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Depuis l’introduction de la pénicilline G sur le marché dans les années 1940, « l’âge d’or » des 

antibiotiques a longtemps été considéré comme miraculeux et les maladies infectieuses furent 

considérées comme vaincues. Les antibiotiques ont permis de fortement réduire le nombre de décès 

dûs aux infections bactériennes.1 Malgré l’observation de l’émergence de bactéries résistantes aux 

antibiotiques, les antibiotiques ont été mal exploités à travers le monde, en particulier à cause de 

prescriptions abusives, d’un manque d’informations et de la croyance collective.2 Cette mauvaise 

utilisation entraîna l’apparition de souches multi-résistantes (MDR) aux traitements conventionnels, 

engendrant de nouvelles infections difficilement curables. Ces maladies persistantes sont devenues 

un problème de santé publique, notamment dans le cas d’infections chroniques ou d’infections 

nosocomiales, entraînant un nombre de décès considérable et un coût important de prise en charge.3 

En plus des résistances émergentes, le nombre de nouveaux antibiotiques découverts n’a cessé de 

décroître durant les dernières décennies.4,5 Aujourd’hui, les conséquences de l’émergence des 

souches résistantes sont reconnues par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS).6 Face aux 

conséquences grandissantes, de nouvelles stratégies antimicrobiennes sont étudiées. Similairement, 

d’anciennes techniques qui furent éclipsées pendant « l’âge d’or » des antibiotiques, réapparaissent 

actuellement dans le milieu de la recherche. 

Parmi toutes ces alternatives, la thérapie photodynamique antimicrobienne (aPDT) a montré 

des résultats prometteurs. En effet, cette technique n’induit aucune résistance bactérienne 

contrairement aux antibiotiques.7  Dérivé de la thérapie photodynamique anticancéreuse (PDT), 

l’aPDT repose sur la présence simultanée de trois éléments : une molécule ayant des propriétés 

photophysiques particulières (appelée photosensibilisateur (PS)), une irradiation lumineuse adéquate 

et la présence d’oxygène. La réunion de ces trois éléments induit la création d’espèces cytotoxiques, 

appelées les espèces réactives de l’oxygène (ROS) : à savoir l’anion superoxyde (O2
●-), le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2), le radical hydroxyle (HO●) et l’oxygène singulet (1O2). Ces ROS réagissent 

rapidement avec différents substrats moléculaires (protéines, acides nucléiques, lipides, etc.), ce qui 

rend difficile l’établissement d’une résistance.7,8 Durant ces dernières années, l’aPDT a été étudiée 

comme une alternative thérapeutique dans la lutte antibactérienne. Initialement, cette technique fut 

utilisée contre une souche de Staphylococcus aureus résistante à la méticilline (MRSA), et elle obtint 

des résultats encourageants.9 Les études suivantes ont montré que l’aPDT était particulièrement 

efficace contre les bactéries Gram positif. D’un autre côté, les 

bactéries Gram négatif ont démontré une sensibilité moindre 

vis-à-vis de l’aPDT.10,11 Par la suite, de nombreuses études ont 

mis en avant l’efficacité accrue des photosensibilisateurs 

cationiques sur de nombreuses souches bactériennes, grâce à 

leur meilleure affinité pour des composants membranaires, 

telles que les acides téichoïques (LTA) des bactéries Gram 

positif et les lipopolysaccharides (LPS) des bactéries Gram 

négatif.12–14 Dès lors, les PS cationiques sont devenus 

incontournables en aPDT (comme la TMPyP, Figure 1). Malgré 

cette bonne efficacité, ces derniers n’ont pas montré 

d’interactions réellement fortes pour les bactéries, 

notamment envers les bactéries Gram négatif. Ainsi, leur 

application reste limitée car ce manque d’interaction pourrait 

entraîner des effets secondaires sur les cellules humaines, lors 

Figure 1. Exemple de 

photosensibilisateur cationique, la 

tetrakis(4-N-méthylpyridyl)-21H,23H-

porphyrine (TMPyP) 
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de traitements de plaies infectées par exemple.15 ,16  

Parallèlement, une famille d’antibiotique a su se distinguer ces dernières années : les peptides 

antimicrobiens (AMP). Ces peptides sont omniprésents dans de nombreux organismes. Alors que le 

nombre de peptides antimicrobiens découverts ne cesse d’augmenter, les polymyxines sont 

devenues incontournables dans le milieu médical. Naturellement produit par la souche bactérienne 

Peanibacillus polymyxa17, ce peptide est constitué d’un cycle de sept acides aminés, prolongé d’une 

chaîne de trois acides aminés linéaires et terminé par une chaîne lipophile (Figure 2). Initialement, 

cinq types de polymyxines furent découverts (A à E), mais seulement deux types sont actuellement 

utilisés dans le milieu médical (B et E, cette dernière est aussi appelée aussi colistine). Chaque 

polymyxine peut présenter des variantes selon sa chaîne lipophile (numérotée 1 à 4), mais la plupart 

des polymyxines commerciales ne sont composées que des versions 1 et 2. La forte charge 

cationique, dûe aux acides diaminobutyriques, permet au peptide de se fixer fortement sur la 

membrane externe des bactéries Gram négatif, grâce une interaction électrostatique entre ce 

peptide et les LPS. De plus, sa structure bien particulière permet un repliement qui lui offre un 

caractère amphipathique. Ainsi, ce peptide interagit spécifiquement avec le lipide A des LPS, à la fois 

par interaction ionique et par l’intégration de sa partie lipophile dans la couche lipidique de la 

membrane. Sa présence et son accumulation sur la membrane entraînent son extension et la perte 

des cations divalents (Ca2+ et Mg2+) stabilisant les LPS, puis la perméabilisation de la membrane. 

Enfin, cette perméabilisation croissante entraîne la perte d’intégrité membranaire puis la mort de 

bactérie.18,19 Actuellement, les polymyxines sont utilisées en tant que traitement de derniers recours 

contre les infections de bactéries résistantes Gram négatif. En 2016, la première souche d’Escherichia 

coli résistante à la colistine a été découverte en milieu hospitalier.20  

 

Figure 2. Structure générale des polymyxines. 

Les travaux décrits dans ce manuscrit ont pour objectif d’approfondir les connaissances et les 

résultats obtenus en aPDT, afin de valoriser cette technique en tant que solution viable face aux 

infections bactériennes. Afin de pallier les deux problèmes majeurs de l’aPDT, qui sont le manque 

d’efficacité des photosensibilisateurs non cationiques et le manque d’interaction des PS en général, 
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nous avons voulu au cours de ce travail, associer chimiquement la polymyxine B à différents PS. En 

effet, Nitzan et coll. ont déjà montré que la polymyxine B permet de sensibiliser les bactéries Gram 

négatif à l’aPDT grâce à la perméabilisation de leur membrane.21 En plus de cet effet, l’association 

chimique entre un PS et une polymyxine B devrait permettre une interaction accrue pour la paroi des 

bactéries Gram négatif, via l’affinité du peptide pour le lipide A. Tout d’abord, nous avons étudié de 

nouveaux PS de type porphyrine cationique, afin d’accompagner tous les futurs travaux potentiels 

cherchant à associer chimiquement ces molécules à des agents de ciblage. Ensuite, nous avons 

réalisé l’association désirée : des composés regroupant une porphyrine cationique et des dérivés de 

polymyxines. Ces premiers travaux ont offert des résultats très prometteurs, mais ils restent 

néanmoins expérimentaux pour l’instant. Ainsi, afin d’accentuer l’intérêt de l’aPDT, un nouveau 

matériel basé sur le même principe a été conçu avec une bonne considération pour l’environnement. 

Des nanocristaux de cellulose ont été recouverts d’un photosensibilisateur d’origine naturelle et 

d’une polymyxine commerciale. L’ensemble de ces travaux permet de mettre en avant l’intérêt 

d’utiliser les AMP dans le but d’optimiser l’aPDT et d’encourager son éventuelle adaptation dans le 

milieu médical. 
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Chapitre 1 : Les infections bactériennes  

 Dans ce chapitre, nous traiterons les informations connues de la Microbiologie afin de mieux 

comprendre les enjeux économiques et sociétaux des infections microbiennes. En effet, afin de bien 

situer la problématique, il est important de faire un point sur les agents infectieux, leur histoire et les 

dernières découvertes.  

Le terme « Bactérie » désigne l’ensemble des organismes vivants microscopiques 

procaryotes. Pendant plusieurs années, les Archaea appartenaient à la famille des bactéries mais au 

cours du 20ème siècle, ces microorganismes ont été reconnus comme des entités à part entière. Ainsi 

les Archaea et les virus seront très peu abordés dans ce manuscrit. Les bactéries sont généralement 

unicellulaires et elles ont la capacité de se multiplier rapidement (20 à 40 min). Ces microorganismes 

non visibles à l’œil nu sont omniprésents dans l’environnement (eaux, air, sols) et la plupart d’entre 

eux sont inoffensives pour l’Homme. Chez l’Homme, on estime que le rapport entre le nombre de 

bactéries et de cellules humaines est de 10, notamment à cause d’une grande quantité de 

microorganismes dans le tractus intestinal (plus de 400 espèces), constituant le microbiote intestinal. 

D’autres bactéries sont pathogènes et/ou opportunistes d’infections bactériennes pouvant entraîner 

le décès de l’hôte infecté. 

 



 

Chapitre 1 : Les infections bactériennes  

6 

 

 I. Les bactéries1
 

 Structures des bactéries I.1.

Etant donné le nombre d’espèces existantes, la taxonomie des bactéries est assez 

complexe.22 Ainsi, seules les souches bactériennes utilisées dans le cadre des travaux de ce 

manuscrit, à savoir, les genres Staphylococcus, Escherichia et Pseudomonas seront présentées. Le 

genre Staphylococcus appartient à la famille des Firmicutes  qui sont des bactéries Gram positif avec 

un pourtentage en Guanine et Cytosine faible. Les deux genres,  Escherichia et Pseudomonas sont 

des Gammaproteabacteria, des bactéries Gram négatif. La taille et la forme des bactéries diffèrent 

selon les espèces. Escherichia et Pseudomonas sont en forme de bâtonnets  alors que les 

Staphylococci sont en forme de coques. 

 
Figure 3. Photos de bactéries au miscrocope électronique.  

A gauche : Staphylococcus aureus, Au centre : Escherichia coli, A droite : Pseudomonas aeruginosa.
23

 

Ces procaryotes sont délimités par une paroi qui leur donne une forme et les protège des agressions 

externes telles que les molécules actives ou les pressions osmotiques. En tant qu’actrice de la 

défense bactérienne, cette paroi sera attentivement décrite dans la partie I.3 (page 9). De façon 

identique aux cellules eucaryotes, le contenu de la bactérie est appelé cytoplasme. On y retrouve 

notamment les protéines, les enzymes, les nutriments et toutes les molécules nécessaires à la survie 

de la bactérie, mais qui peuvent être aussi la cible d’agent antibactérien. L’ADN est sous forme 

circulaire (généralement unique) et se trouve dans le cytoplasme. Contrairement aux cellules 

eucaryotes, l’information génétique n’est pas protégée par une deuxième membrane nucléaire. De 

plus, chez les bactéries, on retrouve des plasmides participant aussi au code génétique. Ce sont des 

doubles brins complémentaires d’ADN circulaires capables de réplication autonome. Comme pour les 

cellules eucaryotes, on y retrouve les ribosomes participant à la traduction de l’ADN en protéines. 

Selon les souches, un flagelle (ou des cils) peut émaner du cytoplasme, permettant la mobilité de la 

bactérie.   

 

Figure 4. Composition générale d'une bactérie. 
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D’autres métabolites peuvent être présents au sein d’une bactérie selon la souche.  Ces composantes 

ne seront pas exposées dans cette partie. 

 Croissance bactérienne I.2.

Les bactéries ont un besoin de nutriments pour la biosynthèse et la conversion énergétique. 

A l’instar des cellules eucaryotes, l’ATP (adénosine triphosphate) est un élément essentiel pour la 

croissance bactérienne. Il existe trois grands critères permettant d’établir des classes nutritionnelles : 

la source de carbone, la source d’énergie et la source d’électrons. Nous pouvons citer par exemple, 

les chimiotrophes (bactéries dont l’énergie est d’origine chimique) et les phototrophes (énergie 

d’origine lumineuse). Le facteur de croissance dépend de l’environnement : nutriments, agents 

antibactériens, température, pH, luminosité, atmosphère, etc. Certains de ces facteurs permettent 

aussi une classification des bactéries, comme par exemple : les bactéries aérobies (nécéssitant une 

atmosphère riche en oxygène) ou les bactéries anaérobies (plus ou moins intolérantes à l’oxygène, et 

préviligiant des respirations à base de nitrates). 

Les bactéries se multiplient par scissiparité : deux bactéries sont obtenues à partir d’une cellule mère 

et sont identiques à cette dernière.  La croissance bactérienne est souvent représentée 

graphiquement par une courbe montrant le développement d'une population de bactéries en 

fonction du temps. 

La courbe de croissance comprend 4 phases (Figure 5) :  

 La phase de latence : la bactérie s’adapte au milieu de culture en synthétisant les enzymes 

adaptés aux nutriments du nouveau substrat de culture.  

 La phase d’accélération : les bactéries métabolisent les nutriments apportés par le milieu de 

culture et elles commencent à se diviser. 

 La phase exponentielle de croissance (ou croissance exponentielle) : les bactéries se multiplient 

à grande vitesse. 

 La phase de déccélaration : la croissance ralentit progressivement à cause de la saturation de 

bactéries ou d’un manque de nutriments. 

 La phase stationnaire : Arrivée à une forte concentration, la division bactérienne est stoppée.  

 En cas d’appauvrissement prolongé des nutriments, les bactéries sont vouées à la mort 

cellulaire durant la phase de déclin. 

