mis par des
surfaces hautes sont plus facilement arrach&eacute;s au niveau des pics de surfaces et
donnent des zones lumineuses. Les creux moins expos&eacute;s apparaissent plus
sombres. La diff&eacute;rence de contraste est exprim&eacute;e par des niveaux de gris associant
chaque niveau &agrave; une hauteur. L’intensit&eacute; lumineuse des pixels est cod&eacute;e sur 8 bits
avec une &eacute;chelle de gris allant de 0 &agrave; 255 (0: noir /255 : blanc)
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(a)
(b)
Figure n&deg;26 : Microphotographies et trac&eacute;s de la surface cellulaire en 3D
(a)- Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;e en l’absence d’amphot&eacute;ricine B
(b)- Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;e en
pr&eacute;sence de 0,4&micro;g/mL
d’amphot&eacute;ricine B.. L’axe Z est une fonction &agrave; valeur unique d&eacute;finie sur une
grille g&eacute;om&eacute;trique rectangulaire qui signifie l’intensit&eacute; lumineuse ainsi
ain que la
hauteur de la surface (barre=10&micro;m)
barre=10&micro;m).
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2-2- Analyse de la surface des cellules par microscopie &eacute;lectronique &agrave;
balayage (MEB)
Une &eacute;tape cl&eacute; du traitement de l'image est le seuillage, c'est &agrave; dire le passage de
l'image num&eacute;rique &agrave; l'image binaire. Pour ce faire, diff&eacute;rents traitements sont r&eacute;alis&eacute;s
sur les images num&eacute;riques et binaires. Une image dite &laquo; calibr&eacute;e &raquo; du bruit de fond
parasite et des variations d'intensit&eacute; des pixels est alors obtenue.
Il est &agrave; noter que les traitements binaires permettent de d&eacute;finir le plus pr&eacute;cis&eacute;ment
possible les cellules &agrave; analyser.
Les r&eacute;sultats relatifs &agrave; l'analyse num&eacute;rique par le logiciel ImageJ sont repr&eacute;sent&eacute;s
sur la figure n&deg; 27.
Nous remarquons la pr&eacute;sence d’une d&eacute;formation qui apparait comme une &quot;bosse&quot; &agrave;
l'interface des cellules incub&eacute;es en pr&eacute;sence de 0,4&micro;g/mL d’amphot&eacute;ricine B.
Cette d&eacute;formation s'&eacute;tend en largeur sur 1 &agrave; 2&micro;m et sur une longueur de 2 &agrave; 3&micro;m.
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Figure n&deg;27 : D&eacute;formations cellulaires observ&eacute;es par microscope &eacute;lectronique
&agrave; balayage (MEB) chez Candida albicans ATCC10231. (a)- cellules t&eacute;moins
(b)- cellules expos&eacute;es &agrave; 0,4&micro;g/mL d’amphot&eacute;ricine B.
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2-3- Mod&eacute;lisation de la morphologie en 3 dimensions (3D)
Afin de mieux visualiser le changement de la morphologie cellulaire, deux cellules
sont s&eacute;lectionn&eacute;es.
A
l’&eacute;chelle
de
la
cellule
individuelle
la
mod&eacute;lisation
en
3
dimensions
(3D fausses couleurs LUT Spectrum) (Figure n&deg;28), nous renseigne sur la surface et
nous donne une impression sur le volume cellulaire.
Les donn&eacute;es en 3D indiquent que la d&eacute;formation de la cellule en forme de bosse
s’accompagne d’une importante modification de la dimension et de la rugosit&eacute;.
En effet, la surface de la partie d&eacute;form&eacute;e repr&eacute;sente 33,25% de la cellule, calcul&eacute;e &agrave;
partir de la surface.
La surface de chaque cellule est calcul&eacute;e et les r&eacute;sultats sont repr&eacute;sent&eacute;s dans le
tableau n&deg;2.
Tableau n&deg; 2 : Surface et p&eacute;rim&egrave;tre de la partie observ&eacute;e de Candida albicans
ATCC10231.
La
surface
est
calcul&eacute;e
en
utilisant
le
logiciel
ImageJ
(Parcelle de surface).
Surface (Area)
P&eacute;rim&egrave;tre de la partie mesur&eacute;e
Cellule enti&egrave;re
10,668
13,117
Partie cellulaire d&eacute;form&eacute;e
3,548
7,825
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(a)
(b)
(c)
(d)
(e)
(f)
Figure n&deg;28: Cartographie de l’intensit&eacute; lumineuse (Fausses couleurs : LUT
spectrum) de la cellule individuelle de Candida albicans ATCC 10231
(a)- cellule t&eacute;moin (b)- cellule expos&eacute;e &agrave; 0,4&micro;g/mL d’amphot&eacute;ricine B
(c)- configuration en 3D (surface plot) de la cellule t&eacute;moin et (d)- de la cellule
expos&eacute;e &agrave; l’amphot&eacute;ricine B. (e)- Profil de l’intensit&eacute; repr&eacute;sent&eacute; en valeurs de
gris de la cellule t&eacute;moin et (f)- de la cellule expos&eacute;e &agrave; l’amphot&eacute;ricine B
(Barre= 1,30 &micro;m).
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3- El&eacute;ments surfaciques d&eacute;tect&eacute;s par spectroscopie des rayons-X &agrave; dispersion
d’&eacute;nergie (SDE-X)
Dans cette &eacute;tude nous avons proc&eacute;d&eacute; &agrave; une analyse qualitative et quantitative des
&eacute;l&eacute;ments pr&eacute;sents &agrave; la surface cellulaire de Candida albicans ATCC 10231.
Les &eacute;l&eacute;ments surfaciques sont d&eacute;tect&eacute;s par
spectroscopie des rayons-X &agrave;
dispersion d’&eacute;nergie (SDE-X). Tous les &eacute;l&eacute;ments sont normalis&eacute;s, le temps
d’acquisition des spectres est de 10.0 et la tension d’acc&eacute;l&eacute;ration est de 15.0 (keV).
Il faut noter que la pr&eacute;sence du Silicium (Si) dans les spectres est li&eacute;e en grande
partie &agrave; l’&eacute;mission du monocristal de silicium dop&eacute; au Lithium Si (Li) (composant
majeur du d&eacute;tecteur SDE-X).
Les microphotographies des &eacute;chantillons analys&eacute;s sont repr&eacute;sent&eacute;es par une
configuration en 3D accompagn&eacute;e d’un histogramme indiquant l’intensit&eacute; lumineuse
pour chaque r&eacute;gion surfacique. La couleur blanche correspond aux zones o&ugrave; il n'y a
pas d’intensit&eacute;, la couleur grise aux zones moyennement intenses et la couleur noire
aux zones tr&egrave;s intenses. Nous remarquons que les zones o&ugrave; il n'y a pas d’intensit&eacute;
dans l’histogramme sont minoritaires et que les zones moyennement intense sont
majoritaires. Les zones tr&egrave;s intenses sont plut&ocirc;t localis&eacute;es puisque ce sont celles o&ugrave;
appara&icirc;t la surface compl&egrave;te des cellules.
La figure n&deg; 29 repr&eacute;sente les cellules t&eacute;moins incub&eacute;es en l’absence
d’amphot&eacute;ricine B. Les spectres SDE-X ont r&eacute;v&eacute;l&eacute; la pr&eacute;sence de deux pics.
Un pic de Silicium (Si) et un pic de calcium (Ca++).
La figure n&deg; 30 repr&eacute;sente les cellules incub&eacute;es en pr&eacute;sence de 0,4&micro;g/mL
d’amphot&eacute;ricine B. Les spectres ont r&eacute;v&eacute;l&eacute; qu’en plus du Silicium (Si) et du Calcium
(Ca++), il y’a la pr&eacute;sence de deux autres &eacute;l&eacute;ments, le Sodium (Na+) et le Chlore (Cl-).
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Figure n&deg;29 : (a)- Configuration en 3D (surface plot) (b)- histogramme
d’intensit&eacute; lumineuse et (c)- spectre SDE-X des micro&eacute;l&eacute;ments pr&eacute;sents &agrave; la
surface des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en l’absence
d’amphot&eacute;ricine B (cellules t&eacute;moins). Tous les &eacute;l&eacute;ments sont normalis&eacute;s, le
temps d’acquisition des spectres est de 10.0 et la tension d’acc&eacute;l&eacute;ration est de
15.0 (keV).
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Figure n&deg;30 : (a)- Configuration en 3D (surface plot) (b)- histogramme
d’intensit&eacute; lumineuse et (c)- spectre SDE-X des micro&eacute;l&eacute;ments pr&eacute;sents &agrave; la
surface des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en pr&eacute;sence de
0,4 &micro;g/mL d’amphot&eacute;ricine B. Tous les &eacute;l&eacute;ments sont normalis&eacute;s, le temps
d’acquisition des spectres est de 10.0 et la tension d’acc&eacute;l&eacute;ration est de
15.0 (keV).
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La d&eacute;tection des &eacute;l&eacute;ments par l’analyse qualitative est accompagn&eacute;e par une
analyse quantitative des diff&eacute;rents pourcentages massiques.
L’histogramme repr&eacute;sent&eacute; dans la figure n&deg; 31 montre qu’il y’a une diff&eacute;rence
importante dans le pourcentage massique du calcium (&eacute;l&eacute;ment retrouv&eacute; &agrave; la surface
des cellules t&eacute;moins et des cellules incub&eacute;es en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B).
La concentration du calcium est diff&eacute;rente. Elle est estim&eacute;e &agrave; 33,3% chez les cellules
t&eacute;moins et seulement &agrave; 10,3% chez les cellules dormantes.
La pr&eacute;sence du sodium et du chlore &agrave; 16,4% et 55,5%, respectivement est d&eacute;tect&eacute;e
seulement chez les cellules expos&eacute;es &agrave; 0,4&micro;g/mL d’amphot&eacute;ricine B.
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Figure n&deg;31 : Histogramme repr&eacute;sentant le dosage des &eacute;l&eacute;ments pr&eacute;sents sur
la surface cellulaire de Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en l’absence et
en pr&eacute;sence de 0,4&micro;g/mL
4&micro;g/mL d’amphot&eacute;ricine B.
B Le pourcentage massique des
&eacute;l&eacute;ments est obtenu par microanalyse SDE-X
X (Tous les &eacute;l&eacute;ments sont
normalis&eacute;s).
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4- Discussion
Dans cette partie de l’&eacute;tude, nous avons essay&eacute; de mieux comprendre le
ph&eacute;nom&egrave;ne de dormance, d’explorer la morphologie globale des cellules dormantes
et de suivre la cin&eacute;tique de croissance. Pour ce faire, nous avons r&eacute;alis&eacute; une &eacute;tude
cin&eacute;tique, une &eacute;tude microscopique et une analyse des &eacute;l&eacute;ments surfaciques.
Les &eacute;tudes cin&eacute;tiques des cultures de Candida albicans ATCC 10231 en l’absence et
en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B ont montr&eacute; que :
- L’addition de l’amphot&eacute;ricine B &agrave; une concentration finale de 0,4&micro;g/mL au milieu de
culture induit un prolongement de la phase de latence qui passe de 2 heures &agrave;
21 heures, avec un taux d’inhibition de 21% par rapport aux cellules t&eacute;moins
incub&eacute;es sans antifongique. Nos r&eacute;sultats sont en accord avec ceux de
Boucherit Z. et ses collaborateurs (2007) qui ont montr&eacute; que Candia albicans
ATCC10231, incub&eacute;es en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B rentrent dans une phase de
latence de 21 heures avant de reprendre leur croissance avec un taux d’inhibition de
45%. Rappelons que Koutsoumanis et Sofos en 2005, ont estim&eacute; que la phase de
latence est une phase importante, dans laquelle les cellules accomplissent leur
travail cellulaire avant d'entrer en division. En effet, lorsque les cellules subissent un
stress comme l’exposition &agrave; des concentrations sub-inhibitrices d’amphot&eacute;ricine B,
doivent r&eacute;parer les dommages m&eacute;taboliques et cellulaires avant d’entamer la
division.
- Les r&eacute;sultats de l’&eacute;tude microscopique ont montr&eacute; que les cellules ont la m&ecirc;me
morphologie tout au long de la croissance avec un indice de morphologie (Mi) &eacute;gale
&agrave; 0,6 qui, selon la classification de Merson-Davies et Odds &eacute;tablie en 1989,
correspond &agrave; la forme levure (Mi&lt;1,5). Cette classification d&eacute;pend des conditions de
culture et de l’&eacute;tat
cellulaire, ce qui peut expliquer d’un autre c&ocirc;t&eacute;, la forme
pl&eacute;omorphique que nous avons observ&eacute;. En effet, les conditions de culture ont une
influence majeure sur la transition morphologique que peut adopter la levure.
L’apparition de la forme arrondie dans nos observations est due en grande partie &agrave; la
temp&eacute;rature que nous avons fix&eacute;e &agrave; 30&deg; C et au pH du milieu Sabouraud
qui est de 5,6. De plus, il n’y a pas de corr&eacute;lation entre le Mi et le volume globale.
Les cellules apparaissent plus ou moins s&eacute;par&eacute;es les unes des autres selon le milieu
de culture et les conditions de croissance cellulaire. Ces observations vont dans le
m&ecirc;me sens que ceux de Whiteway M. et Bachewich C. (2007).
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- Les observations en MEB complex&eacute;es &agrave; une analyse
d’image par le logiciel
ImageJ fournissent non seulement une image bidimensionnelle mais &eacute;galement un
profil de surface en 3D. Les microphotographies que nous avons obtenues pendant
la phase de latence montrent une d&eacute;formation cellulaire chez les levures expos&eacute;es &agrave;
une concentration de 0,4&micro;g/mL d’amphot&eacute;ricine B. Les cellules pr&eacute;sentent un aspect
de contour cellulaire bomb&eacute;. Cette d&eacute;formation est estim&eacute;e &agrave; 33,25% du volume
cellulaire globale. Ces alt&eacute;rations sont comparables &agrave; celles d&eacute;crites par Kyung et
ses collaborateurs, en 2011
qui en utilisant l’AFM (Atomic Force Microscopy),
ont montr&eacute; qu’en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B, les levures subissent de grands
changements morphologiques avant de se d&eacute;truire. Selon ces m&ecirc;mes auteurs, la
mort cellulaire chez Candida albicans induite par cet antifongique &agrave; une
concentration de 1&micro;g/mL passe par quatre phases principales (Cell Death Phases)
(CDP0, CDP1, CDP2, et CDP3) qui sont d&eacute;termin&eacute;es en fonction des changements
morphologiques dont le premier est observ&eacute; au niveau membranaire.
Or, pour notre &eacute;tude, nous avons utilis&eacute; l’amphot&eacute;ricine B &agrave; une concentration finale
de 0,4&micro;g/mL. A cette concentration, les cellules rentrent dans une phase de
dormance mais ne sont pas d&eacute;truites car, la d&eacute;formation qu’elles ont subi (33,25%)
ne repr&eacute;sente que le 1/3 de la surface cellulaire.
Ces changements de la morphologie cellulaire se caract&eacute;risent par une s&eacute;paration
membranaire, une perforation de la surface et un r&eacute;tr&eacute;cissement du volume
cellulaire. En effet, la microanalyse SDE-X des cellules incub&eacute;es en pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine B, met en &eacute;vidence la pr&eacute;sence du sodium (Na+) &agrave; 16,4%, et du
chlore (Cl-) &agrave; 55,5% dans le milieu extracellulaire. Ces r&eacute;sultats confirment l’effet
perturbateur de cet antifongique au niveau membranaire qui est &agrave; l’origine d’une fuite
de diverses esp&egrave;ces ioniques suivie d’une d&eacute;polarisation de la membrane
plasmique. Ces r&eacute;sultats sont en accord avec les travaux de Hartsel S. C. et coll.,
1994 qui ont &eacute;tabli un classement de la fuite des ions en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B
comme suit Na + &gt; K +&gt; Rb + &gt; Cs + &gt; Li + &gt; Cl- (Figure n&deg;32).