 

Figure 5. La croissance bactérienne : Nombre de bactéries en fonction du temps 
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La majorité des bactéries favorisent un mode de vie, dit sessile (état sessile), où les bactéries se 

trouvent adhérentes sur un support plutôt qu’un mode de vie isolée dans le milieu environnemental 

(état planctonique). L’attachement sur une surface est une stratégie de survie qui permet à la 

bactérie de coloniser un environnement. L’état planctonique se réduit alors au passage de la bactérie 

d’une surface à l’autre. Après attachement sur un support, les bactéries vont mettre en place et 

développer une structure communautaire appelée « biofilm ». La formation d’un biofilm se déroule 5 

étapes (Figure 6) : 

 Accroche initiale (1) : les bactéries planctoniques adhèrent à la surface. 

 Accroche irréversible (2) : l’adhésion devient irréversible grâce à la production de protéines 

spécifiques et/ou de la formation de structures telle que les pilis. 

 Formation de micro-colonies (3) : les bactéries se multiplient fortement afin de pouvoir 

sécréter activement le biofilm. 

 Maturation du biofilm (4) : La sécrétion de la matrice extracellulaire offre un milieu propice à la 

croissance bactérienne, et le biofilm devient ainsi macroscopique. 

 Propagation du biofilm (5) : Certaines bactéries se séparent du biofilm, à cause de son 

vieillissement ou de différents stress physiques, et retournent à l’état planctonique. Ces 

dernières peuvent ainsi coloniser de nouvelles surfaces. 

Cette agrégation de bactéries est particulièrement résistante et stable grâce à la matrice composée 

de polysaccharides, de protéines et glycoprotéines. Il est apparu que les biofilms représentent un 

problème majeur dans le milieu médical. 65 % des infections bactériennes chez l’homme impliquent 

des biofilms qui peuvent se former au niveau de cathéters ou d’implants (valves cardiaques, 

prothèses…).   

 

Figure 6. Cycle de formation d'un biofilm. 
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 Parois bactériennes I.3.

 Il existe deux types de parois bactériennes : la paroi des bactéries Gram positif et la paroi des 

bactéries Gram négatif. 

 Les points communs entre les deux types de paroi. I.3.1.

Les bactéries Gram positif et Gram négatif ont des membranes externes bien différentes et 

facilement dissociables. Cependant, les 2 types de paroi sont constitués d’une membrane plasmique 

et de peptidoglycanes.  

La membrane plasmique est essentiellement composée de la 

bicouche phospholipidique, élément présent dans tous types de 

cellules et dans de nombreux virus. Cette couche est caractérisée 

par son caractère amphiphile, avec ses têtes hydrophiles orientées 

vers l’extérieur et ses chaînes lipophiles au centre (Figure 7). Cette 

membrane est la base de l’intégrité des cellules ou noyaux mais leur 

composition varie selon les procaryotes et les eucaryotes. On peut 

remarquer notamment que chez les eucaryotes, il y a la présence de 

stérols, dont le cholestérol, au sein de la membrane, induisant une 

charge moins élévée. Pour les bactéries, on y retrouve donc 

essentiellement les phospholipides (phosphatydilglycérol, 

cardiolipides ou phosphatidylsérine) et des protéines intrinsèques 

(permettant le passage de molécules). Par l’abondance des 

fonctions phosphates et hydroxyles, la membrane plasmique 

bactérienne est chargée négativement. 

 

Le peptidoglycane est constitué de chaînes de glucides (N-acétyl-

glucosamine et N-acétyl-muramique) reliées par des liaisons 

osidiques et de parties peptidiques sur les monomères 

muramiques (Figure 8). Les ponts peptidiques sont de 8 acides 

aminés (2 x 4 acides aminés par monomère) qui peuvent différer. 

Les bactéries Gram négatif et les bacilles Gram positif ont des 

peptidoglycanes riches en acide diaminopimelique alors que le 

reste des bactéries Gram positif est riche en lysine (Lys).24 

Le peptidoglycane permet aux bactéries de préserver leur 

intégrité lors d’agressions (tel que les chocs osmotiques), de 

réguler la diffusion de molécules et le relargage de fragments de 

ce polymère participe à la communication intracellulaire. 

  

Figure 7. Structure d'un 

phospholipide. 

Figure 8. Structure du 

peptidoglycane. 
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 Paroi des bactéries Gram positif I.3.2.

La paroi des bactéries Gram positif est essentiellement constituée de peptidoglycane (entre 

15 et 80 nm d’épaisseur) dans lesquels sont présents des acides téichoïques et lipotéichoïques 

(Figure 9). Les deux types d’acides téichoïques sont riches en phosphates, glycérols et ribitols. L’acide 

lipotéichoïque appartient aussi à la membrane plasmique car la partie téichoïque est directement 

reliée au glycérol du phospholipide. Ils permettent la stabilisation de l’épaisse paroi de 

peptidoglycanes. Cette épaisseur de polymère entraîne une taille conséquente pour les bactéries de 

cette catégorie. De nouveau, la présence de phosphates et hydroxyles rendent cette membrane 

Gram positif relativement anionique. L’espace périplasmique permet le stockage de molécules 

nécessaires (enzymes, nutriments, etc).  

 

Figure 9. Modélisation d'une paroi bactérienne Gram positif. 

Dans la catégorie des bactéries Gram positif, nous retrouvons la famille des Firmicutes contenant 

Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis. 

 Paroi des bactéries Gram négatif I.3.3.

La paroi des bactéries Gram négatif n’a qu’une faible épaisseur de peptidoglycane (Figure 

10). Cependant, une deuxième membrane phospholipidique est située à l’extérieur. Sur cette 

dernière, de nombreux polymères dont le Lipopolysaccharides (LPS), sont greffés. Le LPS est 

constitué d’une partie lipidique hydrophobe (appelé lipide A) reliée, par un « core », à une chaîne de 

carbohydrates (aussi appelée chaîne O spécifique ou « O antigen »). Le lipide A est directement inclus 

dans la membrane phospholipidique à cause de son caractère amphiphile (structure en III.5.4, page 

31). Le core et le chaîne O sont essentiellement composés de carbohydrates, parfois phosphatés. Ces 

chaînes sont de charge négative et doivent être stabilisées par des contres-ions tels que des ions Ca2+ 

et Mg2+. Les LPS jouent un rôle essentiel dans la reconnaissance antigénique et offrent un fort 

caractère anionique à la bactérie. De plus, la lyse de la bactérie permet le relargage de lipides A qui 

ont un fort pouvoir pathogène, provoquant ainsi des inflammations. 

 

Figure 10. Modélisation d'une membrane bactérienne Gram négatif. 
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Comme pour les bactéries Gram positif, on retrouve des protéines (intrinsèque et porine) permettant 

le transport des éléments vitaux pour la cellule. Dans cette structure, les lipoprotéines (de Braun) 

permettent de relier la bicouche phospholipidique externe et les peptidoglycanes, stabilisant ainsi la 

paroi. L’espace périplasmique est bien plus volumineux que celui des bactéries Gram positif, 

permettant un meilleur stockage de nutriments. De plus, cette paroi est bien plus fine et moins 

compacte (10 nm) que celle des bactéries Gram positif.  

 La présence d’une deuxième bicouche phospholipidique  permet une meilleure résistance 

face aux agressions extérieures. En effet, certaines souches Gram négatif se sont montrées 

insensibles à des traitements efficaces sur les bactéries Gram positif.  

 Les bactéries ont la capacité de s’adapter face aux agressions externes. Le développement 

d’une résistance peut passer par le changement de la paroi externe comme la création de capsules 

en polysaccharides ou protéiques (Couche S) autour de la membrane.  

 Pathogénèse bactérienne I.4.

Certaines souches bactériennes sont pathogènes envers l’Homme. Elles sont responsables 

d’infections. L’intensité de cette capacité à induire des maladies est appelé « virulence ». La relation 

hôte-bactérie dépend de la souche microbienne, de sa virulence, de sa résistance, de la quantité 

d’agents et du système de défense de l’hôte. Elle peut aussi être considérée comme une compétition 

par rapport aux ressources disponibles. Du point de vue clinique, le patient infecté traverse 4 étapes : 

la période d’incubation (la bactérie prend conscience du milieu), le stade prodromique 

(multiplication rapide), période d’état (état maladif stable) et la convalescence (disparition de l’agent 

pathogène). Un patient n’est pas considéré contagieux pendant le premier et le dernier stade. 

Du point de vue biologique, la première étape d’une infection consiste en l’adhésion d’un microbe 

sur un tissu organique. Ensuite, les bactéries se multiplient et se développent allant même jusqu’à 

pénétrer certaines cellules. En plus de cette colonisation, certains agents produisent des substances 

toxiques, ou toxines, induisant une cytotoxicité chez les cellules de l’hôte. On distingue les 

exotoxines, sécrétées par les microbes et les endotoxines, composantes directes des bactéries 

(comme les LPS). Heureusement, le corps humain possède de nombreuses défenses contre ces 

infections. La peau et les muqueuses constituent la première barrière empêchant l’intrusion des 

agents microbiens dans l’organisme. En cas d’intrusion, le système immunitaire inné entraînera une 

réponse inflammatoire au contact des composantes du « non-soi », comme les peptidoglycanes ou 

les LPS. Ensuite, il prend en charge l’infection avec l’aide de cellules spécialisées, tels que les 

phagocytes. Si le microbe persiste, le système immunitaire permettra la création d’anticorps 

spécifiques à la menace (« antigène »).  

Ces infections bactériennes peuvent se produire à différentes parties du corps : infection intestinale, 

respiratoire (pulmonaire ou angine), cutanée, endocardite, sang (septicémie), etc. 

Ces microbes sont répertoriés selon deux grandes catégories : 

 Les pathogènes « spécifiques » : cette famille regroupe les agents infectieux qui sont 

naturellement virulents. Les maladies résultantes les plus connues sont la lèpre (dûe à 

Mycobacterium leprae), la diphtérie (Corynebacterium diphtheria), la syphilis (Treponema 

pallidum), le choléra (Vibrio cholerae) ou encore la tuberculose (Mycobacterium tuberculosis ou 

Bacille de Koch). 
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 Les pathogènes « opportunistes » : ces microbes profitent de la fragilité d’un hôte 

immunosupprimé pour le contaminer. Pseudomonas aeruginosa et les Staphylococci présents 

dans la flore cutanée appartiennent à cette catégorie. Ainsi, ces souches sont particulièrement 

présentes et dangereuses en milieu hospitalier, car elles induisent des infections dans ces 

établissements de santé qui sont désignés par le terme « nosocomiales ». 

Face à cette pathogénèse, différents traitements ont été élaborés par l’Homme (voir III, page 19). 

Dans leur processus de reconnaissance du milieu, les bactéries ont mis en place leurs propres 

mécanismes de résistance. 

 Résistance bactérienne I.5.

La résistance est l’adaptation du microbe pour se protéger face à une agression extérieure. 

Ainsi, une souche devenue résistante n’est plus sensible à un effet bactéricide ou à un effet 

bactériostatique de la part d’agents antimicrobiens. Cette adaptation résulte souvent d’une mutation 

du génome bactérien ou d’un transfert horizontal. Si le gène de résistance est placé sur un plasmide, 

ce dernier est appelé plasmide R. La résistance se distingue de l’insensibilité naturelle. En effet, il 

n’existe aucun traitement ayant la capacité d’entraîner la mort bactérienne de toutes les souches 

existantes, notamment à cause de leur diversité structurelle. Certains microbes se montrent 

insensibles à des traitements. De cette notion découle l’expression du spectre d’activité d’une 

molécule active, qui délimite une catégorie de bactéries où l’efficacité est confirmée. Un produit 

efficace sur une faible diversité de microbes a un spectre d’activité restreint, contrairement aux 

traitements à « large spectre » pouvant viser des familles entières. De son côté, l’insensibilité est 

transmise par héritage génétique puisqu’elle dépend de la souche. 

L’adaptation microbienne est la conséquence du processus de croissance et d’interaction des 

bactéries. Ainsi on estime que ce phénomène de résistance a toujours existé. Depuis l’origine de la 

vie, les molécules antibactériennes ont été produites par différents organismes, dont des bactéries 

pour l’amensalisme. Les bactéries productrices ont dû développer des résistances afin de ne pas 

succomber à leur propre produit. Il y a donc une probabilité que le gène de résistance soit transféré 

entre la bactérie productrice et la bactérie cible. Des résistances bactériennes ont pu être établies 

grâce à la « capture » directement chez l’entité productrice. 

Différents mécanismes de résistances sont décrits dans la littérature. De manière générale, les 

bactéries se protègent en limitant leur perméabilité face aux agressions (Figure 11). 

 Modification de la membrane : ce mécanisme permet de réduire la consommation de la 

molécule active par la bactérie en modifiant le récepteur microbien (comme pour la 

Polymyxine B, voir III.5.5, page 33) ou en changeant le protéome membranaire.  

 Production d’enzymes inactivant le produit actif : certaines enzymes sont produites afin de 

cliver (par exemple les β-lactamases et metallo-β-lactamases MBL) ou afin de modifier la 

molécule active (phosphotransférases ou adenyltransférases des aminoglycosides). Les gènes 

codant ces enzymes sont souvent d’origine plasmidique. 

 Diminution de la concentration intracellulaire par des pompes intramembranaires : ce 

mécanisme est très courant chez les souches résistantes à de nombreuses substances actives 

(MDR, Multi-Drug Resistant) car il permet d’expulser ces molécules en dehors de la bactérie. 

Les genres Staphylococcus, Escherichia et Pseudomonas utilisent ce mécanisme. 
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 Reduction de la perméabilité bactérienne : Afin de se défendre contre des antibiotiques ayant 

une activité intracytoplasmique, certaines bactériennes réduisent leur perméabilité en limitant 

leur nombre de porines ou de transports. 

 

Figure 11. Les différentes voies de la résistance bactérienne. 
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 II. Evolution au cours de l’Histoire 

Dans cette partie, nous vous proposons de retracer le cheminement de la Microbiologie25 

jusqu’aux dernières actualités, afin de mieux comprendre la place des travaux retranscrits dans ce 

manuscrit. 

  Les prémices de la Microbiologie  II.1.

Le terme de Microbiologie apparaît au milieu du XIXème siècle lorsque les maladies 

infectieuses commencent à être individualisées. De nombreuses maladies, depuis la naissance de 

l’humanité, ont été décrites avec des caractéristiques similaires aux infections dûes à des 

pathogènes. Hippocrate (460-370 Av J.C) pensait que les épidémies ne pouvaient venir que d’un air 

corrompu. Durant plusieurs siècles, les maladies infectieuses ont été représentées comme des 

châtiments divins et généralement associées à des péchés. Au cours du XVIème siècle, Girolamo 

Frascator (1483-1553), nommeur de la syphilis, écrivit un ouvrage (De contagione et contagionis 

morbis, 1546) où la première fois la notion de « germe » apparaît (les « seminaria »). Cependant, il 

faudra attendre près d’un siècle avant qu’Antoine van Leeuwenhoek (1632-1723) invente les 

premiers prototypes de microscopes ce qui permit enfin d’observer les bactéries en 1673. Otto 

Freiderich Müller (1730-1784) commença la classification de plusieurs bactéries par genre et espèce, 

durant l’année 1762. Malgré celà, de nombreuses controverses subsistèrent pendant plusieurs 

décennies, notamment à cause de l’apparition de différentes théories médicales et des solutions 

proposées contre les infections. Néanmoins, les avancées ont entraîné l’amélioration des conditions 

hygiéniques en Europe au début du XIXème siècle. De nombreuses découvertes à cette époque, 

notamment par Rayer et Davaine, ont ouvert la voie aux travaux de Koch et Pasteur. 

 

Figure 12. Chronologie des premières avances en Bactériologie. 

 La naissance de la Microbiologie  II.2.

Deux grandes personnalités représentent la 

naissance de la Microbiologie au cours du XIXème 

siècle : Louis Pasteur (1822-1895) et Robert Koch 

(1843-1910). Louis pasteur, de formation chimiste, a 

commencé sa carrière en cristallographie et ensuite a 

fait sa renommée en biologie et 

microbiologie.26,27,28,29 En effet, son implication en 

physico-chimie lui permettra d’introduire la 

stéréochimie et d’aiguiser une conviction intuitive 

par rapport à l’existence d’organismes vivants au sein 

des processus de fermentation. Après les 

observations de Lavoisier (1743-1794) sur la 

Figure 13. Louis Pasteur à gauche32 et 

Robert Koch à droite33. 
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conservation de la matière durant les fermentations, ce processus était encore assimilé à une 

réaction chimique. Entre 1857 et 1865, Pasteur démontra qu’il s’agissait d’un phénomène dû à la 

présence et à la multiplication d’organismes vivants microscopiques. Ces recherches eurent des 

grandes répercussions pour l’industrie, notamment par la création de la « pasteurisation ». Après ce 

succès, Pasteur décida de s’attaquer à la controverse de la génération spontanée, dans laquelle les 

scientifiques pensaient que les micro-organismes avaient pour origine la désagrégation de la matière 

organique. Grâce à l’utilisation de ses fameux ballons à col-de-cygne, il montra que les micro-

organismes étaient bien des entités à part entière et qu’ils pouvaient être aussi contenus dans l’air. A 

cause de sa notoriété grandissante, il lui fut demandé de résoudre la crise industrielle de la 

production de soie où les vers succombaient à une maladie inconnue. C’est véritablement en 

participant à la résolution de ce problème qu’il dirigea sa carrière vers les maladies infectieuses. A 

partir de 1876, il s’investit donc dans la recherche de microbes, et découvrit plusieurs pathogènes, tel 

que le streptocoque en 1879 et le staphylocoque en 1880. Ses recherches sur le bacille du charbon et 

le « choléra » des poules sont remplies d’exemples de rigueur scientifique et de manipulations 

inspirantes pour l’époque. C’est au cours de ses dernières qu’il observa le phénomène d’ 

« atténuation de la virulence », ce qui lui permit de développer un prototype de vaccin pour les 

animaux contre le bacille du charbon. Ce dernier rencontra enfin un grand succès lors d’une 

expérience avec une visibilité mondiale à Pouilly-le-Fort en mai 1881. Dès 1880, il décida aussi de 

s’attaquer à la rage. Malgré la technologie insuffisante à l’époque, il affirma qu’il s’agissait d’un « vrai 

virus ». Après de nombreuses expériences sur les chiens, un vaccin canin a été mis au point. 

Cependant, il fallut qu’un jeune de berger de 9 ans, mordu sur tout le corps, se porte volontaire pour 

être enfin testé sur l’Homme en 1885. Le succès de ce vaccin a permis de soigner de nombreuses 

personnes mordues et la création de l’Institut Pasteur en 1888.  

Robert Koch, de formation médicale, se pencha très tôt sur l’étude du bacille du charbon.30,31 

Au cours de ses recherches, il initiera de nombreuses avancées techniques pour la microbiologie. 

Entouré par Richard J.Petri, il créa la boîte de Pétri composée d’Agar et de nutriments. Ce dispositif 

est un outil essentiel pour la microbiologie car il permet l’ensemencement, l’isolation et l’évaluation 

des souches bactériennes. Cette avancée déterminante est encore utilisée de nos jours. Il participa 

aussi à l’utilisation de colorants pour l’observation des microbes. La suite de sa carrière a été 

essentiellement centrée sur le choléra et la tuberculine, qui permit de diagnostiquer les stades 

précoces du développement du bacille tuberculeux. Après des études en Afrique, il fut à l’origine de 

l’amélioration de l’hygiène et des traitements de l’eau en Europe, notamment en montrant 

l’implication de l’eau courante dans la transmission des maladies. 

 

Figure 14. Chronologie des travaux de Pasteur et Koch. 
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Grâce aux travaux de leurs successeurs, ces deux hommes ont donné naissance à la Microbiologie. 

Leurs études ont été très complémentaires avec une approche basée sur le contrôle des maladies 

pour Pasteur et avec le développement d’outils méthodologiques pour Koch. Cependant, ces deux 

hommes pensaient que les microbes étaient des entités invariables. Cette notion de fixité entraîna 

quelques conséquences malheureuses, notamment lorsque Koch assura que la tuberculose ne 

pouvait être transmis du bovin à l’Homme.  

 L’expansion rapide de la Bactériologie II.3.

Les progrès accomplis durant la fin du XIXème siècle inciteront différents Etats à investir dans la 

recherche sur les maladies infectieuses. En France par exemple, les Instituts Pasteurs, ainsi que 

quelques laboratoires non-pastoriens, vont multiplier les découvertes et avancements dans ce 

domaine. Nous pouvons citer quelques exemples à travers le monde : 

 Au sein du laboratoire de Metchnikoff (créateur du concept de la phagocytose en 1883) à 

l’Institut Pasteur, Jules Bordet jeta les bases de l’immunité spécifique. Sa carrière scientifique 

particulièrement féconde en immunologie et bactériologie lui permettra d’obtenir un prix 

Nobel en 1919.32 

 Après les fondements de la coloration en bactériologie établis par Koch, les chercheurs 

allemands multiplieront les colorants possibles et favoriseront ainsi le développement 

industriel allemand. D’après le mythe, un jeune médecin danois Hans Christian Gram (1853-

1935) a utilisé par accident une solution iodée de Lugol lors de ses recherches sur le 

pneumocoque. Cette erreur lui a permis de visualiser une différence de couleur entre 

différents types de bactérie, et de grouper ces dernières en deux catégories : les bactéries 

Gram positif (colorées violette) et les bactéries Gram négative (non colorées). Aujourd’hui, 

nous savons que ces résultats proviennent d’une différence de paroi bactérienne entre ces 

deux catégories (voir Chapitre 1.I.3, page 9). La coloration de Gram reste actuellement l’une 

des méthodes les plus utilisées en Microbiologie. 

 Un jeune pédiatre allemand, Theodor Escherich (1857-1911) s’intéressa à la flore intestinale 

des nourrissons et fit une description détaillée de Pseudomonas aeruginosa et Bacterium coli 

commune, renommée Escherichia coli en son honneur (deux souches largement utilisées en 

modèle d’étude). 

 Roux33 et Yersin découvrirent en 1889, une toxine sécrétée par le bacille diphtérique, montrant 

qu’un pathogène peut produire des toxines. Cette observation a pu être aussi faite dans le 

cadre du Tétanos. Cette révélation s’accompagna de la découverte d’ « antitoxine » qui permit 

le développement de la sérothérapie et de la diminution de la mortalité de la diphtérie. 

 Dès 1898, l’apparition de vaccins utilisant des mélanges de toxines et antitoxines, ou 

d’anatoxines (toxines perdant sa toxicité dans le formol) permit de soigner de nombreux 

patients, notamment lors de la Première Guerre Mondiale. 

 L’évolution des maladies infectieuses II.4.

Depuis l’aube de l’humanité, de nombreux décès ont eu lieu à cause des infections de plaies 

ouvertes. Cependant, le terme d’ « infections nosocomiales » n’est apparu que récemment. Par 

exemple, l’amputation de membre pouvait entraîner la mort des patients dans 70% des cas, lors de la 

guerre de 1870. La chirurgie était très limitée à cause des infections et du manque d’anesthésie. 

Durant les accouchements, la fièvre puerpérale était responsable de la mortalité élevée des 
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accouchées. Malgré les découvertes à cette époque, le monde médical était très fermé et les 

avancées furent ralenties par l’opposition de médecins et d’obstétriciens. Nous pouvons citer par 

exemple, John Snow ou Ignace Semmelweis34, qui malgré les découvertes et la diminution de 

mortalité dûe à leurs recommandations, ont été rejetés par le milieu médical. Les longs travaux sur 

streptocoque et staphylocoque ont enfin permis d’établir une relation entre ces bactéries et les 

infections à la fin du XIXème siècle. Inspiré par les travaux de Pasteur, Joseph Lister (1827-1912) sera 

le premier à utiliser des produits antiseptiques lors d’opérations, ce qui sera le début d’antisepsie. 

Malheureusement, il restait encore le problème du matériel et personnel contaminé en salle 

d’opération. Comme cité précédemment, les travaux de Pasteur et de Chamberland ont permis la 

création de dispositifs pour stériliser les outils : l’autoclave et la pasteurisation. Nous pouvons aussi 

citer la filtration de John Tyndall, utilisée pour les produits chimiques thermosensibles, ou la 

« thyndallisation », un procédé de stérilisation par chauffage discontinu. Néanmoins, c’est 

Chamberland qui inventa en 1884, le premier filtre disponible à base de porcelaine poreuse. 

Quant à l’histoire de la vaccination, elle est aussi très liée à celle de la variole et de la variolisation, 

qui était une technique très utilisée pour développer une réponse immunitaire contre cette maladie 

en utilisant des fragments de patients déjà atteints. Gaston Ramon, créateur des anatoxines, sera le 

premier à mettre en lumière le potentiel des adjuvants de l’immunité et de la vaccination associée. 

Au début du XXème siècle, Charles Nicolle mit en avant la variabilité des maladies infectieuses dans 

le temps et l’espace. Il créa le concept d’ « infection inapparente » où un patient pouvait être virulent 

sans exprimer de symptômes visibles. Ses découvertes ont finalement remis en question la notion 

d’« inflexibilité des microbes » établie par Koch-Pasteur et seront les prémices de la notion 

d’ « adaptation bactérienne ». A cette époque, la multiplication de nombreuses découvertes en 

Microbiologie sera accompagnée de multiples tentatives de classifications et d’utilisation de 

microbes dans divers domaines.  

Dans les années 1940, la Microbiologie partaga ses recherches avec d’autres domaines scientifiques 

tels que la Chimie, la Physique, la Biochimie et surtout la Génétique. En effet, l’hérédité des bactéries 

était encore mal comprise et supposée fondamentalement différente des cellules eucaryotes par leur 

absence de noyau. Ce sont les recherches sur les enzymes par les généticiens qui répondront à cette 

question. Les remarquables travaux de Beadle (1903-1989) et Tatum (1909-1975) sur la biochimie 

microbienne permettront une meilleure compréhension des métabolites, et inspireront les 

généticiens qui s’orienteront par la suite vers l’étude des bactéries, pour expliquer les chaînes 

métaboliques chez les eucaryotes. Ainsi grâce aux travaux sur le code génétique d’Escherichia coli, le 

code a été totalement décrypté en 1966. Cette période a été un tournant dans l’histoire de la 

Microbiologie, car pour la première fois, les microbes ne sont plus étudiés en tant que source de 

maladies mais sont maintenant sources de connaissances sur l’ensemble des espèces vivantes. La 

mise en place de cette interdisciplinarité a permis l’apparition de l’ingénierie génétique et l’utilisation 

de microbes pour la synthèse de protéine par exemple. Elle est aussi un excellent exemple de 

l’interdépendance de chaque domaine scientifique. A l’instar de ce manuscrit, il n’est plus 

concevable de se restreindre à un domaine unique, mais la science se doit de progresser 

ouvertement.  

Jusqu’en 1955, la virologie était indissociable de la bactériologie, même si la présence de « virus 

filtrants » avait été largement décrite à la fin du XIXème siècle. L’étude des bactériophages a été 

considérée comme une opportunité de combattre les microbes infectieux. Malheureusement, cette 
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idée a été abandonnée avec la chute de l’Union Soviétique en 1991. Avec l’émergence des souches 

résistances, cette discipline refait son apparition ces dernières années. 
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 III. Les moyens de lutte contre les infections bactériennes 

 Les premiers traitements III.1.

Les premiers traitements contre les infections étaient basés sur les 

croyances populaires et généralement un mélange d’ingrédients d’origine 

végétale et/ou animale. L’une de ces substances naturelles la plus connue 

est la quinine (Figure 15)35. Extraite de l’écorce d’un arbre sud-américain 

(quinquina), elle fut utilisée contre les fièvres pendant trois siècles.36,37 Son 

utilisation courante eut des grosses répercussions sur l’économie, et le 

développement de sa synthèse permis l’élaboration de colorants, car le 

« mauve » fut notamment découvert et breveté suite à une tentative de 

synthèse de quinine par Perkin, en 1856. Nous pouvons aussi citer l’armoise, 

l’émétine et l’huile de chaulmoogra comme premiers moyens de traitements 

contre la lèpre notamment.  