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Figure n&deg; 32 : Repr&eacute;sentation sch&eacute;matique de la morphologie cellulaire de
Candida albicans ATCC 10231
(a)- cellules t&eacute;moins
(b)- levures incub&eacute;es en la pr&eacute;sence de 0,4&micro;g/mL
d’amphot&eacute;ricine B.
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5- Conclusion
Au terme de ce chapitre, nous pouvons dire que la d&eacute;formation membranaire
partielle observ&eacute;e peut &ecirc;tre expliqu&eacute;e par la th&eacute;orie de Pontier &eacute;tablie en 1973 qui
stipule que l’interaction des drogues avec les cellules h&ocirc;tes est multi-cibles.
En effet, les cellules de Candida albicans peuvent r&eacute;parer leur membrane si le temps
d’incubation est prolong&eacute; au del&agrave; de 24 heures. Le retour &agrave; une membrane tendue &agrave;
partir de la membrane d&eacute;form&eacute;e se r&eacute;alise de mani&egrave;re optimale lorsque le milieu
osmotique est r&eacute;&eacute;quilibr&eacute;. La transition progressive entre ces deux &eacute;tats structuraux
pourrait s’expliquer par une r&eacute;organisation lat&eacute;rale de l’ensemble des composants
lipidiques. Ce qui sugg&egrave;re que la s&eacute;paration de phase est la cause principale des
d&eacute;formations
observ&eacute;es
lors
des
traitements
par
l’amphot&eacute;ricine
B.
La membrane plasmique n’&eacute;tant que tr&egrave;s peu compressible, il y a donc un exc&egrave;s de
surface et une d&eacute;formation de cette structure est n&eacute;cessaire pour maintenir une
forme sph&eacute;rique (Laroche C. et coll., 2005).
Cette d&eacute;formation pourrait &ecirc;tre expliqu&eacute;e &eacute;galement par le r&ocirc;le des st&eacute;rols
membranaires. Le diagramme de phase d’une bicouche &agrave; plusieurs composants
montre qu’en absence des st&eacute;rols aucune s&eacute;paration n’est possible (Andr&eacute; E. P et
coll., 2012). L’hypoth&egrave;se serait que l’amphot&eacute;ricine B agit au niveau des radeaux
lipidiques se trouvant au sein des membranes plasmiques des cellules sensibles.
Il existe deux arguments majeurs en faveur de cette hypoth&egrave;se: l’existence des
radeaux au sein des membranes plasmiques de levures de Candida albicans d’une
part. D’autre part, le mode d’action de l’amphot&eacute;ricine B, qui implique l’interaction
avec l’ergost&eacute;rol (consid&eacute;r&eacute; comme composant cl&eacute; de ces r&eacute;gions) [(Andr&eacute; E. P et
coll., 2012) ; (Orsini F. et coll., 2012)]. De plus, en 2010, Schaber J. et ses
collaborateurs, ont montr&eacute; que les modifications morphologiques de la surface sont
gouvern&eacute;es par l’&eacute;volution d’un rapport surface/volume, par la minimisation de
l’&eacute;nergie due &agrave; la courbure et par la diff&eacute;rence de surface entre les deux feuillets de
la bicouche. Par cons&eacute;quent, les d&eacute;formations peuvent conduire &agrave; la formation de
domaines qui permettent de diminuer les contraintes au sein de la membrane.
Ces derniers, sont associ&eacute;s &agrave; une diminution de la surface et &agrave; un changement du
volume. Une contraction volumique importante a &eacute;t&eacute; corr&eacute;l&eacute;e &agrave; un taux de mortalit&eacute;
cellulaire plus important au cours d’un stress osmotique (Vindelov J. et Arneborg
N., 2002).
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chapitre : Analyse biochimique de la surface membranaire des cellules de
Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en l’absence et en pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine B
Dans le but de comprendre par quels moyens biochimiques les cellules dormantes
r&eacute;cup&egrave;rent des dommages caus&eacute;s par l’action de l’amphot&eacute;ricine B et reprennent
une croissance normale apr&egrave;s une phase de latence prolong&eacute;e, nous avons proc&eacute;d&eacute;
&agrave; une analyse par spectroscopie infrarouge &agrave; transform&eacute;e de Fourier mode-r&eacute;flexion
totale att&eacute;nu&eacute;e (IRTF-RTA).
La croissance est men&eacute;e dans un incubateur de paillasse, &agrave; 30&deg;C sous agitation
continue &agrave; 130 tours/minute. La cin&eacute;tique de croissance est suivie en parall&egrave;le aux
analyses spectrales sur 48 heures avec des pr&eacute;l&egrave;vements p&eacute;riodiques toutes les
60 minutes. L’amphot&eacute;ricine B est ajout&eacute;e au milieu de culture au m&ecirc;me moment
que l’inoculum &agrave; une concentration finale de 0,4&micro;g/mL, ce qui correspond au temps
z&eacute;ro.
Les spectres IRTF-RTA sont acquis apr&egrave;s s&eacute;chage des &eacute;chantillons &agrave; l’aide de
l’azote gazeux N2 . Les donn&eacute;es sont ensuite analys&eacute;es en attribuant les pics
d’absorbance aux compos&eacute;s correspondants en employant diff&eacute;rentes m&eacute;thodes
math&eacute;matiques.
Les spectres sont enregistr&eacute;s dans les diff&eacute;rentes phases de la croissance dans une
gamme de fr&eacute;quence allant
de 3500 &agrave;
500 cm-1. L’assignation des diff&eacute;rentes
bandes est r&eacute;alis&eacute;e en se r&eacute;f&eacute;rant &agrave; la base des donn&eacute;es publi&eacute;es dans la litt&eacute;rature
(Annexe 2).
1-Spectres IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es
en l’absence d’amphot&eacute;ricine B
Pour la cin&eacute;tique de croissance, les r&eacute;sultats repr&eacute;sent&eacute;s sur la figure n&deg; 33a
montrent trois phases de croissance ; une phase de latence, une phase
exponentielle et une phase stationnaire.
Les levures passent par une phase de latence (0&lt; t &lt;3h) de 2 heures caract&eacute;ris&eacute;e
par un nombre constant de cellules de d&eacute;part. Ensuite, elles rentrent dans une phase
de croissance exponentielle (3&lt; t &lt;10h) pour atteindre la phase stationnaire au bout
de 8 heures d’incubation sous agitation continue &agrave; 130 tours/ minute.
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Les spectres IRTF-RTA sont enregistr&eacute;s dans un intervalle allant de 3000 cm-1 &agrave;
900 cm-1, les pr&eacute;l&egrave;vements sont effectu&eacute;s toutes les 60 minutes durant la phase de
latence et la phase exponentielle.
Les r&eacute;sultats de l’analyse spectrale sont repr&eacute;sent&eacute;s dans la figure n&deg;33b.
Nous remarquons que les spectres sont enregistr&eacute;s dans quatre r&eacute;gions principales :
- Une r&eacute;gion allant de 3000 &agrave; 2500 cm-1 domin&eacute;e par une bande d’intensit&eacute; faible
apparaissant vers les 2900 et 2700 cm-1 et attribu&eacute;e aux vibrations d’&eacute;longation des
groupes CH3, CH2, et CH tertiaire, pr&eacute;sents dans les liens d’acides gras de lipides et
de certaines cha&icirc;nes aliphatiques et lat&eacute;rales d’acides amin&eacute;s.
- Une r&eacute;gion comprise entre 2000 et 1500 cm-1 domin&eacute;e par deux bandes tr&egrave;s
intenses correspondant aux vibrations d’&eacute;longation et de d&eacute;formation des
groupements C=O, CN et NH de l’amide I et l’amide II ; un premier pic apparait vers
1650 cm-1 correspondant aux vibrations de la r&eacute;gion amide I et un deuxi&egrave;me pic vers
1555
cm-1
correspondant
aux
vibrations
de
la
r&eacute;gion
amide
II.
Ces r&eacute;sultats fournissent une information &agrave; la fois quantitative et qualitative sur le
contenu prot&eacute;ique.
- Une r&eacute;gion mixte entre 1500 et 1200 cm-1 dans laquelle des bandes d’intensit&eacute;
moyennes sont observ&eacute;es vers 1300 et 1250 cm-1. Ces bandes attestent de la
pr&eacute;sence d’une superposition des phospholipides et des prot&eacute;ines par la vibration
d’&eacute;longation et de d&eacute;formation des deux groupements CN et NH de l’amide III et la
vibration d’&eacute;longation du groupement P=O des phospholipides.
- Une r&eacute;gion allant de 1200 &agrave; 900 cm-1 domin&eacute;e par les bandes d’absorption dues
aux vibrations d’&eacute;longation des diff&eacute;rentes liaisons polysaccharidiques, tels que les
vibrations d’&eacute;longation C-O-C et C-O-P des polysaccharides et st&eacute;rols.
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Figure n&deg;33 : (a)- Courbe de croissance et (b)- repr&eacute;sentation en 3D
(temps, intensit&eacute; d’absorbance, nombre d’ondes) de la signature spectrale
IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en l’absence
d’amphot&eacute;ricine B, pendant 10h de croissance (0&lt; t &lt;3h=phase de latence)
(3&lt; t &lt;10h=phase exponentielle). R&eacute;gion spectrale allant de 3000 &agrave; 900 cm-1.
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2-Spectres IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es
en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 0,4 &micro;g/mL
Les levures de Candida albicans ATCC 10231 sont incub&eacute;es en pr&eacute;sence de
0,4 &micro;g/mL d’amphot&eacute;ricine B. L’antifongique est ajout&eacute; au milieu de culture au m&ecirc;me
moment que l’inoculum, ce qui correspond au temps z&eacute;ro de la croissance.
La concentration cellulaire de d&eacute;part est fix&eacute;e &agrave; 2.106 cellules/mL. La croissance des
levures est suivie par d&eacute;nombrement sur cellule de Thoma. Les levures sont
incub&eacute;es &agrave; 30&deg;C sous agitation continue &agrave; 130 tours/minute pendant 48 heures.
Pour la caract&eacute;risation biochimique et le suivi de l’effet de l’amphot&eacute;ricine B sur les
cellules en fonction du temps d’incubation, ces derni&egrave;res sont lav&eacute;es, centrifug&eacute;es,
et mises en suspension dans de l’eau distill&eacute;e st&eacute;rile avant d’&ecirc;tre d&eacute;pos&eacute;es sur le
cristal de diamant et d&eacute;shydrat&eacute;es &agrave; l’aide d’azote gazeux N2 .
Les culots de Candida albicans ATCC 10231 sont analys&eacute;s par spectroscopie
IRTF-RTA.
D’apr&egrave;s la figure n&deg;34a nous constatons qu’en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; une
concentration finale de 0,4 &micro;g/mL, la phase de latence se prolonge jusqu’&agrave;
24 heures. Les levures reprennent ensuite leur croissance d’une mani&egrave;re identique
aux cellules t&eacute;moins (levures incub&eacute;es sans antifongique). Le profil global
d’absorption repr&eacute;sent&eacute; dans la figure n&deg;34b est le m&ecirc;me que celui des cellules
t&eacute;moins. Les spectres sont enregistr&eacute;s dans les m&ecirc;mes r&eacute;gions que celles
retrouv&eacute;es chez la culture t&eacute;moin.
L’analyse statistique montre qu’il existe des diff&eacute;rences importantes dans les
spectres analys&eacute;s en fonction du temps d’incubation. Les variations mol&eacute;culaires au
sein de la surface cellulaire sont suffisamment importantes pour provoquer des
variations spectrales.
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Figure n&deg; 34 : (a)- Courbe de croissance des cellules de Candida albicans
ATCC 10231 incub&eacute;es en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine
B &agrave;
0,4
&micro;g/mL
(b)- Spectres IRTF-RTA aux temps 0h, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h et 24h pendant la
phase de latence et aux temps 25h, 26h et 27h pendant la phase exponentielle.
R&eacute;gion spectrale allant de 3000 &agrave; 900 cm-1.
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2-1- Analyse spectrale comparative entre cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es en phase de
latence et en phase exponentielle
2-1-1- Analyse globale des spectres
Les analyses statistiques globales des diff&eacute;rents spectres enregistr&eacute;s en pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine B ont r&eacute;v&eacute;l&eacute; des changements biochimiques importants au niveau
de la surface cellulaire, entre cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es en phase de latence et celles en
phase exponentielle. En revanche, aucune diff&eacute;rence qualitative et/ou quantitative
dans les spectres n’est observ&eacute;e chez les cellules t&eacute;moins et ce tout au long de la
croissance.
Les r&eacute;sultats obtenus nous ont conduits &agrave; affiner les recherches dans les zones
spectrales les plus marqu&eacute;es par la variabilit&eacute;.
Les signatures IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231 sont
compar&eacute;es en fonction de deux groupes :
- Groupe 1 : correspondant aux cellules analys&eacute;es en phase de latence (phase de
dormance) aux temps 0h, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h et 24h.
- Groupe 2 : correspondant aux cellules analys&eacute;es en phase exponentielle aux temps
25h, 26h et 27h.
a- Test de Student
Dans un premier temps, les changements sont analys&eacute;s par des approches
statistiques multi-vari&eacute;es. Le but que nous nous sommes fix&eacute; est de confirmer les
variances entre les deux populations de cellules.
Les hypoth&egrave;ses test&eacute;es sont :
- L’hypoth&egrave;se nulle H0 : &micro;1=&micro;2 indiquant qu’il n’y a aucune diff&eacute;rence entre les
moyennes des deux populations (groupe1 et groupe 2).
- L’hypoth&egrave;se alternative H1 : &micro;1≠&micro;2 signifiant que les moyennes entre les deux
populations sont significativement diff&eacute;rentes.
D’apr&egrave;s les r&eacute;sultats repr&eacute;sent&eacute;s dans la figure n&deg; 35, nous constatons que la valeur
p (p-value) est estim&eacute;e &agrave; 1% (t-Test 0.01), ce qui est statistiquement significative et
rejette l'hypoth&egrave;se nulle. Des variations biochimiques importantes sont relev&eacute;es entre
les cellules dormantes (phase de latence) et les cellules en phase exponentielle.
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Figure n&deg; 35 : Spectres IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231
incub&eacute;es en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 0,4&micro;g/mL. Variations spectrales
(t-Test 0,01) entre la phase de dormance (rouge) et la phase exponentielle
(vert). R&eacute;gion allant de 3000 &agrave; 900 cm-1.
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b- Analyse en composantes principales (ACP)
Dans un second temps, les spectres des cellules sont compar&eacute;s par l’approche
d’analyse bas&eacute;e sur les composantes principales (ACP) dans un intervalle de
confiance de 95%. Les variables d’origine fortement redondantes (l’absorbance et les
profils
des
spectres),
sont
remplac&eacute;es
par
des
variables
synth&eacute;tiques
(variables latentes). Deux composantes principales (CP1 et CP2) sont s&eacute;lectionn&eacute;es
pour r&eacute;sumer les informations dans les r&eacute;gions allant de 3000 &agrave; 900 cm-1.