 

 

Depuis l’Antiquité, des métaux, tel que l’arsenic, 

l’antimoine et le mercure, ont été utilisés contre certaines 

infections. De nos jours, des médicaments sont élaborés à 

partir de ces métaux, comme le Pentostam® (Figure 16) et 

le Glucantime® à base d’antimoine.38  

 

Au début du XXème siècle, deux hommes ont permis la naissance de la chimiothérapie anti-

infectieuse : Paul Ehrlich (1854-1915) et Ernest Fourneau (1872-1949). Paul Ehrlich, médecin 

allemand inspiré par Koch, fut la créateur de la théorie des affinités spécifiques : certaines cellules 

(ou parties de cellules) auraient des attirances d’ordre chimique qui leur sont propres.39 Cette 

théorie, aussi appelée « wünder bullet » aura des implications dans différents domaines : 

 En 1879, il décrivit les leucocytes sanguins selon la coloration de leurs granulations à l’origine 

de l’hématologie moderne 

 Il introduit le concept des « lymphocytes B » avec leurs récepteurs capables d’interagir de 

façon spécifique avec des pathogènes, les antigènes. 

 Lors d’expériences du bleu de méthylène sur un patient atteint de paludisme, il créa le terme 

de « chimiothérapie » et se lança dans la recherche de substances thérapeutiques 

 

Il découvrit plusieurs substances efficaces, dont le rouge 

trypan en 1904 (Figure 17). Pour la première fois, pour 

chacune d’entre elles, une dose thérapeutique minimale 

et une dose maximale tolérée étaient décrites. Sa théorie 

d’affinité spécifique a depuis fait ses preuves, et inspire 

encore de nombreux travaux. Les travaux retranscrits 

dans ce manuscrit s’inscrivent pleinement dans cette 

Figure 15. Structure 

de la quinine. 

Figure 16. Formule du Pentostam®. 

Figure 17. Structure du Rouge Trypan. 
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théorie, notamment par le principe de vectorisation (voir Chapitre 4, page 102) 

Ernest Fourneau, à la demande d’Emile Roux, rejoint 

l’Institut Pasteur où il dirigea le Laboratoire de Chimie 

thérapeutique, financé essentiellement par l’industrie dont 

les Etablissements Rhône-Poulenc. Son équipe élabora 

plusieurs médicaments et participa activement à la 

découverte des sulfamides et des sulfones. Cependant, le 

précurseur des agents sulfamidés, le « prontosil » a été 

révélé par un médecin allemand Gerhard Domagk (1895-

1964) en 1927 (Figure 18). Son efficacité sur de nombreuses bactéries (dont les streptocoques et les 

méningocoques) a encouragé la synthèse de nouveaux composés sulfamides. Après l’élucidation du 

mode d’action par l’américain Donald Woods en 1939, la première démonstration de l’existence 

d’anti-métaboliques « naturels » était faite. Ce succès stimula les recherches de substances 

thérapeutiques, permettant la découverte des antibiotiques.  

 L’âge d’or des antibiotiques III.2.

 La découverte des antibiotiques III.2.1.

Les antibiotiques sont décrits comme des substances capables de tuer les bactéries (effet 

bactéricide) ou d’inhiber leur croissance (effet bactériostatique) et qui sont extraits à partir d’autres 

organismes. Ils se dissocient d’autres agents antibactériens, tels que les sulfamides et les  métaux, 

considérés comme des « produits chimiques ». Après leur découverte et leur commercialisation, ils 

peuvent être d’origine naturelle, modifiés chimiquement (semi-synthétique) ou totalement 

synthétisés.  

La découverte du premier antibiotique, la pénicilline par Alexander 

Fleming (1881-1955), a été faite de façon fortuite.40 Fleming, travaillant 

sur le « lysozyme » (une substance antimicrobienne présente dans le 

mucus et la salive), laissa des boîtes de culture de staphylocoques sur sa 

paillasse pendant ses vacances. Un collègue, le mycologue C. J. La 

Touche, travaillait dans le même laboratoire sur Penicillium notatum. Le 

3 septembre 1928, à son retour, il observa des moisissures dans ses 

boîtes dûes à Penicillium notatum et découvrit que les bactéries 

n’avaient pas poussées à proximité de ces dernières. Il émit l’hypothèse 

que ce champignon secrétait une substance antibactérienne, appelée Pénicilline. Ce genre 

d’antagonisme avait déjà été préalablement décrit sans suite, notamment par Lister et Tyndall. 

Pendant dix ans, l’observation de Fleming ne fut pas utilisée car l’antibiotique était instable et 

difficile à produire. Il fallut attendre les travaux de Chain et Florey en 1938 pour obtenir la 

cristallisation de la pénicilline. A l’entrée en guerre de l’Europe, la suite des travaux sur l’antibiotique 

fut transmise aux Etats-Unis d’Amérique, qui permirent la production en masse. Son spectre 

d’activité comprenait la plupart des bactéries Gram positif, mais la Pénicilline fut surtout reconnue 

pour son effet sur la syphilis.  

Avec cette découverte, la recherche d’antibiotiques passa à une vitesse supérieure. Ces agents sont 

recherchés à travers le monde et dans tous les types d’organismes possibles. Nous pouvons aussi 

citer les recherches de Selman A. Waksman (1888-1973) sur les microorganismes telluriques41, à 

Figure 18. Formule du Prontosil. 

Figure 19. Formule 

générale des Pénicillines. 
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l’origine de la découverte de la tyrothricine, la streptothricine et 

finalement la streptomycine en 1943 (Figure 20). Cette dernière 

a démontré une efficacité sur les bactéries Gram positif et 

certaines Gram négatif, insensibles à la pénicilline. Ces deux 

antibiotiques ouvrirent la voie à la recherche systématique de 

nouveaux antibiotiques menée à travers le monde. En 1947, la 

chloromycétine est considérée comme le premier antibiotique à 

« large spectre » d’activité. Depuis, la recherche de nouveaux 

antibiotiques se poursuit toujours.  

 Les grandes familles d’antibiotiques III.2.2.

De nombreux antibiotiques ont été découverts et la plupart ont été regroupées en plusieurs 

familles : 

 Les bêta-lactamines42 

Ce sont véritablement les premiers antibiotiques apparus car la pénicilline appartient à cette famille. 

Ils sont encore largement utilisés en cas d’absence d’allergie à la pénicilline. On y retrouve donc les 

dérivés de pénicilline, les céphalosporines et les carbapénèmes (utilisés en derniers recours en cas de 

résistance). Ils peuvent se présenter sous forme seul ou accompagné d’inhibiteur de β-lactamase. Les 

plus connus d’entre eux actuellement sont l’Amoxicilline et la Cloxacilline (remplaçant de la 

Méticilline contre Staphylococcus aureus). 

 Les cyclines43 

C’est une famille d’antibiotiques ciblant directement la synthèse protéique. Elles peuvent être 

responsables de la photosensibilisation du patient. On y retrouve aussi la minocycline utilisée en 

dernier recours. On peut citer le Doxycycline. 

 Les aminosides44 

Efficaces sur les bactéries Gram négatif, cette famille n’est utilisable que par injection et engendre de 

nombreux effets secondaires. Ainsi, ces antibiotiques sont généralement utilisés dans des mélanges 

avec d’autres, telles que les bêta-lactamines. La Streptomycine et la Gentamicine en font partie. 

 Les macrolides45 

Cette famille de molécules vient en relai lorsque les pénicillines ne peuvent pas être utilisées. 

Cependant, ils sont susceptibles d’avoir des interactions avec d’autres médicaments. 

L’Azithromycine, le Clarithromycine et le Roxithromycine en font partie par exemple. 

 Les quinolones46 

Malgré leur large spectre d’activité, ces antibiotiques sont désormais raisonnablement utilisés à 

cause de l’émergence de souches résistantes. En plus d’être parfois photosensibles, ces molécules 

peuvent être responsables de tendinites. Le Lévoxfloxacine, le Norfloxacine et le Ciprofloxacine 

appartiennent à cette famille. 

 Les autres antibiotiques 

Figure 20. Structure de la 

streptomycine. 
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On retrouve différentes molécules comme les sulfamides, les glycopeptides et les polymyxines. La 

liste de ces antibiotiques est assez floue car certains d’entre eux appartiennent à d’autres familles 

d’agents tels que les peptides antimicrobiens. 

Avec l’émergence de la Microbiologie, certains scientifiques pensaient au cours du XXème siècle 

qu’une totale éradication des micro-organismes bactériens serait réalisable dans le futur. En effet, 

l’efficacité des antibiotiques et leur découverte successive entraînèrent une forte diminution des 

maladies infectieuses. Cependant, la diversité des micro-organismes et leurs capacités d’évolution 

ont rapidement fait disparaitre cette idée.  

 L’apparition des souches résistantes III.3.

Malgré un grand nombre de patients sauvés par les antibiotiques, quelques souches 

résistantes sont apparues et ont été responsables de décès à travers le monde. Ce phénomène 

nommé « antibiorésistance » s’explique par la capacité d’adaptation des bactéries qui leur permet de 

s’adapter rapidement aux agressions extérieures, et notamment à l’exposition aux antibiotiques. Très 

rapidement, la découverte de ces souches résistantes fut observée. En 1946, la première infection 

résistante à la Pénicilline fut décrite, soit trois ans après l’année d’introduction de cet antibiotique. 

Ces souches n’inquiétaient pas les médecins de l’époque car de nombreuses alternatives à la 

Pénicilline apparaissaient très régulièrement.47 Cependant avec le temps, la découverte de nouveaux 

antibiotiques commença à fortement diminuer. A la fin du XXème siècle, l’Organisation Mondiale de 

la Santé (OMS) invita à réduire fortement la consommation excessive de ces agents, notamment 

dans le secteur alimentaire.48  

Ce problème d’antiobiorésistance est particulièrement présent dans les hôpitaux. Les souches de 

Staphylococcus aureus résistantes à la méticilline (MRSA), découvertes en 1961, sont responsables 

d’infections pulmonaires, osseuses et de septicémies. La Vancomycine a montré une efficacité contre 

les MRSA, jusqu’à ce que, à son tour, des souches résistantes à la Vancomycine furent identifiées à 

partir de 1997. Récemment, la Teixobactine (un nouveau peptide en cours d’essai clinique) et la 

Lugdunine (peptide issu de Staphylococcus lugdunensis), ont été découverts et seraient capables de 

lutter contre les MRSA.49,50 De son coté, Pseudomonas aeruginosa est responsable d’infections 

nosocomiales et se montre de plus en plus résistants aux carbapénèmes.51 En 2010, l’enzyme MBL 

est découverte chez une souche de Klebsiella pneumoniae qui la protège contre la plupart des 

antibiotiques connus.52 Une autre bactérie préoccupante est Escherichia coli, car sa présence 

perpétuelle fait de ses variantes résistantes une grande menace. Il arrive que certaines ailes 

hospitalières soient fermées pour cause d’infections causées par une souche d’E. coli résistante. Pour 

traiter les infections de bactéries résistantes Gram négatif, la colistine (voir III.5, page 28) est utilisée 

en dernier recours. En 2016, une première souche résistante à la colistine est observée dans un 

hôpital des Etats-Unis.  

En 2013, l’antibiorésistance est responsable de 25 000 morts en Europe et plus de 23 000 morts aux 

Etats-Unis pour un coût total de 22 milliards de dollars.53 Après diverses campagnes de 

sensibilisation, l’OMS publie un rapport en 2014 pour avertir du danger imminent de 

l’antibiorésistance. Il mettra aussi en avant l’ignorance de ce phénomène par la population ce qui 

engendre une mauvaise utilisation des antibiotiques.54 En 2015, un plan d’action est lancé par l’OMS 

pour informer et réduire la vitesse d’apparition des souches dangereuses. En mai 2016, un 

économiste anglais Jim O’Neill sortit un rapport dans lequel est inclus une étude estimant que 
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l’antibiorésistance sera responsable de 10 millions de morts par an en 2050 (à coté de 8,5 millions 

par an pour le cancer).6 L’émergence de ces résistances et la faible quantité d’antibiotiques 

découverts de nos jours ont fortement affaiblis le marché et poussent les centres de recherche à 

trouver des solutions alternatives, comme les peptides antimicrobiens (AMP). 

 Les nouveaux agents antibactériens III.4.

A travers le monde, plusieurs chercheurs se penchent sur le problème des souches 

résistantes.55 Les recherches sur l’utilisation de bactériophages ont été relancées face à cette 

nouvelle menace. Ce sont des virus d’origine naturelle qui infectent uniquement les bactéries et se 

multiplient en utilisant les métabolites bactériens (Figure 21). Une fois, l’hôte microbien infecté, les 

bactériophages entraînent la lyse de la bactérie ou un cycle lysogénique qui peut conduire aussi à la 

destruction de la bactérie en cas de stress ou de dommage cellulaire. Ces virus sont donc des 

prédateurs naturels très spécifiques à certaines bactéries ce qui en fait des armes très intéressantes 

dans le cas d’infection. Malheureusement, leur capacité de cibler des souches bien particulières est 

aussi leur défaut, car le spectre d’activité d’un bactériophage est très réduit et il est donc nécessaire 

d’identifier la souche infectieuse avant tout traitement. Néanmoins, cette technique présente de 

nombreux avantages, comme la facilité de production des bactériophages et leur efficacité sur les 

biofilms bactériens. A l’heure actuelle, la recherche continue pour résoudre les problèmes cliniques 

majeurs, qui sont l’inflammation et la réponse immunitaire entraînée par les bactériophages chez les 

patients. Malgré de très bons résultats en phase clinique II sur Pseudomonas aeruginosa, le problème 

de la réponse immunitaire des patients, atténuant fortement l’efficacité du bactériophage, persiste. 