D’apr&egrave;s les r&eacute;sultats repr&eacute;sent&eacute;s dans la figure n&deg;36, nous remarquons une nette
s&eacute;paration entre les spectres. En effet, les points num&eacute;rot&eacute;s de 1 &agrave; 7 correspondent
&agrave; la phase de dormance, alors que les points num&eacute;rot&eacute;s de 8 &agrave; 10 correspondent &agrave;
la phase exponentielle.
Au sein de chaque groupe de spectres (groupe 1 et groupe 2), la repr&eacute;sentation des
points est asym&eacute;trique et non superpos&eacute;e, ce qui correspond &agrave; une variabilit&eacute;
spectrale dans la m&ecirc;me phase et entre les diff&eacute;rentes phases.
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Figure n&deg; 36 : Analyse en composantes principales (ACP) r&eacute;alis&eacute;e sur les
spectres des cellules de Candida albicans ATCC 10231 en phase de dormance,
et en phase exponentielle. Les ellipses sont calcul&eacute;es dans un intervalle de
confiance de 95%. (
Barycentre des points)
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sont enregistr&eacute;es dans deux r&eacute;gions principales
(Figure n&deg;37) :
-La r&eacute;gion situ&eacute;e entre 1750 et 1500 cm-1, dans laquelle nous distinguons deux
bandes d’absorption principales, la bande amide I (entre 1650 et 1600 cm-1) ou des
variations significatives entre les cellules en phase de dormance et les cellules en
phase exponentielle sont observ&eacute;es et la bande amide II (entre 1600 et 1500cm-1) ou
aucune variation entre les deux phases de croissance n’est signal&eacute;e.
-La r&eacute;gion situ&eacute;e entre 1500 et 900 cm-1, ou nous distinguons trois bandes
principales, la bande des acides gras et acides amin&eacute;es (1400 &agrave; 1300 cm-1),
la bande caract&eacute;ristique des phospholipides et des vibrations de d&eacute;formations des
groupements CH2 et CH3, le pic li&eacute; &agrave; la vibration d’&eacute;longation des groupements PO2des phosphodiesters (1300 &agrave; 1200cm-1) et la bande des polysaccharides
(1200 &agrave; 900 cm-1).
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R&eacute;sultats et discussion
Attributions
des
variations
spectrales
(t-Test
0,01)
de 1750 &agrave; 1500 cm-1 (rouge), de 1500 &agrave; 1000 cm-1 (jaune) et de 1000 &agrave; 900 cm-1
(bleu). R&eacute;gion spectrale globale comprise entre 3000 et 900 cm-1.
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2-1-2- Variation de la composition prot&eacute;ique dans la r&eacute;gion allant de
1700 &agrave; 1500 cm-1
a- Analyse des spectres
En comparant les deux populations de cellules (cellules dormantes et cellules en
phase exponentielle), il apparait clairement des diff&eacute;rences importantes dans la
r&eacute;gion situ&eacute;e entre 1700 et 1600 cm-1. Les r&eacute;sultats obtenus de la d&eacute;composition des
bandes sont repr&eacute;sent&eacute;s dans la figure n&deg; 38 et les principales attributions sont
regroup&eacute;es dans le tableau n &deg;3.
Nous pouvons dire que les cellules de Candida albicans ATCC 10231, absorbent
dans deux bandes distinctes :
- La bande amide I, dont le profil pr&eacute;sente une signature avec une variance
importante refl&eacute;tant l’&eacute;volution biochimique des cellules dormantes. Les maxima des
pics, sont situ&eacute;s exactement entre 1655 et 1630 cm-1 et la diff&eacute;rence globale entre
les deux groupes de cellules est estim&eacute;e &agrave; un &eacute;cart de 1 &agrave; 20 cm-1 au niveau des
maxima.
Le profil et l’intensit&eacute; de l’absorbance varie au fur et &agrave; mesure de la croissance
cellulaire. De plus, l’absorption attribu&eacute;e aux vibrations d’&eacute;longation des liens C=O et
de d&eacute;formation des liens NH diminue. Les spectres se d&eacute;placent vers les plus hauts
nombres d’ondes de 1630 &agrave; 1655 cm-1 allant de la phase de dormance &agrave; la phase
exponentielle.
- La bande amide II caract&eacute;ristique des vibrations de torsion des liens NH et des
vibrations d’&eacute;longation et de d&eacute;formation des liens CN et NH respectivement.
L’absorption se fait &agrave; 1520 cm-1 pour les cha&icirc;nes lat&eacute;rales et &agrave; 1530 cm-1 pour les
brins
&laquo;beta&raquo;. Les analyses
statistiques (p&gt;0.01) ne
repr&eacute;sentent aucune
pr&eacute;somption contre l'hypoth&egrave;se nulle et donc aucune variabilit&eacute; entre la phase de
dormance (L1-L6) et la phase exponentielle (E8-E10).
Ces variations sugg&egrave;rent une alt&eacute;ration de la structure et/ou de la nature des
prot&eacute;ines membranaires, qui se traduit par un changement du profil des bandes
amide I et des diff&eacute;rences de vibrations attribu&eacute;es aux changements qu’adopte
Candida albicans ATCC 10231 en pr&eacute;sence de 0,4&micro;g d’AmB/mL.
Ces diff&eacute;rences mettent en &eacute;vidence non seulement un profil biochimique de
l’&eacute;volution prot&eacute;ique des cellules dormantes mais contribuent &agrave; classer les
populations de cellules en fonction de leur variabilit&eacute; prot&eacute;ique de surface.
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Figure n&deg; 38 : Spectres IRTF-RTA de la bande amide I (1700 &agrave; 1600 cm-1) et de la
bande amide II (1600 &agrave; 1500 cm-1) des cellules de Candida albicans ATCC 10231
incub&eacute;es en pr&eacute;sence de 0,4&micro;g d’AmB/mL. Indication des diff&eacute;rences
d’absorption au niveau de l’amide I (fl&egrave;ches rouges). R&eacute;gion spectrale allant de
1800 &agrave; 1500 cm-1.
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Tableau n&deg; 3 : Attributions des principales bandes IRTF-RTA des cellules de
Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en pr&eacute;sence de 0,4&micro;g d’AmB/mL dans
la r&eacute;gion allant de 1700 &agrave; 1600 cm-1. (Les vibrations d’&eacute;longation sont not&eacute;es ѵ,
et les vibrations de d&eacute;formation sont not&eacute;es δ).
Phase de r&eacute;cup&eacute;ration des levures
Nombre
Vibrations mol&eacute;culaires
d’onde
(cm-1)
Phase de latence (L1-L6)
1630
ⱱC=O coupl&eacute;e &agrave; δNH
brins b&eacute;ta β
Feuillets antiparall&egrave;les
(b-sheet)
Phase exponentielle (E8-E10)
1640
80% ⱱC=O coupl&eacute;e &agrave; 20% δNH
1655
H&eacute;lice alpha (alpha-helix)
- 88 -
Troisi&egrave;me partie
R&eacute;sultats et discussion
b- Classification hi&eacute;rarchique ascendante (HCA) par la m&eacute;thode de
Ward
Afin de trier les populations cellulaires en fonction des alt&eacute;rations en prot&eacute;ines
membranaires, nous nous sommes int&eacute;ress&eacute;s &agrave; la classification hi&eacute;rarchique
ascendante
(HCA)
dans
la
r&eacute;gion
spectrale
d’int&eacute;r&ecirc;t
comprise
entre
1640 et 1620 cm-1. Les r&eacute;sultats de cette classification sont rapport&eacute;s dans le
dendrogramme de la figure n&deg; 39.
Nous constatons que :
Les
cellules
de
Candida
albicans
ATCC
10231
expos&eacute;es
&agrave;
0,4&micro;g/mL
d’amphot&eacute;ricine B changent leur composition en prot&eacute;ines surfaciques en fonction du
temps d’incubation avec un seuil maximum d’h&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; fix&eacute; &agrave; 44.
En pla&ccedil;ant ce seuil de variance &agrave; 26, nous distinguons deux principaux groupes de
cellules :
- Groupe 1 (G1) pour Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es au temps 0≤ t ≤5h
repr&eacute;sentant la phase de latence (L1-L6).
- Groupe 2 (G2) pour Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es au temps 25≤ t &lt;27h,
repr&eacute;sentant la phase exponentielle (E8-E10)
En diminuant le seuil d’h&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; &agrave; un minimum estim&eacute; &agrave; 10, nous distinguons
des changements prot&eacute;iques croissants qui classent les cellules selon 3 profils
prot&eacute;iques:
- Un profil qui classe les cellules en sous-groupe (L1-L2)
- Un profil qui classe les cellules en sous-groupe (L3-L6)
- Un profil qui classe les cellules en sous-groupe (E8-E10)
En d’autres termes, ces r&eacute;sultats mettent en &eacute;vidence l’importance de la composition
surfacique en prot&eacute;ines dans le comportement biochimique des cellules dormantes et
dans l’&eacute;volution de ces derni&egrave;res en fonction du temps d’incubation.
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Figure n&deg; 39 : Classification hi&eacute;rarchique par la m&eacute;thode de Ward des spectres
IRTF-RTA de Candida albicans ATCC 10231 r&eacute;cup&eacute;r&eacute;e en phase de dormance
(phase de latence) (G1 :L1-L6) et en phase exponentielle (G2 :E8-E10).
R&eacute;gion des variations prot&eacute;iques dans l’amide I allant de 1640 &agrave; 1620 cm-1.
Les
lignes
rouges
et
bleues
repr&eacute;sentent
d’h&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; &agrave; 26 et 10.
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2-1-3- Variation de la composition lipidique dans la r&eacute;gion allant de
1500 et 900 cm-1
a- Analyse des spectres
Dans
cette
r&eacute;gion
nous
distinguons
trois
bandes
d’absorption principales
repr&eacute;sent&eacute;es dans la figure n&deg; 40. Les attributions les plus significatives sont
repr&eacute;sent&eacute;es dans le tableau n&deg; 4.
Nous pouvons d&eacute;duire que les cellules de Candida albicans ATCC 10231 absorbent
dans trois bandes distinctes :
- La bande allant de 1400 &agrave; 1300 cm-1 caract&eacute;rise les acides gras et les acides
amin&eacute;s. Nous distinguons 3 pics d’absorption &agrave; 1400, 1380 et 1310 cm-1.
Les vibrations dans cette r&eacute;gion montrent une variance entre les cellules en phase
de
latence
(L1-L6)
et
les
cellules
en
phase
exponentielle
(E8-E10).
L’&eacute;cart de l’absorption est compris entre 5 et 10 cm-1.
L’analyse statistique par le test de Student s’est av&eacute;r&eacute;e peu significative mais pas
nulle. C’est pourquoi, nous n’avons pas r&eacute;alis&eacute; la classification hi&eacute;rarchique
ascendante (HCA).
- R&eacute;gion allant de 1300 &agrave; 1200 cm
-1
qui correspond &agrave; des vibrations li&eacute;es aux liens
des phospholipides. Les analyses statistiques ont r&eacute;v&eacute;l&eacute;es une diff&eacute;rence majeure et
sp&eacute;cifique entre les deux groupes de cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es en phase de latence
(L1-L6) et en phase exponentielle (E8-E10) amenant &agrave; une classification et une
analyse d&eacute;taill&eacute;e. En effet, dans le pic d’absorption vers 1240 cm-1, l’intensit&eacute; et le
profil varient en fonction des phases et non en fonction du temps d’incubation.
L’absorption des phospholipides par le biais du groupement P=O diminue en
intensit&eacute; en allant des plus petits vers les plus hauts nombres d’ondes jusqu'&agrave;
1245 cm-1, et ce, de la phase de latence &agrave; la phase exponentielle.
- R&eacute;gion allant de 1200 &agrave; 900 cm-1 caract&eacute;rise l’absorption des lipoplysaccharides et
st&eacute;rols. Nous remarquons que malgr&eacute; le massif intense r&eacute;sultant dans cette r&eacute;gion &agrave;
1044 cm-1, l’absorbance ne varie que tr&egrave;s peu au cours de la croissance.
L’analyse statistique n’a r&eacute;v&eacute;l&eacute; aucune variance li&eacute;e au profil d’absorption.
La signature dans cette r&eacute;gion semble &ecirc;tre &agrave; priori similaire pour les diff&eacute;rentes
populations pr&eacute;lev&eacute;es tout au long de la croissance. Par contre, nous avons not&eacute; une
variation au niveau de l’intensit&eacute; qui est tr&egrave;s forte au d&eacute;but de la phase de latence
0≤ t ≤5h (L1-L6) et diminue consid&eacute;rablement lorsque les cellules atteignent la phase
exponentielle 25≤ t &lt;27h (E8-E10).
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Les r&eacute;sultats repr&eacute;sent&eacute;s sur la figure n&deg; 40 montrent que la composition en acides
gras, en acide amin&eacute;s et en phospholipides varie en fonction de la phase de
croissance et de l’&eacute;tat cellulaire. Ainsi les attributions essentielles dans la r&eacute;gion
allant de 1500 &agrave; 900 cm-1, montrent que malgr&eacute; l’existence d’une diff&eacute;rence dans le
profil de composition en acides gras et en acides amin&eacute;s entre les deux populations
de cellules, la variation la plus importante reste celle repr&eacute;sent&eacute;e par les pics des
phospholipides membranaires.
Sur la base de ces r&eacute;sultats, nous avons dress&eacute; le profil lipidique des populations
cellulaires en fonction des variations en absorption des phospholipides dans la
r&eacute;gion allant de 1280 &agrave; 1240 cm-1.
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Figure n&deg; 40 : Spectres IRTF-RTA de la r&eacute;gion des faibles nombres d’onde de
1500 &agrave; 900 cm-1 des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en
pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine
B
&agrave;
0,4&micro;g/mL.
d’absorptions (fl&egrave;ches rouges).
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Tableau n&deg; 4 : Attributions des principales bandes IRTF-RTA des cellules de
Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave;
0,4&micro;g/mL
dans
la
r&eacute;gion
allant
de
1500
&agrave;
900
cm-1.
(Les vibrations d’&eacute;longation sont not&eacute;es ѵ et les vibrations de d&eacute;formation
sont not&eacute;es δ).
R&eacute;gion
Phase de r&eacute;cup&eacute;ration des levures
spectrale (cm-1)
Phase de
Vibrations mol&eacute;culaires
Phase exponentielle
latence (L1-L6) (E8-E10)
1400-1300
1400
1405
ѵC=C, δ CH et δCOOH
1380
1370
ѵC-N coupl&eacute;e &agrave; δN-H,
δCH3, ⱱCOOH
1310
1305
δCH, δCH2, et δCH3
1300-1200
1240
1245
ѵPO-2,,ⱱ P=O, ⱱR-O-P-O-R
1200-900
1044
ѵC-O-C, ⱱP-O-C , ѵOH
coupl&eacute;e &agrave; δC-O, ⱱCH2OH
coupl&eacute;e &agrave; ѵC-N
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b- Classification hi&eacute;rarchique ascendante (HCA) par la m&eacute;thode de
Ward
Le test de student (p&lt;0,001) montre que les diff&eacute;rences restent significatives
uniquement pour le pic situ&eacute; &agrave; 1240 cm-1 mais pas pour toute la bande spectrale de
1300 &agrave; 1400cm-1. Sur cette constatation, les cellules sont class&eacute;es par la m&eacute;thode
de Ward dans la r&eacute;gion allant de 1280 &agrave; 1240 cm-1. Les r&eacute;sultats obtenus sont
repr&eacute;sent&eacute;s dans le dendrogramme de la figure n &deg; 41.
Nous remarquons que :
Les
cellules
de
Candida
albicans
ATCC
10231
expos&eacute;es
&agrave;
0,4&micro;g/mL
d’amphot&eacute;ricine B changent leur composition en phospholipides membranaires en
fonction
des
diff&eacute;rentes
phases
de
croissance
avec
un
seuil
maximum
d’h&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; fix&eacute; &agrave; 148.
En pla&ccedil;ant ce seuil de variance &agrave; 54, nous distinguons deux principaux groupes de
cellules:
- Groupe (G1) : Cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es au temps 0≤ t ≤5h repr&eacute;sentant la phase de
latence (L1-L6)
- Groupe (G2) : Cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es au temps 25≤ t &lt;27h repr&eacute;sentant la phase
exponentielle (E8-E10)
En diminuant le seuil d’h&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; &agrave; un minimum estim&eacute; &agrave; 5, des changements
lipidiques stables qui classent les cellules selon 4 profils cette fois-ci sont observ&eacute;s:
- Trois sous-groupes (L1-L2), (L3-L4) et (L5-L6) repr&eacute;sentant les mouvements des
phospholipides en phase de dormance
- Un sous-groupe (E8-E10) repr&eacute;sentant le profil des cellules en phase exponentielle.
L’h&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; entre les cellules en phase de dormance est comprise entre 0 et 5,
alors qu’entre les cellules en phase exponentielle, elle est comprise entre 0 et 2,5
ce qui laisse sugg&eacute;rer que les phospholipides au sein des membranes en phase de
dormance effectuent des mouvements membranaires 2 fois plus que les cellules en
phase exponentielle.
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Figure n&deg; 41 : Classification hi&eacute;rarchique ascendante par la m&eacute;thode de Ward
des spectres IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231
r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es en phase de dormance (G1 :L1-L6) et en phase exponentielle
(G2 :E8-E10). R&eacute;gion des variations lipidiques allant de 1280 &agrave; 1240 cm-1.
Les
lignes
rouges
et
vertes
repr&eacute;sentent
d’h&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; &agrave; 54 et 5.
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2-2- Profil &eacute;volutif des cellules dormantes en fonction du temps
d’incubation
2-2-1- Analyse globale des spectres
Sur la base des r&eacute;sultats obtenus et rapport&eacute;s dans le chapitre pr&eacute;c&eacute;dent, nous
avons constat&eacute; que dans la phase de latence les signatures biochimiques des
surfaces cellulaires varient non seulement entre les cellules issues des diff&eacute;rentes
phases mais aussi entre les cellules issues de la m&ecirc;me phase de croissance.
Pour ce faire, et dans le but d’avoir plus d’information sur les cellules dormantes,
nous avons &eacute;tudi&eacute; les variations biochimiques pendant la phase de latence en
pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 0,4 &micro;g/mL. Huit (8) spectres IRTF-RTA ont &eacute;t&eacute;
s&eacute;lectionn&eacute;s et analys&eacute;s. Il s’agit des spectres correspondant aux cellules
r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux temps 0h, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 8h et 24h.
Les r&eacute;sultats obtenus sont regroup&eacute;s dans la figure n&deg;42.
Nous constatons que :
-Quel que soit le temps d’incubation, toutes les populations cellulaires issues de la
phase de dormance ont une signature globale similaire &agrave; celle des cellules t&eacute;moins.
-Trois r&eacute;gions principales sont retrouv&eacute;es :
R&eacute;gion allant de 3000 &agrave; 2500 cm-1 : pr&eacute;sence de deux pics vers 2800 cm-1 dus aux
vibrations d’&eacute;longation des groupements CH3, CH2 et CH tertiaire, essentiellement
retrouv&eacute;s dans les acides gras et quelques acides amin&eacute;s.
R&eacute;gion allant de 2000 &agrave; 1500 cm-1 : domin&eacute;e par deux bandes moyennement
intenses de 1650 &agrave; 1500 cm-1 qui correspondent &agrave; l’absorption des groupements
amide I et amide II.
R&eacute;gion allant de 1500 &agrave; 900 cm-1 : pr&eacute;sence de quatre pics &agrave; 1400, 1300, 1250 et
1050 cm-1. La pr&eacute;sence de ces derniers est corr&eacute;l&eacute;e &agrave; la pr&eacute;sence des
phospholipides, des polysaccharides et des st&eacute;rols membranaires.
- L’analyse statistique par les moyens multivari&eacute;s a montr&eacute; qu’il existe des variations
entre les spectres lorsqu’ils sont compar&eacute;s dans toute la gamme spectrale.
Cependant, des diff&eacute;rences significatives sont mises en lumi&egrave;re lorsque les spectres
sont compar&eacute;s dans la bande allant de 1700 &agrave; 1500 cm-1 et dans la bande des plus
petits nombres d’ondes allant de 1500 &agrave; 900 cm-1.
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Figure n&deg; 42 : Spectres IRTF-RTA des cellules de Candida albicans ATCC 10231
incub&eacute;es en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 0,4&micro;g/mL pendant la phase de
dormance aux temps 0h, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 8h et 24h. R&eacute;gion spectrale allant
de 3000 &agrave; 900 cm-1.
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Variation de la composition prot&eacute;ique dans la r&eacute;gion allant de
1700 &agrave; 1500 cm-1
a- Analyse des spectres
Les analyses statistiques ont montr&eacute; des diff&eacute;rences significatives dans la r&eacute;gion
amide I et amide II. Les r&eacute;sultats de la d&eacute;composition des bandes sont repr&eacute;sent&eacute;s
dans la figure n &deg; 43 et les principales attributions des variations en fonction du
temps sont regroup&eacute;es dans le tableau n &deg; 5:
L’analyse des spectres a r&eacute;v&eacute;l&eacute; que la bande amide I subit des variations
importantes ainsi qu’un d&eacute;placement vers les plus basses fr&eacute;quences d’environ
20 cm-1. Quand &agrave; la bande amide II, elle pr&eacute;sente une variance moins importante en
fr&eacute;quence mais plus importante en intensit&eacute;.
- Les spectres dynamiques au niveau de l’amide I situ&eacute;s vers 1640 &agrave; 1650 cm-1
pr&eacute;sentent un d&eacute;placement vers les plus hauts nombres d’ondes d’environ
5 &agrave; 20 cm-1.
- Dans la r&eacute;gion amide I, nous distinguons des diff&eacute;rences dans l’absorption et non
dans l’intensit&eacute;.
- La m&ecirc;me intensit&eacute; est observ&eacute;e pour tous les temps d’incubation avec des
fr&eacute;quences diff&eacute;rentes estim&eacute;es &agrave; 1635 cm-1 pour les temps 0 et 24h et &agrave; 1655 cm-1
pour les temps 1h, 2h, 3h, 4h, 5h et 8h.
- Nous pouvons d&eacute;duire que les cellules de Candida albicans ATCC 10231,
absorbent dans trois bandes distinctes.
- Dans la bande amide II, les variations d&eacute;placent les pics li&eacute;s aux vibrations de
torsion du lien NH de 1540 &agrave; 1545 cm-1.
Ces r&eacute;sultats mettent en &eacute;vidence des fluctuations des spectres en fonction du
temps d’incubation dans la r&eacute;gion amide I et amide II qui refl&egrave;tent une grande
variation au niveau des structures prot&eacute;iques membranaires des cellules dormantes.
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Figure n&deg;43 : Spectres IRTF-RTA de la bande amide I (1700 &agrave; 1600 cm-1) et de
la bande Amide II (1600 &agrave; 1500 cm-1) des cellules dormantes r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux
temps 0h, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 8h et 24h. Indication des diff&eacute;rences d’absorption
(fl&egrave;ches rouges). R&eacute;gion spectrale allant de 1750 &agrave; 1460 cm-1.
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Tableau n&deg; 5 : Attributions des principales bandes IRTF-RTA obtenues dans la
phase de dormance des cellules de Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en
pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 0,4 &micro;g/mL dans la bande amide I et amide II.
(Les vibrations d’&eacute;longation sont not&eacute;es ѵ et les vibrations de d&eacute;formation
sont not&eacute;es δ).
Bande
Nombre
Vibrations mol&eacute;culaires
d’ondes (cm-1)
Amide I
1635
Temps de latence avant la
r&eacute;cup&eacute;ration des levures (h)
ⱱC=O coupl&eacute;e &agrave; δNH
0 et 24
des brins beta,
Feuillets antiparall&egrave;les
(b-sheet)
1645 -1655
80% ⱱC=O coupl&eacute;e &agrave; 20% 1, 2, 3, 4, 5, et 8
δNH
H&eacute;lice alpha (alpha-helix)
Amide II
1540
60% ⱱNH, 30% δCN, 10% 1 et 2
ⱱC=C des chaines lat&eacute;rales
1545
60% ⱱNH, 30% δCN, 10% 0, 3, 4, 5, 8, et 24
ⱱC=C des brins beta
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b- Classification hi&eacute;rarchique ascendante (HCA) par la m&eacute;thode de
Ward
Au vu de l’h&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; li&eacute;e aux changements de vibrations dans la bande amide I
et amide II, nous avons soumis les r&eacute;sultats obtenus &agrave; une classification hi&eacute;rarchique
ascendante (HCA) dans la r&eacute;gion allant de 1711 &agrave; 1485 cm-1.
Le dendrogramme repr&eacute;sent&eacute; dans la figure n&deg; 44 repr&eacute;sente l’h&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; du
profil prot&eacute;ique des cellules dormantes en fonction du temps.
Nous remarquons que
prot&eacute;ines
membranaires
les cellules dormantes changent leur composition en
apr&egrave;s
avoir
&eacute;t&eacute;
expos&eacute;es
&agrave;
0,4&micro;g
d’AmB/mL.
Ce ph&eacute;nom&egrave;ne est observ&eacute; avant la phase de r&eacute;veil des cellules dormantes.
La classification obtenue pr&eacute;sente trois types de populations cellulaires:
- La population des cellules dormantes (P1) : correspond aux cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux
temps 0h et 24h de la phase de latence. Elle est caract&eacute;ris&eacute;e par les vibrations des
brins b&eacute;ta (β) dans les deux bandes amide I et amide II.
- La population des cellules dormantes (P2) : correspond aux cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux
temps 3h, 4h, 5h, et 8h. Elle est caract&eacute;ris&eacute;e par des changements importants li&eacute;s
aux vibrations de l’h&eacute;lice alpha (α) dans la r&eacute;gion amide I et aux vibrations des brins
b&eacute;ta (β) dans la r&eacute;gion amide II.
- La population des cellules dormantes (P3) : correspond aux cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux
temps 1h et 2h et se caract&eacute;rise par les vibrations des cha&icirc;nes lat&eacute;rales dans les
structures secondaires des prot&eacute;ines.
En pla&ccedil;ant le seuil de variance &agrave; un maximum de 115, nous distinguons deux
classes de cellules rassemblant trois populations en deux groupes principaux:
-Groupe (G1) : cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux temps 0h et 24h au d&eacute;but et &agrave; la fin de la
phase de dormance.
-Groupe (G2) : cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es au milieu de la phase de latence aux temps
1h, 2h, 3h, 4h, 5h et 8h.
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Figure n&deg;44 : Classification hi&eacute;rarchique ascendante par la m&eacute;thode de Ward
des spectres IRTF-RTA des cellules dormantes r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux temps
[0h et 24h (G1 (P1))] et aux temps [1h, 2h, 3h, 4h, 5h et 8h (G2 (P2 et P3))].
R&eacute;gion des variations prot&eacute;iques amide I et
-1
amide
II allant
1711 &agrave; 1485 cm . La ligne rouge repr&eacute;sente le seuil d’h&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; &agrave; 115.
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2-2-3- Variation de la composition lipidique dans la r&eacute;gion allant de
1500 &agrave; 900 cm-1
a- Analyse des spectres
Dans cette r&eacute;gion, trois bandes d’absorption principales sont retrouv&eacute;es.
Les r&eacute;sultats sont repr&eacute;sent&eacute;s dans la figure n&deg; 45 et leurs attributions dans le
tableau &deg; 6 :
Nous constatons que :
- La premi&egrave;re et la deuxi&egrave;me bande correspondent aux vibrations li&eacute;es aux acides
gras, aux acides amin&eacute;s et aux phospholipides. Nous distinguons 4 pics d’absorption
&agrave; 1517, 1400, 1315 et 1240cm-1. Les observations ainsi que les analyses statistiques
n’ont montr&eacute; aucune variation dans cette r&eacute;gion, cependant, une variation importante
d’intensit&eacute; a &eacute;t&eacute; retrouv&eacute;e entre les cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux temps 0h et 5h et celles
r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux temps 1h, 2h, 3h, 4h, 8h et 24h.
- La troisi&egrave;me bande est caract&eacute;ris&eacute;e par une restriction sous forme d’affinement de
la bande li&eacute;e aux vibrations des liaisons des phospholipides, des glycolipides et des
st&eacute;rols.
Des
Les
analyses
diff&eacute;rences
statistiques
importantes
sont
(P&lt;0,001)
retrouv&eacute;es
ont
rejet&eacute;
dans
la
l’hypoth&egrave;se
zone
nulle.
allant
de
1100 &agrave; 1000 cm-1.
Aux temps 0h et 5h, nous observons des vibrations vers 1027 et 1075 cm-1, refl&eacute;tant
la vibration d’&eacute;longation des groupements CH2OH, PO2- et R-O-P-O-R’. Alors qu’aux
temps 1h, 2h, 3h, 4h, 8h et 24h, les vibrations se d&eacute;placent vers 1045 cm-1 et
correspondent aux vibrations d’&eacute;longation et de d&eacute;formation des groupements
C-O-C, P-O-C ,C-OH coupl&eacute;es &agrave; la vibration de d&eacute;formation du C-O et les vibrations
d’&eacute;longation du CH2OH coupl&eacute;e &agrave; CN.
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Figure n&deg;45 : Spectres IRTF-RTA de la r&eacute;gion des faibles nombres d’ondes de
1500 &agrave; 900 cm-1 des cellules dormantes r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux temps 0h, 1h, 2h, 3h,
4h, 5h, 8h et 24h avec indication des diff&eacute;rences d’absorption (fl&egrave;ches rouges)
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Tableau n&deg; 6 : Attributions des principales bandes IRTF-RTA des cellules
dormantes
de
Candida
albicans
ATCC
10231
incub&eacute;es
en
pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 0,4&micro;g/mL dans la r&eacute;gion allant de 1500 &agrave; 900 cm-1
(ѵ vibration d’&eacute;longation, δ vibration de d&eacute;formation).
R&eacute;gion
Nombre
spectrale
d’ondes (cm-1)
Vibrations mol&eacute;culaires
Temps
latence
avant la r&eacute;cup&eacute;ration
(cm-1)
1500-1300
de
des levures (h)
1517
ѵ C=C
0,1, 2, 3, 4, 5, 8, et 24
1400
ѵC=C, δ CH et δCOOH
1315
δCH, δCH2, et δCH3
1300-1200
1240
ѵPO-2,,ⱱ P=O, ⱱR-O-P-O-R
1200-900
1045
ѵC-O-C, ⱱP-O-C ,
ѵOH
0,1, 2, 3, 4, 5, 8, et 24
1, 2, 3, 4, 8, et 24
coupl&eacute;e &agrave; δC-O, ⱱCH2OH
coupl&eacute;e &agrave; ѵCN
1051-1075
1027
ѵR-O-P-O-R’, ⱱPO2ѵCH2OH
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Classification hi&eacute;rarchique ascendante (HCA) par la m&eacute;thode de
Ward
Sur la base des analyses statistiques, nous avons pu montrer que les cellules
r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es &agrave; diff&eacute;rents temps de la phase de dormance ont un profil lipidique
variable dans la r&eacute;gion allant de 1100 &agrave; 1000 cm-1 caract&eacute;ristique des glycolipides et
des st&eacute;rols. Les cellules sont class&eacute;es en fonction de ces variations par la m&eacute;thode
de Ward.