Alors qu’un mélange de bactériophages (« phage cocktail ») permet de réduire le problème de la 

sélectivité, les chercheurs travaillent sur l’encapsulation de ces virus pour limiter la réaction 

immunitaire des patients. La résistance bactérienne face aux bactériophages est très rare et mal 

connue car les virus ont eux-mêmes la capacité d’évoluer pour surpasser l’adaptation de leur cible. 

En plus de l’effet bactéricide que présente cette technique, elle peut aussi permettre d’inclure des 

gènes dans des bactéries. Ainsi, la modification génétique de souches pourrait de nouveau les rendre 

sensibles à certains antibiotiques.56,57 

 

Figure 21. Cycle lytique d'un bactériophage. 
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Les endolysines sont des enzymes produites par les bactériophages qui clivent la membrane 

bactérienne. Ces protéines sont aussi considérées comme une alternative aux antibiotiques car elles 

ont montré une excellente efficacité sur les bactéries Gram positif. Ces enzymes permettent la 

rupture de liaisons inclues dans les peptidoglycanes et sont classées selon leur ciblage sur ce 

polymère. A cause de la présence d’une deuxième membrane externe, elles sont malheureusement 

inactives sur les bactéries Gram négatif. Ces enzymes ont les mêmes avantages et inconvénients que 

les bactériophages, mais cette fois aucune résistance face à ces protéines n’a pu être observé. Leur 

action directe sur la paroi bactérienne semble les conserver de toute adaptation et d’autant plus 

qu’un mélange de lysine accentue leur efficacité. De même, leur combinaison avec la gentamicine et 

la pénicilline a montré un effet synergique sur Streptococcus pneumoniae.58 Les lysines semblent être 

ainsi une solution prometteuse contre les souches bactériennes résistantes Gram positif comme 

MRSA.59  

Nous pouvons aussi citer d’autres domaines de recherche tels que la radioimmunothérapie, la 

vaccination (avec l’apparition des nouveaux vaccins ADN60) ou la thérapie photodynamique 

antimicrobienne (Chapitre 2, page 34). Dans le cadre de ce rapport, nous allons traiter 

essentiellement l’une des dernières alternatives : les peptides antimicrobiens (AMP).61 Ces derniers 

sont des peptides composés de moins de 50 acides aminés et pouvant induire un effet 

bactériostatique ou bactéricide. Ils sont naturellement synthétisés par tout type d’organisme vivant 

et jouent un rôle important dans leur système immunitaire. Leur composition en acides aminés les 

différencie des antibiotiques.62 Les AMP ont plusieurs fonctions : 

 Stimulation du système immunitaire aux sites infectieux 

 Neutralisation des LPS libérés par les bactéries Gram négatif 

 Accélération de la réparation tissulaire 

 Stimulation de l’angiogenèse 

 Participation à la réponse immunitaire spécifique 

 Effet bactéricide ou bactériostatique. 

Ces peptides, utilisés depuis des millions d’années par les organismes pour se défendre contre les 

bactéries, ne sont que faiblement soumis à la résistance bactérienne. 

 Découvertes des AMP et leur utilisation III.4.1.

Le lysozyme découvert en 1929 par A. Flemming est un peptide antimicrobien, mais avec 

l’émergence des antibiotiques, les peptides antibactériens seront peu étudiés dans la première 

moitié du XXème siècle. En effet, la découverte de la Gramicidine et de la Tyrocidine en 1942 fut 

ignorée à cause de leur toxicité.63 En 1947, les Polymyxines sont découvertes.64 Des travaux de 

Skarnes et Watson, publiés en 195765, décrivent la présence d’activité antimicrobienne dans les 

cellules sanguines et les fluides chez l’Homme. A partir des années 1970, la découverte d’AMP 

s’accentue notamment avec les travaux sur les amphibiens par Erspamer.66 La décennie suivante fut 

riche en découverte d’AMP, dont les Défensines par Selsted67 et les Magainines.68 De nos jours, plus 

de 2700 AMP ont été découverts et répertoriés.69 En plus d’avoir des spectres d’activité intéressants, 

ces peptides ont montré une efficacité sur les biofilms et un effet synergique avec certains 

antibiotiques.62 Cependant les chercheurs se sont rapidement aperçus que les AMP étaient la cible de 

protéases réduisant leur activité et rendant leur conservation difficile. De plus, des effets secondaires 

pour le patient peuvent apparaître en cas de surdosage.70 Pour résoudre ces problèmes, la recherche 
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continue et des propositions voient le jour, comme l’encapsulation des AMP ou des  modifications 

chimiques afin d’éviter l’action des protéases.71 

Pour certains AMP, une utilisation systémique 

pour une efficacité généralisée demanderait 

de fortes doses, pouvant entraîner une 

néphrotoxicité pour le patient. La plupart 

d’entre eux sont encore en phase d’essai 

clinique72. Les Polymyxines et la Daptomycine 

sont les plus connus des AMP autorisés. La 

Daptomycine est un lipopeptide anionique 

prescrit contre les infections dûes aux 

bactéries Gram positif (Staphylococcus ou 

Enterococcus par exemple). Ce peptide est formulé sous le nom de Cubicin® et peut être injecté par 

voie intraveineuse.73 

 Particularités et classification III.4.2.

Ces molécules sont considérées comme des peptides car la plupart d’entre eux possèdent 

moins de 50 acides aminés. Ces peptides sont décrits à travers plusieurs étapes structurales : la 

structure primaire décrit la succession des AA avec les deux extrémités N-terminal et C-terminal. La 

structure secondaire regroupe deux types de formes : l’hélice α et le feuillet β. Enfin, la structure 

tertiaire correspond au repliement du peptide, stabilisé par différents types de liaison (liaison 

hydrogène, ionique, Van der Waals, pont disulfure). Comme la plupart des protéines, la configuration 

spatiale des AMP joue un rôle important dans leur mode de fonctionnement. En effet, un 

changement de structure tertiaire ou secondaire, suite à la dénaturation du peptide, peut entraîner 

la perte de son efficacité. De plus, l’une des particularités des AMP est un caractère amphipathique : 

leur structure est composée d’une partie hydrophile (AA en majorité cationiques ou rarement 

anioniques) et d’une autre hydrophobe (chaîne lipophile ou AA neutres). La structure en hélice α 

permet au peptide d’avoir deux régions bien distinctes en hydrophobie. C’est pourquoi cette 

organisation spatiale est particulièrement importante pour son activité. 

 

Figure 23. Représentation 3D de A)  la margainine 2 (en hélice α) et B) Défensine β humaine (avec les feuillets β 

en son centre). Les couleurs indiquent l'hydrophobie : Rouge pour hydrophile et bleu pour hydrophobe, d’après 

le Protein Data Bank.  

La classification des AMP est relativement complexe. En effet, aucune nomenclature universelle 

n’existe actuellement car leur diversité et leur nombre rendent la tâche difficile. Néanmoins, 

Figure 22. Formule de la Daptomycine. 
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plusieurs types de classification ont pu émerger. La première était une organisation par famille dont 

nous pouvons citer les Défensines, les Cathélicidines, les Histatines, les Cécropines et les Magainines. 

Cependant, cette classification ne répondant pas à la diversité des AMP, d’autres furent adaptées. De 

nos jours, ces derniers peuvent être répertoriés de la façon suivante : 

 Les AMP ayant une structure secondaire en hélice α au contact de membrane 

 Ceux très enrichis en un acide aminé (proline, arginine, phénylalanine, etc) 

 Ceux ayant une structure tertiaire stabilisée par des ponts disulfures (présence de cystéines) 

 Les AMP non-cationiques 

Les trois premières catégories regroupent les peptides antimicrobiens cationiques, qui nous 

intéressent particulièrement. Les AMP peuvent être aussi classés simplement selon leur structure 

secondaire (peptide en hélice α, feuillet β avec ponts disulfures, hélice α au contact de membrane, 

avec coude). Certains peptides sont aussi regroupés en sous-famille comme les bactériocines incluant 

les lantibiotiques (comme la nisine et lacticine). 

 Modes d’action III.4.3.

Les AMP ont généralement un spectre d’activité assez large. De nombreuses études ont été 

menées afin de relier la structure d’un peptide et son activité antibactérienne. Ces dernières 

montrent que chaque AMP a un spectre d’activité bien spécifique dépendant de plusieurs 

paramètres : la charge, la structure et le caractère amphiphile. Le mode d’action se déroule ainsi 

selon cet ordre : 

 L’interaction ionique (Figure 24) : 

Le caractère cationique des AMP leur offre une 

affinité naturelle pour les membranes 

bactériennes, qui sont essentiellement 

anioniques. En effet, les parties hydrophiles de 

ces peptides sont attirées par certaines 

composantes des membranes bactériennes 

telles que les acides téichoïques chez les 

bactéries Gram positif et les LPS chez les 

bactéries Gram négatif. De plus, les parties 

lipophiles ont aussi des interactions pour les 

chaînes alcanes comprises au sein de la 

membrane plasmique. S’agissant d’interactions ioniques élémentaires, il est difficile pour les 

bactéries de développer des résistances.74 Les cellules eucaryotes ont de leur côté des membranes 

riches en phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine, sphingomyéline, cholestérol et ergostérol. 

Ces composantes différentes de la membrane bactérienne, confèrent un caractère neutre aux 

cellules eucaryotes. Ainsi, les AMP ont bien plus d’interactions pour les bactéries que pour les 

cellules eucaryotes. Ce phénomène est donc le fondement de leur spécificité. Cependant, en cas de 

trop forte concentration en peptides, ces derniers agissent quand même sur les cellules eucaryotes 

et peuvent avoir une activité hémolytique.75 Après cette interaction, l’AMP peut agir selon deux 

façons sur la bactérie : soit en permettant la perméabilisation de la membrane soit en intervenant au 

niveau intracellulaire. 

Figure 24. Interaction entre les AMP et la paroi bactérienne. 
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 Perméabilisation de la membrane bactérienne (Figure 25) : 

Le processus le plus commun induisant la lyse bactérienne par les AMP est la perméabilisation de la 

paroi bactérienne. En effet, une fois au contact de cette dernière, les peptides créent des pores en 

s’introduisant dans la structure ce qui entraînera par la suite, la mort de la bactérie. Il existe 4 grands 

mécanismes de création d’ouverture dans la paroi. Le premier mécanisme est le modèle « barrel 

stave » (ou douve de tonneau), et consiste dans l’introduction d’un cylindre formé par les peptides, 

directement dans la membrane plasmique.  Plusieurs peptides en hélice α s’assemblent à la surface 

bactérienne et modifient leur conformation de façon très similaire aux phospholipides. Une fois 

introduit dans la membrane, le « tonneau » s’agrandit au fur à mesure, entraînant la diffusion des 

peptides dans le cytoplasme, la fuite d’éléments cytosoliques à cause du gradient de concentration, 

résultant en la mort cellulaire.76 Dans le deuxième modèle « aggregate », les peptides s’insèrent dans 

la membrane par le biais des interactions lipophiles, de façon mal organisée. Ce mauvais équilibre 

n’étant pas stable, les peptides peuvent ressortir de l’autre côté de la membrane sans altérer cette 

dernière.77 Le troisième modèle « toroïdal pore » repose sur le même principe sauf qu’ici les AMP 

s’insèrent perpendiculairement en gardant leur interaction pour les têtes hydrophiles des 

phospholipides. Il y a déformation de la membrane et création d’un pore mince.78 Enfin dans le 

dernier modèle « carpet » (ou en tapis), le peptide est uniquement au contact des têtes hydrophiles 

des phospholipides. A forte concentration, les AMP recouvrent la totalité des parties hydrophiles, ce 

qui provoque l’effondrement de la membrane, tel un effet détergent, et laisse le contenu 

intracellulaire s’échapper.79 La diversité des mécanismes des AMP rend l’adaptation microbienne 

compliquée. De manière générale, l’activité d’un peptide antimicrobien ne peut pas être attribuée à 

un seul mode d’action. En effet, il est admis que la perméabilisation de la paroi semble être 

insuffisante pour entraîner un effet bactéricide efficace et rapide.80  

 

Figure 25. Les différents modèles de perméabilisation de la membrane bactérienne par les AMP. 
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 Inhibition des fonctions intracellulaires : 

Certains AMP ont montré une efficacité à une faible concentration. Cette activité a été expliquée par 

l’accumulation de ces peptides au sein des bactéries, inhibant certaines étapes vitales à la survie de 

celle-ci. Leur implication dans ces processus vitaux sont très variables selon le peptide : blocage de la 

traduction (buforin II, pleurocidin et dermseptin), arrêt la synthèse protéique (indolicidin et PR-39), 

empêchement des réarrangements protéiques (pyrrhocoricin),  inhibition d’enzymes anioniques et 

blocage de la synthèse de peptidoglycane (nisin et mersacidin)62,55. De plus, certains peptides 

(comme les polymyxines) ont montré une capacité à induire la production d’espèces radicalaires de 

l’oxygène, endommageant l’ADN, les membranes et la mitochondrie (voir Chapitre 2.II.2). Ainsi, les 

AMP peuvent entraîner la mort bactérienne par de nombreux mécanismes. Cette multitude de 

possibilités et leur interaction ionique font des AMP des agents antibactériens pour lesquels le 

développement de résistances s’avère compliqué mais pas impossible.81 

 Résistance aux AMP III.4.4.

Pendant plusieurs années, la résistance aux AMP semblait improbable à cause de 

l’interaction élémentaire avec des composantes essentielles bactériennes. Cependant, une étude en 

2003 a révélé une série de mutations chez une souche de Staphylococcus aureus entraînant 

l’incorporation de nombreux acides aminées (D-alanine et L-Lysine) dans sa paroi externe. La 

modification de la paroi a fortement réduit la charge anionique de cette dernière, allant jusqu’à la 

répulsion des AMP cationiques et donc entraînant leur inactivité.82 Un procédé similaire a été ensuite 

décrit chez des souches Gram négatif où des fragments d’acide gras (ou d’acide mycolique) ont été 

inclus dans les LPS. 