D’apr&egrave;s les r&eacute;sultats repr&eacute;sent&eacute;s dans le dendrogramme de la figure n&deg; 46, nous
pouvons dire que :
Les cellules dormantes changent leur composition en glycolipides et en st&eacute;rols
membranaires en fonction du temps d’incubation.
En pla&ccedil;ant le seuil de variance &agrave; 760, nous distinguons deux principaux groupes de
cellules:
- Groupe (G1) : cellules incub&eacute;es aux temps 0h et 5h.
- Groupe (G2) : cellules incub&eacute;es aux temps 1h, 2h, 3h, 4h, 8h et 24h.
En diminuant le seuil d’h&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; &agrave; un minimum estim&eacute; &agrave; 310, nous remarquons
des changements qui classent les cellules cette fois ci en trois types de populations
cellulaires :
- La population des cellules dormantes (P1) : Cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux temps 0h et 5h
de la phase de latence caract&eacute;ris&eacute;es par les vibrations des groupements -OH.
- La population des cellules dormantes (P2) : Cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux temps 1h et 2h
de la dormance caract&eacute;ris&eacute;es par les vibrations des glycophospholipides.
- La population des cellules dormantes (P3) : Cellules r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux temps 3h, 4h,
8h et 24h de la phase de dormance caract&eacute;ris&eacute;es par des changements importants
li&eacute;s aux vibrations des acides gras.
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Figure n&deg;46 : Classification hi&eacute;rarchique ascendante par la m&eacute;thode de Ward
des spectres IRTF-RTA des cellules dormantes r&eacute;cup&eacute;r&eacute;es aux temps [0h et 5h
(G1 (P1))] et aux temps [1h, 2h, 3h, 4h, 8h et 24h (G2 (P2 et P3))] de la phase de
dormance. R&eacute;gion spectrale allant de 1184 &agrave; 933 cm-1. Les lignes rouges
repr&eacute;sentent les seuils d’h&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; &agrave; 760 et 310 respectivement.
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3- Discussion
Dans le chapitre pr&eacute;c&eacute;dent de notre &eacute;tude, nous avons mis en &eacute;vidence des
modifications morphologiques importantes qui pourraient &ecirc;tre induites par une
transition de phases membranaires et une perturbation des microdomaines
lipidiques. Afin de confirmer cette hypoth&egrave;se, l’approche choisie consiste &agrave; analyser
minutieusement les cellules de Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en
l’absence et en pr&eacute;sence de 0,4 &micro;g/mL d’amphot&eacute;ricine B par spectroscopie
infrarouge &agrave; transform&eacute;e de Fourier.
En l’absence d’amphot&eacute;ricine B, l’analyse IRTF-RTA a r&eacute;v&eacute;l&eacute; la pr&eacute;sence des
acides gras (3000-2500 cm-1), des prot&eacute;ines (1700-1500 cm-1), des phospholipides
(1500-1200
cm-1),
des
glycolipides
et
des
(1200-900cm-1).
st&eacute;rols
Les diff&eacute;rentes assignations obtenues sont r&eacute;pertori&eacute;es dans le tableau n&deg;7.
Cette composition est en accord avec celle de Essendoubi et ses collaborateurs
(2005). En effet, ces derniers apr&egrave;s avoir r&eacute;alis&eacute; un typage par spectroscopie
IRTF-RTA de Candida albicans et Candida glabrata ont d&eacute;tect&eacute; la pr&eacute;sence de
phospholipides, de prot&eacute;ines en h&eacute;lice α &laquo;alpha&raquo;, de st&eacute;rols et de glycolipides.
Par ailleurs, les analyses statistiques de nos spectres IRTF-RTA, ont r&eacute;v&eacute;l&eacute; une
homog&eacute;n&eacute;it&eacute; dans la composition membranaire des levures de Candida albicans
ATCC10231 tout au long de la croissance. Cette homog&eacute;n&eacute;it&eacute; de composition
rapproche nos spectres &agrave; ceux obtenus en 2000 par Quinteiro-Rodriguez qui a
r&eacute;alis&eacute;
un
typage
par
spectroscopie
IRTF-RTA
pour
les
esp&egrave;ces
de
Candida albicans, Candida glabrata et Candida parapsilosis et a montr&eacute; qu’au cours
de la croissance dans des conditions normales, la composition membranaire reste
stable, &agrave; l’exception de la r&eacute;gion des polysaccharides (1200-900cm-1).
Il ressort &eacute;galement de nos r&eacute;sultats que Candida albicans ATCC10231 garde la
m&ecirc;me morphologie tout au long de la culture cellulaire &agrave; savoir la forme levure
contrairement aux travaux de Essendoubi M. et coll., (2005) qui ont mis en
&eacute;vidence que la variabilit&eacute; localis&eacute;e dans les r&eacute;gions des polysaccharides
(1185-
950cm-1),
des
prot&eacute;ines
(1720-1480
cm-1)
et
des
acides
gras
(3000-2840 cm-1) qui n’apparait que lors d’une transition morphologique entre les
formes hyphes et blastospores.
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Tableau n&deg; 7: Assignations des diff&eacute;rentes bandes IRTF-RTA des cellules de
Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en l’absence d’amphot&eacute;ricine B.
R&eacute;gion spectrale (cm-1)
3000-2500
2900-2700
ѵCH3, ѵCH2, ѵCH tertiaire
Lipides, acides gras, et acides amin&eacute;s
2000-1500
1650
Amide I : 80% ѵC=O coupl&eacute;e &agrave; 20% δNH
Prot&eacute;ines en h&eacute;lice α &laquo; alpha &raquo;
0&lt; t &lt;3h
Amide II : 60% ѵNH, 30% δCN 10% ѵC=C
Peptide et prot&eacute;ine en feuillets β&laquo; b&eacute;ta &raquo;.
Random, Tournant, chaines lat&eacute;rales des r&eacute;sidus de
tyrosine, et ph&eacute;nylalanine
1500-900
1500-1200
δCOH, δCOOH, δCH,δCH3, ѵCOOH, δCH2, ѵCN coupl&eacute;e &agrave;
δNH, , ѵC=O, ѵC=C, ѴP=O, ѵPO2- , ѵR-O-P-O-R,
Amide III : ѵCN coupl&eacute;e &agrave; δNH
Phospholipides, phosphodiester,
Acides gras et acides amin&eacute;s
1200-900
ѵC-O-C, ѵC-OH coupl&eacute;e &agrave; δC-O, ѵCH2OH coupl&eacute;e &agrave; ѵCN
St&eacute;rols, glycolipides
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1550
3&lt; t &lt;10h
Phase de latence (2 heures)
Prot&eacute;ines en pelote statistique.
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En pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B, l’analyse spectrale a mis en &eacute;vidence une
composition membranaire similaire &agrave; celle des cellules t&eacute;moins avec des
modifications dans le profil d’absorption. Les principaux r&eacute;sultats sont regroup&eacute;s
dans le tableau n&deg; 8.
Les analyses statistiques (P&lt;0,001) que nous avons r&eacute;alis&eacute;s sur les cellules
pr&eacute;lev&eacute;es dans la phase de dormance aux temps 0h, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 8h et 24h
ont mis en &eacute;vidence des variations membranaires importantes au d&eacute;but et &agrave; la fin de
la phase de dormance. Ce qui peut &ecirc;tre expliqu&eacute; par
les changements
morphologiques qu’adoptent les levures de Candida albicans pour &eacute;chapper &agrave; l’effet
toxique de l’amphot&eacute;ricine B.
Ces r&eacute;sultats sont confirm&eacute;s par les travaux de Mpona-Minga et ses
collaborateurs (1988) qui ont montr&eacute; que ces modifications sont dues &agrave; l’exposition
des cellules &agrave; des concentrations d’amphot&eacute;ricine B comprises entre 0,2 et 1&micro;g/mL.
De plus, l’amphot&eacute;ricine B, par son interaction membranaire, induit des variations
importantes dans la composition en prot&eacute;ines, en acides gras et en st&eacute;rols
(Adt I. et coll., 2006).
Nous pouvons donc supposer qu’en pr&eacute;sence d’un stress tel que la pr&eacute;sence d’un
antifongique, les levures utilisent les composants membranaires comme &eacute;l&eacute;ments
importants &agrave; leur adaptation.
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Tableau n&deg; 8 : Assignations des diff&eacute;rentes bandes IRTF-RTA, des cellules de
Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en pr&eacute;sence de 0,4 &micro;g/mL
d’amphot&eacute;ricine B.
-1
R&eacute;gion spectrale (cm )
3000-2500
2900-2700
ѵCH3, ѵCH2, ѵCH tertiaire
Lipides, acides gras, et acides amin&eacute;s
ѵC=O coupl&eacute;e &agrave; δNH
80% ѵC=O coupl&eacute;e &agrave; 20% δNH
Peptide et prot&eacute;ine en feuillets β
&laquo; b&eacute;ta &raquo;.
Prot&eacute;ines en h&eacute;lice α &laquo; alpha &raquo;
Peptide et prot&eacute;ine en feuillets β&laquo; b&eacute;ta &raquo;.
1500-900
Amide III
1380 1370
Amide III : ѵCN coupl&eacute;e &agrave; δNH
Acides amin&eacute;s
1310 1305
1400 1405
δCH, δCH2, et δCH3, ѵC=C, δ CH et δCOOH
Acides gras
1240 1245
2-
ѴP=O, ѵPO , ѵR-O-P-O-R
Phospholipides, phosphodiester
1044
ѵC-O-C, ѵC-OH coupl&eacute;e &agrave; δC-O, ѵCH2OH coupl&eacute;e &agrave; ѵCN
St&eacute;rols, glycolipides
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(E8-E10)
0&lt; t &lt;5h (L1-L6)
Amide II : 60% ѵNH, 30% δCN 10% ѵC=C
Phase exponentielle (4 heures)
Amide II
1520
1530
25&lt; t&lt;27h
Phase de latence (24 heures)
1700-1500
Amide I
1630 1640 1650
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Des changements importants dans la composition de la membrane plasmique durant
la phase de dormance ont &eacute;t&eacute; &eacute;galement observ&eacute;s (tableau n&deg;9). Ces derniers se
traduisent par l’apparition de prot&eacute;ines sp&eacute;cifiques en conformation secondaire de
type &laquo;b&eacute;ta&raquo;. Cette structure est rencontr&eacute;e essentiellement dans les porines
(Pag&egrave;s J. M., 2004), ce qui laisse sugg&eacute;rer que les cellules doivent avoir des
conformations capables de r&eacute;&eacute;quilibrer le milieu osmotique et de reconstituer la
structure membranaire qui n&eacute;cessite une d&eacute;compression au niveau &eacute;nerg&eacute;tique pour
enfin reprendre une croissance normale.
Par ailleurs, la s&eacute;paration des phases lipidiques explique de mani&egrave;re claire l’&eacute;lasticit&eacute;
de
la
membrane
avant
et
apr&egrave;s
la
lev&eacute;e
de
la
dormance
cellulaire.
En effet, des variations lipidiques sont observ&eacute;es dans des r&eacute;gions sp&eacute;cifiques &agrave;
savoir, 1240 cm-1 pour les phospholipides, 1400 cm-1 et 1380 cm-1 pour les acides
gras satur&eacute;s et insatur&eacute;s. Ceci confirme la s&eacute;paration phasique subite par les levures
lors du r&eacute;veil.
Les r&eacute;sultats que nous avons obtenus ont montr&eacute; &eacute;galement que les lipides &eacute;tudi&eacute;s
vibrent dans deux r&eacute;gions spectrales et peuvent adopter deux phases lipidiques,
dont la transition d&eacute;pend d'une augmentation des mouvements et d’une
d&eacute;compression &eacute;nerg&eacute;tique de la bicouche lipidique. Ce r&eacute;sultat est en accord avec
les travaux de Casai H. L. et Mantsch H. H. (1984).
La fr&eacute;quence des mouvements de vibrations des phospholipides observ&eacute;e lors de
nos analyses spectrales d&eacute;pend probablement de la conformation et de la
composition des liens chimiques. Ainsi, les mouvements d'&eacute;longation et de
d&eacute;formation des liaisons chimiques ont une fr&eacute;quence d'absorption d&eacute;cal&eacute;e du temps
d’incubation. Le spectre infrarouge tel que nous l’avons analys&eacute; donne une
caract&eacute;risation sp&eacute;cifique aux phospholipides en fonction de l’&eacute;tat dans lequel se
trouve
la
membrane
plasmique.
Ces
observations
rejoignent
ceux
de
Moore D. J. et coll., (1996) qui ont men&eacute; leurs exp&eacute;riences sur des phospholipides
isol&eacute;s (liposomes). De plus, selon Lee D. C. et Chapman D. (1986), les fr&eacute;quences
d'absorption ou les nombres d'ondes de certains mouvements d'&eacute;longation observ&eacute;s
&agrave; la surface cellulaire, peuvent &ecirc;tre expliqu&eacute;s par l’influence de la temp&eacute;rature et/ou
de la transition de phase.
Les variations de vibration des glycolipides et des st&eacute;rols membranaires r&eacute;sultent de
la vibration d’&eacute;longation des groupements CH2OH, C-O-C, P-O-C et C-C vers
1027 et 1075 cm-1. Aux temps 1h, 2h, 3h, 4h, 8h et 24h, les vibrations se d&eacute;placent
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vers 1045 cm-1, refl&eacute;tant les vibrations d’&eacute;longation des groupements C-OH coupl&eacute;e
&agrave; la vibration de d&eacute;formation du groupement C-O et la vibration d’&eacute;longation du
groupement CH2OH coupl&eacute;e &agrave; la vibration d’&eacute;longation du groupement CN.
Sur la base des travaux de Nasir M. N. et coll., (2010), les st&eacute;rols membranaires ont
un r&ocirc;le protecteur contre l’oxydation des lipides membranaires. En effet, ils ont
montr&eacute; que le cycle B des st&eacute;rols contenant les doubles liaisons doit &ecirc;tre ajust&eacute; de
mani&egrave;re optimale avec les cha&icirc;nes d’acide gras des phospholipides pour inhiber la
peroxydation lipidique.
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Tableau n&deg; 9 : Assignations des diff&eacute;rentes bandes IRTF-RTA des cellules
dormantes.
R&eacute;gions
Phase de latence &laquo; dormance &raquo; (24 heures)
spectrales
0&lt; t &lt;24h
(cm-1)
Temps de latence avant la r&eacute;cup&eacute;ration des levures (h)
0
3000-2500
2900-2700
1
2
3
4
5
8
24
ѵCH3, ѵCH2, ѵCH tertiaire
Lipides, acides gras, et acides amin&eacute;s
1700-1500
Amide I
1635
1645, 1655
Amide II
1540
ѵC=O coupl&eacute;e &agrave;
ѵC=O coupl&eacute;e &agrave; δNH
δNH
Peptide et prot&eacute;ine en
Peptide et prot&eacute;ine
feuillets β &laquo; b&eacute;ta &raquo;.
en feuillets β
&laquo; b&eacute;ta &raquo;.
80% ѵC=O coupl&eacute;e &agrave; 20%δNH
Prot&eacute;ines en h&eacute;lice α &laquo; alpha &raquo;
60% ѵNH,
30% δCN
10% ѵC=C
chaines
lat&eacute;rales des
r&eacute;sidus
(tyrosine,
ph&eacute;nylalanine)
1545
1500-1300
1517, 1400,
1315
1300-1200
1240
1200-900
1027, 1051,
1075, 1045
60% ѵNH, 30% δCN 10%
ѵC=C
Brins β &laquo; b&eacute;ta &raquo;.
60% ѵNH, 30% δCN
10% ѵC=C
Brins β &laquo; b&eacute;ta &raquo;.
δCH, δCH2, et δCH3,ѵC=C, δ CH et δCOOH
Acides gras
ѴP=O, ѵPO2- , ѵR-O-P-O-R
Phospholipides, phosphodiester
ѵCH2OH, ѵC-C, ѵPO32-, ѵC-O-P ѵC-O-C, ѵC-OH coupl&eacute;e &agrave;
δC-O, ѵCH2OH coupl&eacute;e &agrave; ѵCN
St&eacute;rols, glycolipides, lipopolysaccharides
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4-Conclusion
La caract&eacute;risation biochimique des surfaces cellulaires a r&eacute;v&eacute;l&eacute; des
variations
importantes chez Candida albicans ATCC 10231 incub&eacute;es en pr&eacute;sence de 0,4&micro;g/mL
d’amphot&eacute;ricine B. Les variations observ&eacute;es et d&eacute;tect&eacute;es par des analyses
statistiques multivari&eacute;es tout au long de la croissance et au cours de la phase de
dormance nous ont permis de dresser un profil &eacute;volutif des diff&eacute;rents composants
membranaires et ce, pour les cellules incub&eacute;es en l’absence et en pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine B (Figure n&deg; 47).
En l’absence d’amphot&eacute;ricine B :
L’analyse IRTF-RTA montre une homog&eacute;n&eacute;it&eacute; biochimique dans la composition
membranaire des cellules de Candida albicans ATCC 10231 au cours de la
croissance (de la phase de latence 0&lt;t&lt;3h &agrave; la phase exponentielle 3&lt;t&lt;10h).
L’analyse biochimique a mis en &eacute;vidence la pr&eacute;sence des phospholipides, des
acides
gras,
des
lipoprot&eacute;ines,
des
st&eacute;rols
et
des
glycophospholipides
membranaires.
L’analyse statistique (P&gt;0.001) n’a r&eacute;v&eacute;l&eacute; aucune variation spectrale au cours de la
croissance des cellules de candida albicans ATCC 10231 en l’absence
d’amphot&eacute;ricine B.
En pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B :
Les cellules incub&eacute;es en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B pr&eacute;sentent des variations
importantes observ&eacute;es dans les spectres IRTF-RTA. Ces variations sont confirm&eacute;es
par l’analyse statistique multivari&eacute;e, par la classification hi&eacute;rarchique et par l’analyse
en composantes principales.
Sur la base des analyses statistiques et la classification hi&eacute;rarchique, deux profils
&eacute;volutifs sont mis en &eacute;vidence :
-Profil prot&eacute;ique : Au d&eacute;but de la phase de latence qui correspond &agrave; la phase de
dormance, les surfaces cellulaires sont domin&eacute;es par des prot&eacute;ines membranaires
en structure &laquo;alpha&raquo; et &laquo;b&eacute;ta&raquo;. Au milieu de la phase de dormance les cellules sont
domin&eacute;es par les prot&eacute;ines de structure en h&eacute;lice α&laquo; alpha &raquo; et avant la lev&eacute;e de la
dormance, elles sont domin&eacute;es par des prot&eacute;ines en feuillet β &laquo; b&eacute;ta &raquo;.
-Profil lipidique : Le changement dans la composition en phospholipides, en st&eacute;rols,
et en glycolipides est observ&eacute; au d&eacute;but et &agrave; la fin de la phase de dormance.
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Figure n&deg; 47 : Repr&eacute;sentation sch&eacute;matique du profil &eacute;volutif des diff&eacute;rents
composants membranaires d&eacute;tect&eacute;s chez Candida albicans ATCC 10231 en
l’absence et en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 0,4&micro;g/mL.
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chapitre : Simulation &agrave; base de syst&egrave;me multi-agents (SMA) de la
dynamique
membranaire
mod&eacute;lis&eacute;e
en
l’absence
et
en
pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine B
Un grand d&eacute;fi de la biologie, que la physique devrait aider &agrave; relever, est d’&eacute;tablir les
relations entre la subtile organisation dynamique des membranes et les fonctions
biologiques qui y sont accomplies. Ici il s’agit de proposer une mod&eacute;lisation r&eacute;aliste
capable
d’appr&eacute;hender
les
caract&eacute;ristiques
pertinentes
de
la
membrane.
Sur la base des donn&eacute;es extraites de la litt&eacute;rature et des r&eacute;sultats que nous avons
obtenus dans le premier et le deuxi&egrave;me chapitre de notre travail, nous avons
construit un mod&egrave;le math&eacute;matique dont le principal objectif est de simuler la
dynamique membranaire en l’absence et en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B.
V&eacute;ritable barri&egrave;re, ce manteau cellulaire qu’est la membrane, r&eacute;gule les &eacute;changes
entre les milieux intra- et extracellulaires gr&acirc;ce &agrave; des syst&egrave;mes mol&eacute;culaires
sp&eacute;cifiques et chaque modification apport&eacute;e &agrave; cette charpente dynamique entraine
des alt&eacute;rations morphologiques tr&egrave;s importantes qui peuvent nous renseigner sur la
strat&eacute;gie adopt&eacute;e par chaque cellule lors de son exposition &agrave; un effet stressant.
Le d&eacute;s&eacute;quilibre ionique ainsi que l’interaction de l’amphot&eacute;ricine B au sein de la
membrane plasmique augmente les forces de Van Der Walls, les rapports
phospholipides/amphot&eacute;ricine B et st&eacute;rol/amphot&eacute;ricine B, ce qui peut induire une
modification de la dynamique lat&eacute;rale de la membrane. Ce ph&eacute;nom&egrave;ne appel&eacute;
transition de phases membranaires est d&eacute;crit dans le nouveau mod&egrave;le des radeaux
lipidiques par Simons et Ikonen en1997.
Dans le cas d’un d&eacute;s&eacute;quilibre important, cette transition peut conduire &agrave; une
modification de la perm&eacute;abilit&eacute; membranaire et pourrait &ecirc;tre une des causes de la
mort cellulaire (Hays
L. M. et coll., 2001). Le changement de la fluidit&eacute;
membranaire peut &eacute;galement conduire &agrave; l’apparition de phase hexagonale
correspondant un &eacute;tat non lamellaire des phospholipides. Cette modification
d’organisation structurale a &eacute;galement &eacute;t&eacute; d&eacute;crite comme pouvant conduire &agrave; une
perte de l’int&eacute;grit&eacute; de la membrane plasmique provoquant ainsi une d&eacute;formation
cellulaire [(Leslie S. B. et coll., 1995) ; (Malinsky J. et coll., 2010)].
Au cours de la r&eacute;paration membranaire dans le cas des effets sub-l&eacute;taux, les
phospholipides subissent une transition de phase dans le sens inverse de celle
provoqu&eacute;e lors d’un d&eacute;s&eacute;quilibre.
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Le mod&egrave;le que nous avons utilis&eacute; sous l’approche Multi-agents a pour objectif de
mod&eacute;liser les diff&eacute;rentes interactions membranaires.
En effet, modifier l’int&eacute;grit&eacute; de cette organisation par l’exposition de l’&eacute;difice
membranaire &agrave; 0,4&micro;g/mL d’amphot&eacute;ricine B passe par la modification des
interactions entre les diff&eacute;rents constituants des domaines en phase liquideordonn&eacute;e (Lo). L’amphot&eacute;ricine B interagit avec le principal constituant de ces
r&eacute;gions ce qui influe sur cette architecture complexe.
Ainsi pour &eacute;valuer le r&ocirc;le de cette organisation dans le mode d’action de
l’amphot&eacute;ricne B, nous avons mod&eacute;lis&eacute; deux ph&eacute;nom&egrave;nes diff&eacute;rents :
- La formation des phases liquides-ordonn&eacute;es (Lo)
- La formation des phases liquides- ordonn&eacute;es associ&eacute;es &agrave; l’amphot&eacute;ricine B (LAmB)
Les variations param&eacute;triques que nous avons utilis&eacute;es ob&eacute;issent &agrave; des propri&eacute;t&eacute;s de
diagrammes de phases mod&egrave;les.
1- Formation et stabilit&eacute; des domaines en phase (Lo)
Dans la premi&egrave;re &eacute;tape, nous avons cr&eacute;&eacute; un mod&egrave;le ou les &eacute;l&eacute;ments essentiels
s’organisent sans aucun stress. Nous avons utilis&eacute; la composition correspondant &agrave;
des conditions de formation de domaines en phase (Lo).
Les glyc&eacute;rophospholipides, les sphingophospholipides et l’ergost&eacute;rol sont utilis&eacute;s &agrave;
un rapport de (1/1/20%). La taille et le temps n&eacute;cessaires &agrave; la formation de la phase
ordonn&eacute;e (Lo) sont fix&eacute;s selon des mod&egrave;les de r&eacute;f&eacute;rences.
Nous avons pris en compte une temp&eacute;rature du syst&egrave;me de 31,1&deg;C et une
concentration d’ergost&eacute;rol estim&eacute;e &agrave; 20%. Nous avons fix&eacute; un pas de temps &agrave;
0,27 millisecondes.
Les r&eacute;sultats de la simulation sont repr&eacute;sent&eacute;s et visualis&eacute;s dans la figure n&deg;48.
Nous observons que :
-Pour les membranes simul&eacute;es &agrave; une temp&eacute;rature de 31,1&deg;C et des concentrations
d’ergost&eacute;rol de 20%, la s&eacute;paration de phases se fait de mani&egrave;re al&eacute;atoire mais reste
tr&egrave;s stable. Le coefficient de variation de phase est estim&eacute; &agrave; 0.
-La phase liquide ordonn&eacute;e (Lo) diffuse progressivement en se colorant en rouge en
fonction de l’augmentation des degr&eacute;s d’interactions au sein de la bicouche lipidique.
-Le nombre de radeaux ne change pas au cours de la simulation, mais la taille varie.
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Nous remarquons que la taille moyenne des radeaux est de 20,23 nm, 42,5 nm et
104,567 nm, estim&eacute;es respectivement dans des pas de temps de 18,443 - 55,321 et
92,2
-L’&eacute;volution de la formation phasique suivie &agrave; 5, 15 et 25 ms est lin&eacute;aire et la taille de
la phase liquide-ordonn&eacute;e (Lo) augmente de fa&ccedil;on stable.
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Figure n&deg; 48 : Visualisation et stabilit&eacute; des domaines en phase ordonn&eacute;e (Lo)
form&eacute;s
en
l’absence
d’amphot&eacute;ricine
B
&agrave;
Glyc&eacute;ro/Sphingo/ergost&eacute;rol (1/1/20%) (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonn&eacute;e Lo
(c)- Stabilit&eacute; des phases ordonn&eacute;es
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2- Formation de la phase Lo en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B
La suite de notre approche nous a conduit &agrave; exposer le mod&egrave;le membranaire &agrave; des
concentrations progressives d’amphot&eacute;ricine B et ce dans le but d’&eacute;valuer la
concentration minimale capable d’induire une agr&eacute;gation sans aucune interaction
intermol&eacute;culaire de l’antifongique avec les autres constituants. Les r&eacute;sultats les plus
significatifs sont obtenus pour l’antifongique utilis&eacute; &agrave; 20%. Ce taux est &eacute;quivalent &agrave; la
concentration en ergost&eacute;rol que nous avons fix&eacute;e dans notre mod&egrave;le &agrave; 20%.
2-1- Effet de l’amphot&eacute;ricine B ajout&eacute;e &agrave; 20%
Pour
cette
mod&eacute;lisation
nous
avons
utilis&eacute;
les
glyc&eacute;rophospholipides,
les sphingophospholipides, l’ergost&eacute;rol et l’amphot&eacute;ricine B &agrave; un rapport de
(1/1/20%/20%).
Les r&eacute;sultats repr&eacute;sent&eacute;s dans la figure n&deg; 49 montrent que :
- Aucune perturbation significative n’est observ&eacute;e au cours de la formation
des
phases. Le coefficient de variation est estim&eacute; &agrave; 0 et la stabilit&eacute; membranaire ne
change pas (effet d’agr&eacute;gation).
- Apparition de plusieurs domaines en rouge fonc&eacute; et de tailles diff&eacute;rentes
(un ou deux plus grands et plusieurs plus petits)
- La taille des phases liquides-ordonn&eacute;es (Lo) varie l&eacute;g&egrave;rement avec une
augmentation estim&eacute;e &agrave; 18,43 nm par rapport aux radeaux mesur&eacute;s dans les
membranes t&eacute;moins.
- La taille moyenne des radeaux augmente jusqu’&agrave; 123,959 nm au bout de 25 ms.
- Les membranes visualis&eacute;es au temps 5 et 15 ms ne montrent aucun changement,
contrairement &agrave; celles visualis&eacute;es au bout de 25 ms qui montrent l’apparition d’une
s&eacute;paration de phase induite par l’effet d’agr&eacute;gation de l’amphot&eacute;ricine B.
- La coexistence des deux phases liquides (Lo et LAmB) est observ&eacute;e au bout de 92,2
pas de temps.
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Figure n&deg; 49 : Visualisation et stabilit&eacute; des domaines en phase ordonn&eacute;e (Lo)
form&eacute;s
en
pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine
B
&agrave;
5,
15
Glyc&eacute;ro/sphingo/ergost&eacute;rol/AmB (1/1/20%/20%) (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonn&eacute;e Lo
(c)- Stabilit&eacute; des phases ordonn&eacute;es
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2-2- Effet de la s&eacute;questration de l’ergost&eacute;rol par l’amphot&eacute;ricine B
Nous avons cit&eacute; pr&eacute;c&eacute;demment que le changement de la temp&eacute;rature et/ou de la
composition en ergost&eacute;rol induit &agrave; des r&eacute;percussions sur le changement de la
morphologie de phase : soit &agrave; la non miscibili&eacute;, soit &agrave; la miscibilit&eacute; des phases
liquides. Le m&ecirc;me r&eacute;sultat est r&eacute;alis&eacute; en changeant la composition de l’ergost&eacute;rol par
une s&eacute;questration &agrave; l’amphot&eacute;ricine B.
La membrane est compos&eacute;e de glyc&eacute;rophospholipides, sphingophospholipides,
ergost&eacute;rol et amphot&eacute;ricine B &agrave; un rapport de (1/1/20%/20%).
Les deux phases liquides ne peuvent se former que si une constante de liaison &agrave;
l’ergost&eacute;rol et aux phospholipides est appliqu&eacute;e.
L’affinit&eacute; de l’amphot&eacute;ricine B pour l’ergost&eacute;rol est estim&eacute;e &agrave; 1.00, alors que celle
des phospholipides est estim&eacute;e &agrave; 0.2, ce qui sugg&egrave;re que l’affinit&eacute; pour l’ergost&eacute;rol
est 5 fois sup&eacute;rieure &agrave; celles des phospholipides.
Le pouvoir de s&eacute;questration est fix&eacute; &agrave; 80% du nombre globale d’ergost&eacute;rol.
Les r&eacute;sultats repr&eacute;sent&eacute;s dans la figure n&deg; 50 montrent que :
- La membrane est d&eacute;stabilis&eacute;e d&egrave;s le d&eacute;but de la simulation. Le coefficient de
variation est estim&eacute; &agrave; un maximum de 0.6 &agrave; environ 60 pas de temps.
- L’apparition des deux phases (Lo et LAmB) est d&eacute;pendante de la composition
membranaire.
- La quantit&eacute; d’ergost&eacute;rol diminue, ce qui entraine une diminution de la taille de la
phase (Lo).