Malheureusement, d’autres mécanismes ont été décrits par la suite permettant à certaines souches 

bactériennes de survivre face aux AMP83 : 

 Modification du lipide A : l’introduction de 4-aminoarabinose (un carbohydrate cationique) ou 

l’acétylation entraîne une perte de la charge négative du lipide A 

 Changement protéique : L’augmentation en protéine M1 (protéine membranaire) permet de 

bloquer les AMP à la surface de la paroi. La production de protéines extracellulaires chez 

Pseudomonas aeruginosa et chez Staphylococcus aureus bloque l’activité des Défensines.  

 Régulation des flux : La présence de pompe d’efflux permet d’évacuer les AMP avant leur 

activité dans le cytoplasme. 

Ces résistances sont rares et la recherche de nouveaux AMP continue à travers le monde. Nous 

pouvons citer la découverte du peptide « Kn2-7 » dans le venin d’un scorpion, qui a montré un 

spectre d’activité contre certaines souches résistantes.84 Voyant en ces peptides une véritable 

alternative aux antibiotiques, certains laboratoires travaillent sur la modification chimique des AMP 

afin de combler les quelques problèmes et afin d’obtenir une solution innovante contre les bactéries. 

Cette thèse basée autour de la Polymyxin B s’inscrit dans ces recherches. 

 Les Polymyxines III.5.

Les polymyxines sont des lipopeptides cationiques découverts entre 1940 et 1950, naturellement 

produits par la bactérie Gram positif Paenibacillus polymyxia. Ces AMP ont un effet bactéricide très 

rapide sur les bactéries Gram négatif mais très peu d’entre eux ont un effet sur les bactéries Gram 

positif. 
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 Structure des polymyxines III.5.1.

Ces peptides sont regroupés en plusieurs familles dont les plus connus sont : Polymyxine B 

(PMB), E (colistine) et M (mattacine). Leur structure générale est composée d’une chaîne latérale 

hydrophobe reliée à 3 acides aminés (AA n°1 à 3), et d’une tête cyclique hydrophile comprenant 7 

acides aminés (AA n°4 à 10). La cyclisation de cette partie hydrophile se fait entre l’AA 4 et 10. Dans 

la structure primaire, on y retrouve les acides aminés : Diaminobutyrique (L-Dab), Thréonine (L-Thr), 

Leucine (L-Leu et D-Leu) et Phénylalanine (D-Phe). Ces peptides possèdent 6 L-Dab, un AA 

appartenant au protéome bactérien et comportant une amine primaire. Les acides aminés n° 6 et 7 

déterminent la famille de la polymyxine. La chaîne latérale peut aussi varier (entre 7 et 9 carbones 

ramifiés ou linéaires) et les structures sont répertoriées de 1 à 4 (par exemple B1 à B4).  Au final, les 

polymyxines B et E sont les peptides les plus répandus. De plus, ils sont généralement composés d’un 

mélange comprenant les 2 premières chaînes latérales (B1-B2 et E1-E2). La polymyxine B se trouve 

commercialement sous forme de sel de sulfate alors que la colistine présente un sel de 

méthanesulfonate de sodium. 

 

Figure 26. Structure générale des polymyxines 

On retrouve le caractère amphiphile dans la structure de ces peptides. Les polymyxines ont une 

partie hydrophobe (chaîne alcane) et une partie hydrophile cationique. En effet, à pH physiologique 

(pH=7,4), les L-Dab sont protonés, ce qui permet aux polymyxines d’être polycationiques. 

 Utilisation des polymyxines III.5.2.

Après leur découverte, la PMB et la colistine furent introduits cliniquement à la fin des 

années 1950.  En effet, leur efficacité et leur rapidité d’action contre les infections par des bactéries 

Gram négatif semblaient très prometteuses. Cependant, les essais cliniques ont rapidement montré 

des effets secondaires néphrologiques  et neurologiques chez les patients sous polymyxines. Leur 

utilisation fut donc fortement déconseillée et même abandonnée pendant l’âge d’or des 

antibiotiques. En effet, les carbapénèmes pouvaient encore traiter les souches résistantes aux 

aminosides. A partir de 1990, les polymyxines deviennent l’ultime traitement fonctionnel avec 

l’émergence des souches multi-résistantes (MDR) telles que Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 

baumannii et Klebsiella pneumoniae. Elles se retrouvent dans différentes formulations prescrites 

pour le traitement d’infections pulmonaires, cutanées ou urinaires dûes aux bactéries Gram négatif73. 

En février 2016, un article traite d’un nouveau mécanisme de résistance à la colistine par un procédé 

plasmidique nommée « MCR-1 » (voir III.5.5, page 33). La souche résistance fut découverte au sein 
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de porcs voués à la consommation alimentaire en Chine. Cette découverte est préoccupante car la 

résistance d’origine plasmidique facilite le transfert horizontal des gènes. De plus, la Chine est un 

pays très consommateur de colistine pour sa production alimentaire.85 Malgré la découverte de la 

première souche résistante en milieu hospitalier en 2016,  les polymyxines restent pour l’instant le 

dernier recours en cas d’infection par des bactéries Gram négatif. Afin de limiter l’apparition de 

nouvelles souches résistantes, des mélanges contenant des polymyxines avec des antibiotiques sont 

conseillés car l’effet synergique de ces formulations permet un bon traitement des infections tout en 

limitant l’exposition aux polymyxines. Nous pouvons citer par exemple des compositions à base de 

polymyxine et de rifampicine (famille des macrolides).86 

 Relation Structure - Activité III.5.3.

Comme la plupart des AMP, le caractère amphiphile des polymyxines est le fondement de leur 

efficacité sur les bactéries. Néanmoins, l’utilisation des polymyxines est minimisée car la  

néphrotoxicité est un réel problème. De plus, le processus de détérioration des reins par les 

polymyxines est mal connu.18 Ainsi, de nombreuses études ont été réalisées afin d’obtenir des 

dérivés de polymyxines moins toxiques et toujours aussi bactéricides en approfondissant la relation 

« structure – activité ». La littérature est assez divergente sur les causes de la néphrotoxicité, ainsi on 

retrouve des travaux sur les deux parties des polymyxines. Ces projets sont assez complexes car il 

n’est pas exclu que l’efficacité antimicrobienne de ces peptides soit « proportionnelle » à son activité 

sur les reins.  

 Modification de la chaîne alcane : 

Dans un premier temps, la modification de la longueur de la chaîne hydrophobe a permis d’observer 

des changements sur l’efficacité des dérivés de polymyxines. Chez la colistine, les longues chaînes (9 

à 14 carbones) ont donné des résultats assez hétérogènes alors que chez la PMB, la longueur 

optimale est de 8 atomes de carbone car les autres 

dérivés ont montré des pertes d’activité 

antibactérienne.87,88 Le remplacement de l’alcane par 

d’autres fonctions insaturées ont finalement permis 

de réduire la toxicité et d’améliorer l’effet 

antibactérien.89 De plus en plus de dérivés font leur 

apparition mais aucun d’entre eux n’est actuellement 

utilisé au niveau clinique. Seul le dérivé « CB-

182,204 » atteignit la phase d’essai clinique I (sans 

suite connue) (Figure 27).90 

 Modifications peptidiques : 

La substitution de certains acides aminés L-Dab, par 

des groupements benzyls, a permis de modifier le spectre d’activité des polymyxines et d’obtenir une 

efficacité sur certaines bactéries Gram positif.91 De manière générale, la diminution de la charge 

cationique réduit l’attraction des polymyxines pour les LPS des Gram négatif, mais cette dernière 

souvent entraîne une efficacité émergeante sur les bactéries Gram positif. Inversement, 

l’augmentation de la charge avec des couplages de fonctions cationiques sur les L-Dab a permis 

d’obtenir des dérivés encore plus efficaces sur les bactéries Gram négatif.92 Un « alanine-scanning » 

(remplacements successifs de chaque acide aminé par une alanine) a permis de déterminer que les L-

Figure 27. Formule de "CB-182,204". Dérivé de 

polymyxine (synthétisé par Cubist 

Pharmaceuticals). 
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Dab appartenant à la partie cyclique sont indispensables pour l’activité antimicrobienne 

contrairement aux deux L-Dab de la chaîne latérale.93 De nombreuses études ont montré que la 

modification des deux acides aminés hydrophobes n° 6 et 7 (Phe ou Leu) entraînait immédiatement 

une perte d’activité antimicrobienne.87 

 Mécanisme d’action des polymyxines III.5.4.

Les polymyxines sont responsables d’un effet bactéricide expliqué par la littérature selon trois 

modèles : 

 Rupture de la membrane : 

Comme tous les AMP, ces peptides permettent une perméabilisation de la paroi bactérienne, 

entraînant ici la lyse de la cellule. Les polymyxines, par leur structure riche en L-Dab et leur caractère 

polycationique, ont une forte interaction pour les LPS des bactéries Gram négatif. L’introduction des 

polymyxines entre les LPS entraîne le relargage des contre-ions (Ca2+ et Mg2+) qui stabilisent la 

couche externe. Une chélation de ces ions est important dans le processus de rupture de la 

membrane car des études ont montré que la colistine perdait son activité sur P.aeruginosa dans un 

milieu riche en calcium.94 L’affinité est encore plus forte pour le lipide A car la partie hydrophobe des 

polymyxines s’associe aux acides gras membranaires (Figure 28). 

 

Figure 28. Complexation de la PMB (en rouge) avec un lipide A (en noir). La conformation de la PMB permet de 

retrouver une structure similaire au lipide A avec la partie hydrophobe (en jaune) et la tête hydrophile (en bleu).  

Le complexe polymyxine-lipide A déstabilise la paroi membranaire pouvant laisser passer des 

peptides, qui à leur tour interagiront avec les phospholipides pour dénaturer la membrane 

cytoplasmique. La déstabilisation des membranes phospholipidiques est reconnue pour être le 

mécanisme principal des polymyxines.19 
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 Le contact « Vesicle - Vesicle » : 

Un autre mécanisme de déstabilisation membranaire est proposé dans la littérature : le contact 

« Vesicle - Vesicle ». Ce modèle est basé sur la jonction des deux membranes phospholipidiques 

entraînée par les polymyxines. Après le passage de ces peptides dans l’espace périplasmique, les 

polymyxines interagissent avec les deux membranes phospholipidiques. Ces derniers se rapprochent 

jusqu’à une mise en contact et un échange de phospholipides. Les transferts de composants 

cellulaires entre les membranes entraînent la perte de la spécificité puis un choc osmotique induisant 

la mort cellulaire.95,96 

 Production d’espèce radicalaire : 

Les polymyxines ont montré une capacité de productions d’espèce radicalaires cytotoxiques. Ces 

dernières appartiennent aux « Reactive Oxygen Species » ou ROS (voir Chapitre 2.II.2) tels que le 

superoxyde O2
-, le peroxyde d’hydrogène H2O2, et le radical hydroxyle HO.. Une fois introduites dans 

le cytoplasme, les polymyxines produisent des ions superoxydes convertis en peroxyde d’hydrogène 

catalysé par l’enzyme superoxide dismutase (SOD). L’oxydation du Fe2+ en Fe3+ par H2O2 relâche des 

radicaux hydroxyles selon la réaction de Fenton. Ces espèces ont de fortes activités oxydatives sur 

l’ADN, les protéines et lipides ce qui entraîne la mort cellulaire. Ce phénomène est notamment 

amplifié par la régénération des clusters fer-souffre qui permettent la régénération du Fe2+.97,98 

L’inhibition des ROS a montré une perte significative de l’effet bactéricide des polymyxines contre 

Acinetobacter baumanni.99 Cependant, ce modèle ne semble pas être responsable de l’effet sur 

Pseudomonas aeruginosa, ce qui est cohérent avec d’autres études montrant la capacité de cette 

souche à se défendre contre certains ROS.100,101 Ce mécanisme est relativement récent et nécessite 

encore des études approfondies. 

 

Figure 29. Modes d'action des polymyxines. 
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Même si l’avis général est de considérer les polymyxines comme un moyen de rompre la paroi 

bactérienne Gram négatif, des mécanismes alternatifs sont régulièrement proposés et diffèrent selon 

les souches. Ces peptides participeraient aussi à l’inhibition de protéine membranaire (comme 

NADH-2, une protéine oxidoreductase vital).102 

 Résistances aux polymyxines III.5.5.

De la même façon que pour les antibiotiques et les AMP, les bactéries ont su muter pour 

devenir résistantes aux traitements à base de polymyxines, et notamment de colistine. L’étape clé 

pour l’efficacité des polymyxines sur les bactéries Gram négatif réside dans l’interaction avec les LPS 

et plus particulièrement avec le lipide A. Ainsi, le mécanisme de résistance le plus rencontré est la 

modification de la charge anionique des LPS, notamment par le greffage de phosphoethanolamine 

(pEtN) ou de 4-aminoarabinose (Ara4N) (Figure 30). La modification de la paroi bactérienne est régie 

par le système de régulation « PhoP-PhoQ ».103,104 Via une succession de réactions protéiques, ce 

système entraînera la modification de la charge des LPS, grâce au greffage de pEtN/Ara4N (par le 

gène MCR-1 par exemple) ou à la réduction du nombre de groupe phosphates. L’absence totale de 

LPS chez une souche A.baumanni rend cette dernière insensible à la colistine.105 

 

Figure 30. Modification du lipide A (en noir) par le couplage de Ara4N (rouge) ou de pEtN (en vert) chez E.coli. 

De manière plus spécifique, certaines souches ont développé leur propre mécanisme de résistance. 

Les pompes d’efflux sont très utilisées chez les souches MDR, comme la « MexAB-OprM » chez 

P.aeruginosa106 ou la « AcrAB » chez K.pneumoniae107 et E.coli108. D’autres protéines membranaires, 

telles que « OprH » chez P.aeruginosa109 ou « OmpA » chez K.pneumoniae110, permettent de stabiliser 

la paroi bactérienne rendant les polymyxines moins efficaces.  