- L’effet s&eacute;questrant de l’amphot&eacute;ricine B est corr&eacute;l&eacute; &agrave; la formation des phases
(LAmB).
- Au bout de 25 ms la taille atteinte de la phase (LAmB) est estim&eacute;e &agrave; 8,25 nm.
- La taille de la phase (Lo) est estim&eacute;e &agrave; 11,46 nm. Elle est presque similaire &agrave; celle
des phases (LAmB) au bout de 92,2 pas de temps.
- La taille des phases liquides-ordonn&eacute;es (Lo) est r&eacute;duite. Nous distinguons de petits
radeaux avec un nombre important.
- L’&eacute;volution au cours du temps est marqu&eacute;e par une augmentation dans la formation
de la phase (LAmB) et une diminution de la formation de la phase (Lo).
- 124 -
Troisi&egrave;me partie
R&eacute;sultats et discussion
Figure n&deg;50 : Visualisation et stabilit&eacute; des domaines en phase ordonn&eacute;e (Lo)
form&eacute;s
en
pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine
Glyc&eacute;ro/sphing/ergost&eacute;rol/AmB
B
&agrave;
(1/1/20%/20%)
5,
15
constante
et
de
25
liaison
AmB/ergost&eacute;rol =1.00, constante AmB/Phospholipides= 0.2 (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonn&eacute;e Lo
(c)- Stabilit&eacute; des phases ordonn&eacute;es
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2-3- Reformation de la phase (Lo) en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B
Les r&eacute;sultats de la spectroscopie infrarouge &agrave; transform&eacute;e de Fourier IRTF-RTA ont
mis en &eacute;vidence un ph&eacute;nom&egrave;ne de d&eacute;compression &eacute;nerg&eacute;tique. Ce dernier se
traduit par l’action indirecte des prot&eacute;ines en structure secondaire &laquo; b&eacute;ta &raquo; (porines),
qui d&eacute;gonflent la cellule et induisent une r&eacute;organisation lipidique. La force de
d&eacute;compression est appliqu&eacute;e &agrave; la membrane &agrave; un potentiel de 100%, ce qui est
&eacute;gale &agrave; la somme des forces exerc&eacute;es par l’amphot&eacute;ricine B.
Les r&eacute;sultats repr&eacute;sent&eacute;s dans la figure n&deg; 51 montrent que :
- La coexistence d’une seule phase lipidique, qui est la phase liquide ordonn&eacute;e,
s’explique par l’application d’un potentiel de d&eacute;compression qui d&eacute;stabilise les
diff&eacute;rentes liaisons engendr&eacute;es par l’amphot&eacute;ricine B.
- L’&eacute;volution de la formation phasique est marqu&eacute;e par une augmentation dans la
formation de la phase liquide-ordonn&eacute;e (Lo).
- Au bout de 25 ms (92,2 pas de temps), la taille de la phase (Lo) atteint un maximum
de 48,91 nm.
- La membrane est d&eacute;stabilis&eacute;e au d&eacute;but de la simulation, puis stabilis&eacute;e par l’effet
indirect de la d&eacute;compression.
- La d&eacute;stabilisation de la membrane diminue en fonction du temps de la simulation.
Le facteur de d&eacute;stabilisation est estim&eacute; &agrave; 9,57 &agrave; 2 pas de temps et &agrave; 1,75 au bout de
92,2 pas de temps.
Nous pouvons conclure que lorsque la tension lat&eacute;rale de la membrane est petite et
le potentiel de d&eacute;compression appliqu&eacute; au maximum, la membrane reforme
les
phases (Lo) mais &agrave; des tailles plus petites.
La force de d&eacute;compression &eacute;nerg&eacute;tique repr&eacute;sente une force motrice pour la
reconstitution membranaire. Par cons&eacute;quent, elle constitue une contribution directe
au d&eacute;clenchement de la r&eacute;paration membranaire et &agrave; la reprise des fonctions vitales
n&eacute;cessaires &agrave; la survie cellulaire.
-Le r&eacute;&eacute;quilibre engendr&eacute; par le potentiel de d&eacute;compression passe par une
reformation des domaines et/ou
une d&eacute;stabilisation des diff&eacute;rentes liaisons
AmB/phospholipides/ergost&eacute;rol.
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Figure n&deg; 51 : Visualisation et stabilit&eacute; des domaines en phase ordonn&eacute;e (Lo)
form&eacute;s
en
pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine
Glyc&eacute;ro/sphingo/ergost&eacute;rol/AmB
B
&agrave;
(1 /1/20%/20%).
5,
15
Constante
et
de
25
ms.
liaison
AmB/ergost&eacute;rol =1.00, constante AmB/phospholipides= 0.2, et le potentiel de
d&eacute;compression= 100% (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonn&eacute;e Lo
(c)- Stabilit&eacute; des phases ordonn&eacute;es
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3- Strat&eacute;gie de ciblage et formation des phases (LAmB)
Si l’on admet que l’apparition des phases (Lo) conditionne la forme stable et
l’apparition des phases (LAmB) conditionne la forme instable de la cellule, nous
pouvons d&eacute;duire que tous les processus cellulaires induit par l’amphot&eacute;ricine B sont
li&eacute;s
directement
ou
indirectement
&agrave;
l’&eacute;tat
dynamique
de
la
membrane.
Chaque nouvelle strat&eacute;gie th&eacute;rapeutique &eacute;labor&eacute;e doit prendre en consid&eacute;ration ce
concept.
Dans cette optique, nous avons dress&eacute; une strat&eacute;gie de ciblage mol&eacute;culaire dont le
but principal est de stabiliser les phases (LAmB) et d’augmenter par cons&eacute;quent, la
liaison de l’amphot&eacute;ricine B avec les composants membranaires.
La strat&eacute;gie consiste &agrave; augmenter l’affinit&eacute; de l’amphot&eacute;ricine B pour les
phospholipides, ceci a pour cons&eacute;quence de stabiliser les phases LAmB, malgr&eacute; la
r&eacute;organisation
induite
par
la
d&eacute;compression
membranaire.
La
force
de
d&eacute;compression est appliqu&eacute;e &agrave; la membrane &agrave; un potentiel de 100% ce qui est &eacute;gale
&agrave; la somme des forces exerc&eacute;es par l’amphot&eacute;ricine B. L’affinit&eacute; pour l’ergost&eacute;rol est
fix&eacute;e &agrave; 1,00, et l’affinit&eacute; AmB/phospholipides est augment&eacute;e &agrave; 0,5 et 0,75.
La visualisation de la formation progressive des domaines est repr&eacute;sent&eacute;e dans la
figure n&deg;52 et la figure n&deg;53.
Nous observons que pour une constante de 0,5 ou 0,75, les r&eacute;sultats sont presque
similaires:
- La phase liquide-ordonn&eacute;e (Lo) diffuse progressivement en se colorant en rouge en
fonction du degr&eacute; d’interaction au sein de la membrane.
- Le nombre de domaines de la phase (Lo) ne change pas au cours de la simulation,
cependant, la taille diminue fortement.
- L’augmentation de l’affinit&eacute; AmB/phospholipide &agrave; 0,5 a permis de stabiliser, de
reformer
les
phases
(LAmB)
et
d’augmenter
le
pouvoir
d&eacute;stabilisant
de
l’amphot&eacute;ricine B.
- La d&eacute;stabilisation passe de 11 &agrave; 1,56, alors qu’en l’absence de cette affinit&eacute; la
d&eacute;stabilisation est estim&eacute;e &agrave; 9,745.
- De petits domaines de phase (Lo) se forment avec une taille de 10,26 en 92,2 pas
de temps.
- Lorsque nous augmentons l’affinit&eacute; pour les phospholipides &agrave; 0,75, nous
remarquons le m&ecirc;me pouvoir d&eacute;stabilisant mais avec une diminution significative de
la formation des phases (Lo). Leur taille est estim&eacute;e &agrave; 4,74, avec un m&ecirc;me pouvoir
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d&eacute;stabilisant que pour l’affinit&eacute; augment&eacute;e &agrave; 0,5. Ceci laisse penser qu’en fonction
de ce mod&egrave;le l’augmentation de l’affinit&eacute; pour les phospholipides emp&ecirc;che fortement
la formation des phases Lo et augmente, par cons&eacute;quent, l’effet d&eacute;stabilisant de
l’amphot&eacute;ricine B.
- L’&eacute;volution de la formation phasique suivie aux temps 5, 15, et 25 ms est lin&eacute;aire et
la taille de la phase liquide-ordonn&eacute;e (Lo) augmente de fa&ccedil;on stable en fonction du
temps.
- Ces r&eacute;sultats sugg&egrave;rent que pour une affinit&eacute; du complexe AmB/ergost&eacute;rol 2 fois
sup&eacute;rieure &agrave; celle du complexe AmB/phospholipides, la formation de la phase (LAmB)
est augment&eacute;e ainsi que la force d’interaction AmB/membrane.
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Figure n&deg; 52 : Visualisation et stabilit&eacute; des domaines en phase ordonn&eacute;e (Lo)
form&eacute;s
en
pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine
Glyc&eacute;ro/sphingo/ergost&eacute;rol/AmB
B
&agrave;
(1/1/20%/20%).
5,
15
Constante
et
de
25
ms.
liaison
AmB/ergost&eacute;rol =1.00, constante AmB/phospholipides= 0.5 et le potentiel de
d&eacute;compression= 100% (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonn&eacute;e Lo
(c)- Stabilit&eacute; des phases ordonn&eacute;es
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Figure n&deg;53 : Visualisation et stabilit&eacute; des domaines en phase ordonn&eacute;e (Lo)
form&eacute;s
en
pr&eacute;sence
d’amphot&eacute;ricine
Glyc&eacute;ro/sphing/ergost&eacute;rol/AmB
B
&agrave;
(1 /1/20%/20%).
5,
15
Constante
et
de
25
ms.
liaison
AmB/ergost&eacute;rol =1.00, constante AmB/phospholipides= 0.75 et le potentiel de
d&eacute;compression= 100% (barre 100 nm).
(a)- Visualisation de la membrane (tore en 2D)
(b)- Formation progressive de la phase ordonn&eacute;e Lo
(c)- Stabilit&eacute; des phases ordonn&eacute;es
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4- Conclusion
La mod&eacute;lisation et la simulation in silico sont tr&egrave;s utiles pour comprendre et pr&eacute;dire la
dynamique membranaire. L’approche math&eacute;matique a jou&eacute; un r&ocirc;le primordial dans la
simultation des radeaux lipidiques. Le mod&egrave;le repose sur une sh&eacute;matisation de la
structure
membranaire
associ&eacute;e
&agrave;
un
certain
nombre
d’hypoth&egrave;ses.
L’approche multi-agents semble &ecirc;tre une approche int&eacute;ressante et un outil puissant
pour traiter ce type de probl&egrave;me. Gr&acirc;ce &agrave; ces diff&eacute;rentes caract&eacute;ristiques, elle a
permis d’&eacute;laborer un mod&egrave;le math&eacute;matique, qui traite l’&eacute;volution de la structure
dynamique en l’absence et en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B.
L’application de ce mod&egrave;le a concern&eacute; la reproduction du processus de formation de
la phase liquide-ordonn&eacute;e (Lo) &laquo; rafts &raquo; dans des conditions initiales stables, ensuite
dans des conditions de stress, tout en se basant sur les r&eacute;sultats que nous avons
obtenus.
Dans un premier temps , l’&eacute;tat de l’art sur la s&eacute;paration de phases membranaires a
montr&eacute; l’importance de la prise en compte de l’effet perturbateur par les stimuli
externes (Fan J. et coll., 2010). Dans une cellule o&ugrave; la membrane ne subit aucun
stress, la formation des radeaux lipidiques &laquo; rafts &raquo; ne peut se produire, sauf si
toutes les conditions biophysiques des lipides sont r&eacute;unies. La mod&eacute;lisation de cette
dynamique conduit &agrave; une pr&eacute;diction de l’&eacute;volution du syst&egrave;me &agrave; plusieurs niveaux.
Le r&ocirc;le fondamental des st&eacute;rols dans la formation des phases liquides-ordonn&eacute;es
(Lo) a &eacute;t&eacute; &eacute;galement mis en &eacute;vidence. Les m&eacute;thodes &eacute;xp&eacute;rimentales utilis&eacute;es
jusqu’ici, ne permettent pas de pr&eacute;dire l’&eacute;volution de ce syst&egrave;me dans le cas ou la
cellule subit un stress. Dans ce contexte, les simulations num&eacute;riques sont plus
adapt&eacute;es pour d&eacute;crire l’&eacute;volution et apporter des pr&eacute;cisions sur la formation des
radeaux lipidiques en cas de stress membranaire.
Dans l’optique de la mod&eacute;lisation, le concept que nous avons utilis&eacute; est soumis
principalement &agrave; deux abstractions phasiques, la premi&egrave;re correspond &agrave; la formation
des phases liquides-ordonn&eacute;es (Lo) et la deuxi&egrave;me &agrave; la formation des phases
liquides- ordonn&eacute;es associ&eacute;es &agrave; l’amphot&eacute;ricine B (LAmB).
Les
r&eacute;sultats
de
la
simulation
obtenus
avec
un
mod&egrave;le
constitu&eacute;
de
glyc&eacute;rophospholipides, sphingophospholipides et ergost&eacute;rol (1/1/20%), ont montr&eacute;
que la s&eacute;paration de phases se fait de mani&egrave;re al&eacute;atoire mais elle est tr&egrave;s stable
avec un coefficient de variation estim&eacute; &agrave; 0. Ainsi, la phase liquide-ordonn&eacute;e (Lo)
diffuse progressivement et se colore en rouge en fonction des param&egrave;tres de
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liaisons. Le nombre de radeaux ne change pas au cours de la simulation mais la
taille varie.
Sur une membrane de 2&micro;m, les tailles moyennes sont estim&eacute;es respectivement &agrave;
20,23 ; 42,5 et 104,567 nm dans des temps de formation de 18,443 ; 55,321 et 92,2
pas de temps. Au bout de 25 ms de simulation l’&eacute;volution de la formation est lin&eacute;aire
et augmente de fa&ccedil;on tr&egrave;s stable.
Apr&egrave;s la validation de ce mod&egrave;le, nous avons r&eacute;alis&eacute; tout d’abord une simulation sur
l’effet de la s&eacute;questration d’ergost&eacute;rol par l’amphot&eacute;ricine B et nous avons ajout&eacute;
3 param&egrave;tres : la concentration d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 20%, le pouvoir de s&eacute;questration
&agrave; 80% et les forces d’affinit&eacute; &agrave; 1,00 et 0,2 pour l’ergost&eacute;rol et les phospholipides
respectivement. Les r&eacute;sultats obtenus ont permis de mod&eacute;liser l’effet de
l’amphot&eacute;ricine B sur l’&eacute;volution de la formation phasique (Lo) au bout de 25 ms.
En effet, une d&eacute;stabilisation estim&eacute;e &agrave; 0,6 est enregistr&eacute;e au bout de 60 pas de
temps, avec l’apparition de deux phases (Lo) et (LAmB). De plus, la taille mesur&eacute;e &agrave;
8,25 nm au bout de 92,2 pas de temps, correspond &agrave; une taille tr&egrave;s r&eacute;duite par
rapport &agrave; une formation compl&egrave;te d’un domaine sans aucun stress.