Nous pouvons aussi noter la production de capsules polysaccharidiques qui, par leur caractère 

anionique, diminue la quantité de polymyxines libres à la surface membranaire.111 Malgré 

l’observation de ces résistances, les cas restent rares et les polymyxines sont encore un choix 

intéressant dans le domaine des infections bactériennes. De plus, les chercheurs travaillent encore 

sur la compréhension de l’activité antimicrobienne des polymyxines qui semblent différer selon les 

souches. 
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Chapitre 2 : La thérapie photodynamique  

Au cours de ce chapitre nous allons nous intéresser à la thérapie photodynamique (PDT), et plus 

particulièrement à l’alternative antimicrobienne (aPDT) 
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 I. Définition de la thérapie photodynamique 

La PDT est une technique nécessitant la présence simultanée de trois éléments : une 

molécule ayant des propriétés photophysiques particulières (appelée photosensibilisateur ou « PS »), 

une source lumineuse et de l’oxygène. L’association de ces trois éléments entraîne la création 

d’entités cytotoxiques à proximité du photosensibilisateur : les 

espèces réactives de l’oxygène ou « ROS ». Ce terme regroupe 

plusieurs molécules possédant un fort potentiel oxydatif 

responsable de la cytotoxicité. La PDT anticancéreuse a pour 

objectif de produire ces ROS à proximité des cellules tumorales 

afin d’induire leur mort cellulaire. La production de ROS doit 

être effectuée au contact des cibles (par la vectorisation du PS 

ou par une illumination délimitée aux tumeurs), car ces ROS 

sont cytotoxiques pour tout type d’organismes, incluant les 

cellules saines. La lumière utilisée dépend du spectre 

d’absorption du PS. Cette technique est déjà utilisée dans 

certains centres hospitaliers dans le monde112–114, et s’est 

révélée être très complémentaire des autres types de 

traitements, dans le cas de cancer facilement accessibles par 

une source lumineuse. 

 Applications cliniques I.1.

Après l’administration du PS et un delai de temps, les zones tumorales sont éclairées avec 

une lumière appropriée. L’illumination de cette zone entraîne la mort des cellules cancéreuses via la 

génération des ROS.115 Le mécanisme de la PDT est basé sur l’absorption de photons par le PS. Dans 

le cadre d’applications cliniques, les constituants du corps humain rentrent en compétition avec 

cette absorption. En effet, un large spectre de la lumière est absorbé par différents composants du 

corps humain, tel que l’eau, l’hémoglobine, la mélanine, etc (Figure 32).116 

 

Figure 32. Spectres d'absorption des protéines, de la mélanine, du collagène (protéine fibreuse qui constitue les 

tissus), de l'eau, de l'hémoglobine désoxygénée (Hb) et de l'hémoglobine oxygénée (HbO2) selon Vogel et al.116 

Cytotoxicité 

hν 

PS 
O2 

Figure 31. Les trois composantes 

obligatoires pour le fonctionnement de la 

PDT. 
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Cette compétition d’absorbance entre le PS et le corps du patient permet d’établir la notion de 

« fenêtre thérapeutique », dans laquelle, l’absorbance des composantes humaines (dont l’eau) est 

minimale et le l’irradiation du PS est maximale. Cependant cet intervalle, situé entre 650 nm et 1100 

nm, correspond à une lumière rouge (et infrarouge) qui peut parfois endommager des tissus sains 

dans le traitement de certains cancers.117 Ainsi, à l’heure actuelle, la PDT n’offre pas de protocole 

général pour le traitement des tumeurs mais le choix du PS et de la lumière dépendent de la 

localisation du cancer (par exemple, la lumière verte est utilisée pour les cancers de l’œsophage, 

alors que la lumière bleue sert pour les applications en dermatologie) 

 

Figure 33. Propagation de la lumière à travers les différentes couches de l'épiderme humain.118 

Dans le cadre de tumeurs cutanées, le PS est directement appliqué sur la zone à traiter. Une série 

d’irradiation lumineuse sur cette zone permet de réduire le nombre de cellules cancéreuses et de 

venir à bout de la tumeur. Pour ces traitements, une lumière ayant une longueur d’onde plus faible 

peut être suffisante car le cancer est situé en surface. Nous pouvons citer par exemple, le Levulan® 

(5-acide aminolévulinique ou « 5-ALA ») avec l’utilisation d’une lumière bleue indiquée contre les 

kératoses actiniques (lésions pré-cancéreuses).119 En dermatologie, cette technique est utilisée pour 

éliminer certaines souches bactériennes. 

 La thérapie photodynamique antimicrobienne I.2.

Le principe de la PDT est basé sur la production de ROS, or ces espèces sont cytotoxiques 

pour les cellules, les bactéries, les virus, les parasites, etc. Ainsi la thérapie photodynamique 

antimicrobienne (aPDT) a pour objectif d’induire la mort bactérienne. Avec l’apparition des souches 

multi-résistantes aux antibiotiques, cette technique suscite un intérêt croissant au XXIème siècle. En 

plus d’avoir montré une inactivation photodynamique (PDI) des bactéries multi-résistantes, aucune 

souche n’a actuellement été capable de développer une résistance contre les ROS générés après 

illumination.120 De nos jours, de nombreuses recherches basées sur cette technique sont menées afin 

de résoudre les problèmes causés par les bactéries infectieuses. Des surfaces photobactéricides ont 

été élaborées et feront l’objet du chapitre 5 (page 152). L’application la plus étudiée concerne les 

infections localisées chez des patients. L’apport d’une source lumineuse nécessaire à l’aPDT est en 

adéquation avec ce type d’infection, car l’effet cytotoxique sera délimité par la lumière et il ne 
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pourra pas se rependre dans le système sanguin du patient. De même que pour la PDT, le problème 

majeur de l’aPDT réside dans la sélectivité des cellules : l’effet cytotoxique doit cibler uniquement les 

bactéries. La vectorisation et la sélectivité du PS sont donc des points importants (Chapitre 2.III.3.1, 

page 63). 

 

Figure 34. Protocole théorique de la stérilisation d'une plaie infectée, par l'aPDT. 

Cette technique pourrait venir à bout de nombreuses maladies d’origine bactérienne, telles que les 

infections nosocomiales, ainsi que les ulcères de peau et gastriques par Helicobacter pylori.121 

Actuellement, seuls les traitements acnéiques et odontologiques sont mis en place. L’acné est une 

maladie de peau partiellement causée par la présence de Propionibacterium acnes au sein des 

glandes sébacées. Les traitements les plus communs sont des formulations bactéricides à appliquer 

localement. A partir des années 1990, une thérapie basée sur l’illumination de la peau par des lasers, 

a permis d’inactiver les souches responsables de ce type d’infection. Cet effet bactéricide était dû à la 

production de ROS au sein de P.acnes qui accumule naturellement des PS (de type porphyrine). 

Ensuite, un traitement basé sur l’ALA (ou le méthyl aminolévulinate « MAL ») a été utilisé car ce 

précurseur augmente la quantité de PS au sein des cellules. Depuis l’année 2000, l’ALA-PDT est 

reconnu comme un traitement spécifique et efficace contre l’acné, malgré sa douloureuse 

application.122,123 Des traitements thérapeutiques photodynamiques ont aussi été développés contre 

les parodontites chroniques. A cause de l’inflammation due à un biofilm bactérien, cette infection est 

responsable de la perte de dents chez l’adulte. Le biofilm est constitué d’une centaine de souches 

différentes et il est généralement retiré de façon mécanique. L’utilisation du bleu de méthylène 

(Chapitre 2.III.1.2, page 42) comme photosensibilisateur, accompagné d’une lumière rouge (~670 

nm), a permis d’améliorer la stérilisation de ces infections dont le nettoyage mécanique était 

insuffisant. En Europe, la combinaison du bleu de Toluidine (dérivé du bleu de méthylène) et d’une 

lumière rouge est autorisée pour le traitement des parodontites et la stérilisation des plaies 

dentaires (Figure 35).121,124 

 

Figure 35. Structure du bleu de Toluidine. 



 

Chapitre 2 : La thérapie photodynamique  

38 

 

 II. Mécanismes photophysiques 

Afin de mieux comprendre les avantages et les enjeux de la PDT, nous allons nous intéresser 

aux mécanismes de la création des ROS basée sur un phénomène photophysique.  

 Production de ROS II.1.

Comme expliqué précédemment, la production des espèces cytotoxiques nécessite la 

présence simultanée de trois éléments : un PS, de l’oxygène et de la lumière. Le photosensibilisateur 

à son état normal est caractérisé par une paire d’électrons dont la somme des spins est de 0. Cette 

configuration correspond à l’état singulet (1PS) et tous les électrons occupent les orbitales les plus 

faibles en énergie (état fondamental PS0) (Figure 36). Lorsque la molécule est éclairée par une source 

de lumière, elle peut absorber un photon qui lui fait quitter son état fondamental pour un niveau 

d’énergie plus élevé, correspondant à un état excité (1PSn). Par des conversions internes (CI), comme 

des relaxations vibrationnelles, le PS descend à son niveau d’excitation le plus bas (1PS1). Afin de 

retrouver son état fondamental, il peut dégager ce surplus d’énergie soit par une désactivation non 

radiative ou soit par émission de fluorescence. Cependant, à partir de son état excité (1PS1), une 

conversion intersystème (CIS) peut entraîner une inversion de spin ce qui engendre l’état triplet du 

PS (3PS1). Le retour à l’état fondamental s’effectue par une désactivation non radiative ou par la 

phosphorescence, suivant une inversion de spin qui est une transition dite interdite. La durée de vie 

à l’état triplet est plus longue (quelque μs) que l’état singulet (quelque ns) ce qui permet les 

interactions avec l’environnement dont l’oxygène, selon deux type de réactions (I et II).  

 

Figure 36. Diagramme simplifié de Perrin-Jablonski  du processus photophysique de la création des ROS par un 

PS sous une irradiation lumineuse adéquate et en présence de dioxygène.125 
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Ces échanges sont responsables de la production de ROS selon deux catégories de procédés.  

 Réactions de type I II.1.1.

Cette catégorie regroupe les espèces radicalaires libres produites suite aux transferts entre 

l’état triplet du (3PS1) et des substrats biologiques (S) selon les équations suivantes (Équation 1) :  

3
PS* + S  PS

●-
 + S 

●+ 

3
PS* + S  PS

●+
 + S 

●- 

PS
●- 

+ 
3
O2  

1
PS + O2

●- 

Équation 1. Réactions primaires de composés photosensibles.126 

Ces réactions sont des étapes préliminaires à la formation d’autres ROS. L’anion superoxyde (O2
●-) 

attire un proton pour former le radical hydroperoxyle (HOO●) qui s’associe en peroxyde d’hydrogène 

(H2O2). Ce dernier réagit avec l’anion superoxyde pour former l’anion hydroxyde (HO-) et le radical 

hydroxyle (HO●) selon la réaction de Haber-Weiss (Équation 2). 

O2
●-

+ H
+
  HOO

● 

2 HOO
●
 H2O2 + O2 

O2
●-

+ H2O2  O2 + HO
-
 + HO

● 

Équation 2. Réactions photochimiques de l'oxygène.
126 

 Réactions de type II II.1.2.

Alors que les réactions de type I sont basées sur un transfert d’électron ou d’hydrogène 

(matière), celles de type II consiste en un transfert d’énergie. Elles nécessitent la présence de 

dioxygène à proximité du PS. Lorsque ce dernier est à l’état triplet 3PS1, son énergie peut être 

transférée au dioxygène (3O2) afin de retrouver son état fondamental 1PS0, selon l’équation 

suivante (Équation 3) : 

3
PS1 + 

3
O2  

1
PS0 + 

1
O2 

Équation 3. Réaction du transfert énergétique entre le PS et O2. 

Etant donné les orbitales moléculaires de dioxygène, son état fondamental est composé de deux 

électrons célibataires dans sa couche externe (HOMO). Il est donc à l’état triplet et son passage à 

l’état singulet 1O2 nécessite au moins un apport énergétique de 94 kJ.mol-1.127 Comme l’énergie 

transférée dépend du PS à son état triplet, la voie de production des ROS (entre les réactions de type 

I et II) varie selon le PS utilisé. Ainsi, il est possible de définir une des caractéristiques des PS : le 

rendement quantique de production d’oxygène singulet ΦΔ, introduit selon l’équation : 

    
                                  

                            
 

Équation 4. Formule du rendement quantique de production d'oxygène singulet sur une même durée. 
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Ce rendement dépend de plusieurs facteurs tels que la température et l’environnement du PS.128 

Ainsi il se calcule rarement directement mais il est souvent obtenu en le comparant à une référence 

dont le rendement est déjà connu dans les mêmes conditions. 

La présence d’oxygène singulet peut être observée par spectroscopie. En 1933, J.W. Ellis et H.O. 

Kneser ont observé deux formes de l’oxygène singulet, qui ont été prédits par R. Mulliken.129 Ces 

deux états sont nommés 1Δg et 1Σg (Figure 37). 

 

Figure 37. Orbitales moléculaires des différents états du dioxygène. 

Ces différents états offrent plusieurs transitions, dont l’une d’entre elle (1Δg à 3O2) émet une onde 

située à 1269 nm. Cette relaxation est ainsi visible par spectroscopie et témoigne de la présence de 

l’oxygène singulet (Figure 38). 

 

Figure 38. Emission d'oxygène singulet produit par l'excitation de la 5,10,15,20-tetra(pyridyl)-21H,23H-

porphyrine dans l’ethanol.130 

L’oxygène singulet n’a pas une durée de vie très longue. Les états 1Σg (entre 10-11 et 10-9 seconde de 

durée de vie) et 1Δg (entre 10-6 et 10-3 seconde) se propagent très peu et interagissent avec d’autres 

molécules à proximité de leur source de production (le PS). En effet, on estime que cette faible durée 

de vie (10-100 μs en solvant organique et 2 μs en solution aqueuse) implique une réactivité délimitée 
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par une sphère allant de 10 nm à 20 nm au tour du point de production.131 Cette caractéristique de la 

PDT est un avantage car cela offre une sélectivité par la proximité, puisque la propagation d’espèces 

cytotoxiques dans des zones non éclairées est impossible. Une fois créés, les ROS peuvent interagir 

avec les cellules à proximité et induisent leur mort cellulaire. 