Sur la base des r&eacute;sultats obtenus par l’analyse infrarouge &agrave; transform&eacute;e de Fourriermode-r&eacute;flexion totale att&eacute;nu&eacute;e (IRTF-RTA), nous avons reconstitu&eacute; la phase (Lo) en
pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B. Les r&eacute;sultats de la simulation ont montr&eacute; qu’en
pr&eacute;sence d’une force de d&eacute;compression estim&eacute;e &agrave; 100%, la phase (Lo) est reform&eacute;e
avec une taille de 48,91 nm au bout de 92,2 pas de temps. La d&eacute;stabilisation de la
membrane diminue en fonction du temps de la simulation. Elle est estim&eacute;e &agrave; 9,57 au
d&eacute;but de la simulation et &agrave; 1,75 au bout de 92,2 pas de temps. Nous pouvons dire
que lorsque la tension lat&eacute;rale est r&eacute;duite par l’action indirecte des porines, la
membrane se r&eacute;pare et reconstitue les phases (Lo) avec des tailles plus petites.
Dans un dernier subside et en prenant en consid&eacute;ration le concept selon lequel la
membrane passe par une r&eacute;paration membranaire des phases (Lo), nous avons
propos&eacute; une strat&eacute;gie de ciblage mol&eacute;culaire inspir&eacute;e de la th&eacute;orie de Pontier;
&eacute;tablie en 1973. Cette derni&egrave;re consiste &agrave; d&eacute;stabiliser les radeaux lipidiques par une
augmentation de l’affinit&eacute; amphot&eacute;ricine B/phospholipides. Les r&eacute;sultats obtenus de
cette contribution se sont montr&eacute;s tr&egrave;s prometteurs et doivent &ecirc;tre consid&eacute;r&eacute; parmi
les strat&eacute;gies &agrave; d&eacute;velopper dans le futur. En effet, l’augmentation de l’affinit&eacute; pour les
phospholipides &agrave; 0,5 et 0,75, augmente la stabilit&eacute; de la phase (LAmB), avec un
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coefficient de variation qui passe de 11 &agrave; 1,56. De plus, la taille de la phase liquideordonn&eacute;e (Lo) est nettement r&eacute;duite &agrave; 10,26 nm.
Ces r&eacute;sultats peuvent &ecirc;tre expliqu&eacute;s par la s&eacute;questration de l’ergost&eacute;rol
membranaire
qui
est
tr&egrave;s
affect&eacute;e
par
les
interactions
que
peut
avoir
l’amphot&eacute;ricine B avec les phospholipides, notamment les liaisons de type Van Der
Walls. En pr&eacute;sence d’une affinit&eacute; plus forte pour les phospholipides, l’ergost&eacute;rol
passe d’une conformation structurale de donneur de liaisons &agrave; une conformation
structurale d’accepteur (Bittman R. et coll., 1992).
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L’objectif principal de ce travail est de contribuer
m&eacute;canismes
membranaires
impliqu&eacute;s
dans
la
&agrave; la compr&eacute;hension
dormance
cellulaire
des
de
Candida albicans en pr&eacute;sence de 0,4&micro;g/mL d’amphot&eacute;ricine B.
Bien que les cellules de Candida albicans soient admises comme souches sensibles
&agrave; l’effet toxique de l’amphot&eacute;ricine B, des travaux ant&eacute;rieurs ont montr&eacute; qu’un certain
pourcentage de levures &eacute;chappe &agrave; l’action de cet antifongique et rentre dans une
phase de dormance, avant de se r&eacute;veiller et reprendre la croissance induisant ainsi
un &eacute;chec th&eacute;rapeutique (Boucherit Z. et coll., 2007).
La membrane plasmique, structure &agrave; l’interface cellulaire, est
d&eacute;crite dans la
bibliographie comme la cible privil&eacute;gi&eacute;e de l’amphot&eacute;ricine B. De ce fait, nous nous
sommes int&eacute;ress&eacute;s &agrave; l’&eacute;tude des modifications fonctionnelles et structurales de cet
organite sur la survie de Candida albicans ATCC10231 apr&egrave;s avoir &eacute;t&eacute; expos&eacute;es &agrave;
0,4&micro;g d’AmB/mL.
La premi&egrave;re partie de ce travail est consacr&eacute;e &agrave; la caract&eacute;risation des transitions
morphologiques et membranaires qu’adoptent les cellules de candida albicans
ATCC10231, dans un cycle de dormance et de r&eacute;veil cellulaire par microscopie
&eacute;lectronique &agrave; balayage (MEB) et spectroscopie des rayons-X &agrave; dispersion d’&eacute;nergie
(SDE-X).
Les r&eacute;sultats que nous avons obtenus ont montr&eacute; que :
En pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B, les cellules rentrent dans une phase de latence de
21 heures, avant de reprendre leurs divisions avec un taux d’inhibition de 21%.
Les microphotographies obtenues ont r&eacute;v&eacute;l&eacute; des aspects pl&eacute;omorphiques sous
forme de levures avec un indice de morphologie (Mi) de 0,6 (Mi&lt;1,5).
Des analyses plus approfondies, par le logiciel ImageJ ont mis en &eacute;vidence
l’existence d’une d&eacute;formation membranaire d’un diam&egrave;tre de 2 &micro;m, au niveau des
surfaces cellulaires. Ces d&eacute;formations repr&eacute;sentent 33,25 % de la surface cellulaire
globale et sont accompagn&eacute;es d’une fuite accrue d’ions, notamment le sodium et le
chlore, respectivement 16,4% et 55,5%.
L’interpr&eacute;tation la plus simple de cet &eacute;tat morphologique de d&eacute;formation cellulaire,
suit une hypoth&egrave;se centrale selon laquelle l’amphot&eacute;ricine B agit au niveau des
radeaux lipidiques qui g&eacute;n&egrave;rent &agrave; leurs tours une &eacute;lasticit&eacute; membranaire pour
s’adapter au d&eacute;s&eacute;quilibre osmotique cr&eacute;&eacute; par cette mol&eacute;cule.
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Ce ph&eacute;nom&egrave;ne permet aux cellules dormantes de survivre, contrairement aux
cellules expos&eacute;es &agrave; de fortes concentrations en antifongique o&ugrave; l’&eacute;tirement de la
membrane par la r&eacute;organisation des radeaux &laquo;rafts&raquo; peut aboutir &agrave; sa rupture et &agrave; la
mort cellulaire.
Pour confirmer cette hypoth&egrave;se, dans la deuxi&egrave;me partie de ce travail, nous avons
r&eacute;alis&eacute;
une
caract&eacute;risation
biochimique
des
surfaces
membranaires
par
spectroscopie infrarouge &agrave; transform&eacute;e de Fourier (IRTF-RTA).
Il ressort que les spectres IRTF-RTA des levures de Candida albicans ATCC10231
incub&eacute;es en pr&eacute;sence d’amphot&eacute;ricine B &agrave; 0,4&micro;g/mL, pr&eacute;sentent des variations
importantes dans la composition membranaire en prot&eacute;ines et en phospholipides.
Les analyses ont montr&eacute; l’apparition
de prot&eacute;ines sp&eacute;cifiques, en conformation
secondaire de type β &laquo; b&eacute;ta &raquo;, avant la lev&eacute;e de la dormance. Ceci nous laisse
penser que les cellules expriment des structures capables de r&eacute;&eacute;quilibrer le milieu
osmotique et de reconstituer la structure membranaire leur permettant ainsi de
reprendre une croissance normale.
Une s&eacute;paration de phase est mise en &eacute;vidence par des variations d’absorption de
phospholipides (~1240 cm-1), de glycolipides et de st&eacute;rols membranaires
(1200-900 cm-1). La dynamique de ces constituants est importante dans le cadre des
ph&eacute;nom&egrave;nes de diffusion &agrave; travers les membranes plasmiques, puisqu’elle intervient
&eacute;galement dans le conditionnement de la fluidit&eacute;.
Sur le plan m&eacute;canique, cette transition lipidique est adopt&eacute;e pour la survie des
cellules lors d’un traitement &agrave; l’amphot&eacute;ricine B. Cette deuxi&egrave;me hypoth&egrave;se
p&eacute;riph&eacute;rique que ce soit sur le plan de l’alt&eacute;ration ou de la r&eacute;paration membranaire,
demeure importante et suscite la mise en place d’un mod&egrave;le membranaire et d’une
strat&eacute;gie de ciblage mol&eacute;culaire.
La strat&eacute;gie utilis&eacute;e dans la troisi&egrave;me partie de notre travail fait intervenir la
mod&eacute;lisation &agrave; base de syst&egrave;me multi-agents (SMA).
Les r&eacute;sultats obtenus se sont av&eacute;r&eacute;s tr&egrave;s prometteurs, dans le cadre d’une
stabilisation des phases lipidiques associ&eacute;es &agrave; l’amphot&eacute;ricine B, appel&eacute;es dans
notre &eacute;tude phases (LAmB). En effet, la stabilit&eacute; de ces &laquo; super-phases &raquo; (LAmB), en
pr&eacute;sence d’une affinit&eacute; de 0,5 et 0,75 est 2 fois sup&eacute;rieure &agrave; celle mesur&eacute;e en
pr&eacute;sence d’une affinit&eacute; de 0,2.
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Pour compl&eacute;ter ce travail, il serait int&eacute;ressant :
- D’approfondir les &eacute;tudes sur la s&eacute;paration de phases lipidiques chez les cellules
dormantes.
- D’identifier les mol&eacute;cules responsables de la r&eacute;paration membranaire lors d’un
stress caus&eacute; par l’effet de l’amphot&eacute;ricine B.
- D’am&eacute;liorer les mod&egrave;les membranaires multi-agents dans le but de simuler d’autres
interactions mol&eacute;culaires.
- De d&eacute;terminer d’autres param&egrave;tres qui peuvent influencer l’adaptation cellulaire
dans la phase de dormance.
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ANNEXE 1
L’interpr&eacute;tation des r&eacute;sultats obtenus, lors des analyses morphologiques des cellules
de Candida albicans ATCC 10231 est r&eacute;alis&eacute;e en se r&eacute;f&eacute;rant &agrave; une classification de
formes pl&eacute;omorphiques, telle d&eacute;crite dans le tableau ci-dessous.
Tableau 10 : Repr&eacute;sentation sch&eacute;matique et classification des formes
pl&eacute;omorphiques de Candida albicans [(Merson-Davies L. A. et Odds F., 1989) ;
(Sudbery P. et coll., 2004) ; (Whiteway M. et Bachewich C., 2007)]
Forme
Taille
Conditions
pl&eacute;omorphique
cellulaire
culture
de Indice de
morphologie sch&eacute;matique
(Mi)
Levure
2 &agrave; 5 &micro;m
pH &lt;6.5-7.0
&lt;1,5
Temp&eacute;rature&lt;30&deg;C
Pseudo-hyphes
20 &micro;m
pH 6.0
2,5–3,4
Temp&eacute;rature=35&deg; C
Hyphes
500 &agrave; 600 &micro;m pH &gt;6.5-7.0
Temp&eacute;rature&gt;35&deg;C
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ANNEXE 2
L'interpr&eacute;tation des spectres infrarouges est faite en se r&eacute;f&eacute;rant au tableau IRTFRTA ci-dessous. Ce dernier indique avec pr&eacute;cision les assignations des diff&eacute;rentes
bandes,
la liaison concern&eacute;e,
le
type
de
vibration
et
le
nombre
d'onde.
(Les vibrations d’&eacute;longation sont not&eacute;es ѵ, les vibrations de cisaillements σ et les
vibrations de d&eacute;formation sont not&eacute;es δ).
Tableau 11: Assignation des bandes IRTF-RTA [(Naumann D. et coll., 1991a,
b) ; (Goormaghtigh E. et coll., 1994 a, b et c) ; (Gaigneaux A. et coll., 2006) ;
(Gasper R. et coll., 2009) ; (Goormaghtigh E. et coll., 2009) ; (Goormaghtigh E.,
2012) ; (Sarroukh R. et coll., 2013)]
Nombre d’onde
Vibrations mol&eacute;culaires
-1
(cm )
Principaux
groupements
fonctionnels
Stretching des liaisons simples (AH, CH, NH, OH)
3300
ѵOH associ&eacute;
3400
Alcool, et ph&eacute;nols
ѵNH libre
3300
3380
3190 ѵNH (Amide A et B)
Prot&eacute;ines, et peptides
3100
ѵCH, ѵCH2, ѵCH3
3062
Groupements aromatiques, et
alc&egrave;nes
ѵCH3
2961 2957
Lipides, acides gras, chaines
ѵCH2
2925
aliphatique et lat&eacute;rales.
ѵCH tertiaire
2897
ѵCH3
2874
Stretching des doubles liaisons (C=O, C=C, C=N)
ѵCOOR,
1740 1747
Phosphodiester,phospholipide
ѵC=O
1714 1713
esters, acide carboxylique
1696 1691
1693 ѵC=O coupl&eacute;e &agrave; δ NH
Amide
1681
1678
conformation de type &laquo; b&eacute;ta &raquo; β
1679
1670
ou
I:
feuillet
tournant,
Prot&eacute;ines
antiparall&egrave;les,
chaines
lat&eacute;rales,
interactions interchaines.
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80% ѵC=O coupl&eacute;e &agrave; 20% δNH
Amide
I:
Prot&eacute;ines
en
h&eacute;lice&laquo; alpha &raquo; α, prot&eacute;ines en
pelote statistique.
1630 1629 1627
ѵC=O coupl&eacute;e &agrave; δNH
Prot&eacute;ines de conformation de
type &laquo; b&eacute;ta &raquo; β et/ou feuillets
antiparall&egrave;les
60% ѵNH, 30% δCN 10% ѵC=C
15801550 1553
brins b&eacute;ta, random, Tournant,
1540 1545
1520
1518
Amide II : Peptide, prot&eacute;ine,
1511 ѵC=C
chaines lat&eacute;rales des r&eacute;sidus de
1512 1500
tyrosine
1497
Ph&eacute;nylalanine
1497
1491
σCH2
1469 1455 1441
σCH3
1416
1420
1400 1405
1385
1375
Lipides, acides gras
1414 δCOH
δCOOH
Amide
III
Acides
amin&eacute;s,
1307 δCH, δCH3, ѵCOOH, δCH2, ѵCN chaines d’acides gras
coupl&eacute;e &agrave; δNH
1374
Et polysaccharides
1353 1339
δCH, δCH2
1314 1317
δCH, δCH2, δCH3
Acides gras et acides amin&eacute;s
1280 1281
ѵCN coupl&eacute;e &agrave; δNH
Amide III
ѵC=O, ѵC=C
Acides gras et acides amin&eacute;s
1245
1240
1220 1218
1239 ѴP=O
Phosphodiester, phospholipides,
ѵPO2-
LPS, prot&eacute;ines phosphoryl&eacute;s
ѵR-O-P-O-R
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Stretching des liaisons (ѵC-O, vC-C, vC-OH, δC-O-C, C-O-P)
1173
1172
1153 ѵC-OH, ѵR-COOR
1117
Prot&eacute;ines, carbohydrates,
ѵCOOH
1084 1086 1070
ѵPO2-
Phospholipides, phosphodiester,
1057 1056
ѵR-O-P-O-R
Polysaccharrides,
1044 1041
ѵC-O-C, ѵP-O-C
st&eacute;rols,
glycolipides
ѵC-OH coupl&eacute;e &agrave; δC-O
ѵCH2OH coupl&eacute;e &agrave; ѵCN
1028 1026
964 970 900
ѵCH2OH
St&eacute;rols, glycolipides
ѵC-C, ѵPO32-, ѵC-O-P
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Faire une suggestion


Avez-vous trouvé des erreurs dans linterface ou les textes? Ou savez-vous comment améliorer linterface utilisateur StudyLib? Nhésitez pas à envoyer des suggestions. Cest très important pour nous!
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