 Les ROS au contact des organismes vivants8 II.2.

Les ROS peuvent avoir différentes cibles cellulaires ce qui leur permet d’augmenter leur 

efficacité. On distingue 4 entités majeures ayant des cinétiques et des niveaux d’activité différents : 

l’anion superoxyde (O2
●-), le peroxyde d’hydrogène (H2O2), le radical hydroxyle (HO●) et l’oxygène 

singulet (1O2). Les deux premiers ROS sont moins cytotoxiques car leur réactivité est limitée. En effet, 

ces entités sont déjà naturellement présentes dans les organismes, car elles sont des produits 

secondaires issus de l’oxygénation des cellules. En plus d’être sensible à leur environnement, les 

cellules ont la capacité de se défendre contre ces ROS grâce à l’action d’enzymes comme les SOD et 

les catalases, ou via l’utilisation d’autres antioxydants endogènes (β-carotène par exemple). D’un 

autre côté, le radical hydroxyle et l’oxygène singulet sont des ROS très efficaces et impossibles à 

contrer. Malgré que les bactéries soient particulièrement préparées aux différents stress oxydatifs, 

l’oxygène singulet a montré une grande efficacité, car son état dû à un transfert d’énergie est 

considéré comme un élément « non naturel » par les cellules. La production d’oxygène singulet est 

donc un facteur déterminant pour le choix du PS car ce ROS est le responsable majoritaire de l’effet 

bactéricide.  

L’oxydation induite par les ROS peut intervenir à différents niveaux de la cellule : 

 L’oxydation de différents acides aminés change la structure des protéines induisant leur perte 

d’activité. La modification des cystéines et méthionines permet notamment la création de 

ponts disulfures. L’activité des ROS sur les protéines est considérée comme la cause majoritaire 

de la mort cellulaire pour la PDT.132 

 Les ROS attaquent rapidement les acides gras membranaires, enclenchant des réactions en 

chaîne d’oxydation. 

 La modification du matériel génétique (oxydation des bases) est aussi une source de la mort 

cellulaire car elle empêche la traduction (Figure 39). 

 

Figure 39. Oxydation de la 2-deoxyguanosine par les deux catégories de ROS. 
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 III. Etat de l’art de l’aPDT 

Les prémices de la thérapie photodynamique sont apparus très tôt dans l’Histoire. En effet, 

des anciennes cultures égyptiennes et asiatiques utilisaient déjà l’effet thérapeutique de différents 

colorants, appliqués directement sur des maladies cutanées.133 Ces traitements disparurent 

progressivement et il fallut attendre le début du XXème siècle pour voir l’introduction du terme 

photothérapie grâce aux travaux de Raab. En 1900, il observa l’effet cytotoxique de l’acridine sur des 

paramécies, en présence de lumière (Figure 40).134 

 

Figure 40. Structure de l'acridine. 

Suite aux travaux de Von Tappeiner, l’importance de l’oxygène dans le processus fut démontrée ce 

qui introduit la notion de Photothérapie dynamique.135 Alors que les travaux se multipliaient sur 

l’effet photobactéricide de cette technique, la découverte des antibiotiques éclipsa ces études et 

entraîna l’interruption des recherches dans ce domaine. Dans les années 1960, l’inactivation de virus 

par la PDT et l’apparition des souches résistances relancèrent l’intérêt pour ces travaux.136 Depuis 

cette période de nombreux résultats précliniques et cliniques ont été publiés121. De nos jours, l’aPDT 

intéresse de plus en plus d’équipes de recherche et de laboratoires cherchant une alternative aux 

antibiotiques.  

L’histoire de la PDT est notamment  reliée à la découverte et l’optimisation de photosensibilisateurs. 

Il est ainsi possible de les classer en deux grandes catégories : les PS tétrapyrroliques et les autres PS. 

Nous allons donc nous intéresser à ces deux familles de manière générale, puis les molécules les plus 

prometteuses pour l’aPDT seront abordées.  

 Les photosensibilisateurs non-tétrapyrroliques III.1.

Bien que les travaux retranscrits dans ce manuscrit utilisent uniquement des PS 

tétrapyrroliques, nous vous proposons ici une brève description de quelques PS non-tétrapyrroliques 

d’origine naturelle ou synthétique. 

 Les molécules d’origine naturelle III.1.1.

Les pérylènequinones sont une famille de chromophores d’origine 

naturelle caractérisée par un pentacycle conjugué. Leurs larges bandes 

d’absorption dans le rouge en font des pigments très utilisés. Le plus connu 

d’entre eux, l’hypéricine (Figure 41-A) est un photosensibilisateur présent 

chez la majorité des Hypericum, une famille de plante herbacée. Elle fut 

extraite pour la première fois en 1942.137 Son intérêt pour la PDT a été 

découvert en 1992, puis ses propriétés antibactériennes ont été publiées en 

2004.138  Malgré que ce PS soit surtout étudié pour son caractère 

anticarcinogénique, il a montré un effet photobactéricide sur les souches 

Gram positif. Néanmoins, le caractère hydrophobe de ces molécules réduit 

fortement leur activité sur les bactéries Gram négatif.139 Figure 41. Structure de l’ 

Hypéricine (A). 
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Les apiacées sont des plantes riches en 

furocoumarine.140 Parmi cette catégorie de molécule, 

les psoralènes (Figure 42-B)  sont une sous-famille 

photosensible. Initialement le méthoxypsoralène, 

connue sous le nom de Méladinine®(Figure 42-C), était 

utilisé dans le traitement de maladies de peau tel que le 

psoriasis et l’eczéma.141,142 Depuis, la combinaison de 

psoralène et de la lumière ultraviolette ont fourni des 

résultats prometteurs contre de nombreux microbes et 

virus, tel que le virus de la dengue et le Chikungunya.143 Des essais précliniques se sont révélés très 

prometteurs et bien tolérés par les patients.144 

 

La curcumine (Figure 43-D), appelée aussi diféruloyl-méthane, est extraite à partir du curcuma 

(Curcuma longa), une plante appartenant à la famille des Zingibéracées. Ce pigment naturel est très 

utilisé comme aliment et épice dans certaines cultures. Grâce aux quelques traitements ancestraux 

utilisant la curcumine, les chercheurs se sont intéressés à cette molécule et ont mis en évidence des 

propriétés anticarcinogéniques, anti-inflammatoires et antibactériennes.145 Ce PS a été le sujet de 

nombreuses recherches antibactériennes, car il est naturellement intéressant par son caractère non 

toxique et comestible. La curcumine, irradiée par une lumière bleue (λm= 430 nm dans l’éthanol146), a 

montré une très bonne efficacité contre Streptococcus mutans.147 En 2014, Tovsen et son équipe ont 

travaillé sur un dérivé glycosylé de la curcumine qui a permis d’inactiver des souches Gram positif et 

Gram négatif.148 Malgré les difficultés d’utilisation dûes à son caractère hydrophobe, les nombreux 

résultats prometteurs de ce PS ont prouvé sa capacité à être utilisé lors d’essais cliniques. 

 

Figure 43. Structure de la curcumine (forme kéto à gauche et énol à droite)(D). 

 

 

La riboflavine (Figure 44-E), aussi connue sous le nom de vitamine B2, 

est une molécule vitale dans le métabolisme animal car elles sont 

nécessaires à la synthèse des flavoprotéines. Déjà utilisé en guise de 

complément alimentaire, ce PS a été utilisé pour l’aPDT. Les travaux 

préliminaires ont montré l’inactivation de Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis après illumination sous 

une lumière bleue (~470 nm).149,150 

  

Figure 42. Différents PS non-tétrapyrroliques 

naturelles. B : Psoralène, C : Méladinine®. 

Figure 44. Structure de la 

riboflavine (E). 
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Lors d’une agression physique ou dûe à un pathogène, les plantes se 

mettent à secréter des molécules appelées « Phytoalexines », afin de 

se protéger. La phénalènone (Figure 45-F) est une molécule 

photosensible qui a été retrouvée dans ces sécrétions, ce qui montre 

que certaines plantes se défendent contre des pathogènes grâce à la 

production de ROS.151 Les premières analyses ont montré que cette 

catégorie de PS offrait de très bons rendements quantiques en 

production d’oxygène singulet (>97%), ce qui a suscité un intérêt 

certain pour la PDT.152 Maisch et coll. ont donc cherché à modifier 

chimiquement ce PS, afin d’augmenter sa solubilité en milieu 

aqueux, via l’ajout d’une fonction sulfonique153 ou d’un groupe 

pyridinium (« SAPYR »).154 Ce dernier a donné d’excellents résultats 

contre de nombreuses souches et biofilms bactériens. En effet, en plus de sa forte production 

d’oxygène singulet, cette molécule se comporte comme un tensio-actif, ce qui permet de 

déstructurer les biofilms bactériens et de les rendre plus sensibles aux ROS.155 

 Les molécules synthétiques III.1.2.

Le bleu de méthylène (Figure 46-MB) est un PS cationique 

facilement synthétisable et qui a une bonne solubilité en milieu 

aqueux.156 Offrant un rendement quantique satisfaisant (ΦΔ=0,51 

dans l’éthanol), cette molécule semblait présenter des propriétés 

intéressantes pour la PDT. Cependant, son manque de stabilité face 

à certaines enzymes la rend difficilement utilisable en PDT157 mais 

très utile dans le cadre d’une application antibactérienne. Son 

efficacité sur Staphylococcus aureus fut initialement démontrée en 

1928, puis confirmée pour le bleu de Toluidine en 1930. Depuis, de 

nombreuses études mettent en avant l’efficacité de ces PS contre 

une majorité des souches bactériennes. Ainsi ces molécules sont déjà présentes dans le monde 

médical, notamment en odontologie. De plus, le bleu de méthylène est actuellement utilisé en 

Allemagne pour la décontamination de plasma récemment congelé.121 

 

 

L’érythrosine (Figure 47-E) est un colorant alimentaire (E127) très 

prometteur en aPDT. En effet, il fut longtemps utilisé comme 

révélateur de biofilms dentaires grâce à sa capacité à 

« s’accrocher » à ces derniers.158 Ainsi la découverte de son effet 

photobactéricide le rend propice à une utilisation en odontologie. 

De plus, des travaux ont montré une meilleure efficacité 

comparée à l’utilisation de bleu de méthylène ou de Photofrin® 

(Chapitre 2.III.3, page 62).159 

  

Figure 45. Différents PS non-

tétrapyrroliques naturelles (suite) ; 

F : Phénalènone et SAPYR. 

Figure 46. Structure du bleu de 

méthylène (BM). 

Figure 47. Structure de 

l’érythrosine (E). 
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Le Rose de Bengale (Figure 48-RB) est un autre PS synthétique 

très courant en PDT. Découvert en 1881, le Rose de Bengale est 

utilisé comme référence afin de calculer les rendements 

quantiques de production d’oxygène singulet des PS car le sien 

fut établi en 1964 (ΦΔ=0,68 dans l’éthanol). Il fut l’un des 

premiers PS utilisés lors d’essais antibactériens, en 1969.160 Il a 

ensuite été étudié pour la création de surface 

photobactéricide.161,162 (Chapitre 5.II.1, page 159) 

 

 

Le vert d’indocyanine (Figure 49-ICG) est un colorant 

initialement utilisé pour le diagnostic médical grâce à son spectre 

d’absorbance et d’émission, situés dans les infrarouges. Ses 

propriétés photophysiques ont attiré l’attention de la recherche 

microbiologique. En plus de résultats satisfaisants contre 

certaines souches MDR, le mécanisme d’action du vert 

d’indocyanine s’est révélé être différent d’autres PS 

cationiques.163,164 Lors d’essais cliniques, ce PS a permis le 

traitement d’acné.165 Leite et son équipe ont suggéré que le vert 

d’indocyanine pourrait inactiver sélectivement les souches de 

Streptococcus pneumonia responsables d’infections pulmonaires.166 

 

Les boron-dipyrrométhène ou BODIPY, sont une nouvelle famille 

de PS qui a fortement émergé ces dix dernières années. A l’instar 

des PS tétrapyrroliques, cette famille offre la possibilité de 

synthétiser de nombreux dérivés ayant différents groupes 

fonctionnels. Avec des rendements quantiques de production 

d’oxygène singulet élevés, une bonne stabilité physico-chimique et 

des spectres d’absorbances adéquats, ces PS semblaient 

prometteurs. Cependant ils se sont malheureusement montrés 

aussi actifs et plus toxiques en absence de lumière, que les autres 

PS.167 Au sein de cette famille, nous pouvons citer les travaux de 

Caruso basés sur l’inactivation de Staphylococcus xylosus et 

Escherichia coli par un BODIPY cationique (Figure 50-cBODIPY).168 

 

L’ensemble de ces PS non-tétrapyrroliques ont un intérêt certain dans la recherche contre les 

infections bactériennes. Cependant en comparaison des PS tétrapyrroliques, ils sont moins étudiés 

car ils n’offrent pas autant de possibilité de faire des modifications chimiques, afin d’améliorer leur 

propriétés (hydrophilicité, ciblage cellulaire). En effet, les molécules ayant des cycles pyrroliques sont 

le centre d’intérêt de la recherche en PDT, car ces PS ont obtenu les meilleurs résultats à ce jour.  

Figure 48. Structure du Rose de 

Bengale (RB) 

Figure 49. Structure du vert d’indocyanine (ICG) 

 

Figure 50. Structure du 

cBODIPY 
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 Les PS tétrapyrroliques III.2.

Ils existent plusieurs types de molécules appartenant à cette catégorie. Dans le cadre de ces 

travaux, nous proposons ici d’introduire les porphyrines, les chlorines, les bactériochlorines et les 

phtalocyanines. 

 Structure des porphyrines, des chlorines et des bactériochlorines III.2.1.

Les porphyrines sont des molécules aromatiques dérivées de la porphyrinogène. Cette 

dernière est composée de quatre noyaux pyrroliques reliés par des ponts méthènes entre les 

positions α de chaque pyrrole. Basée sur cette structure, la porphyrine a 22 électrons π conjugués 

dont 18 participants à l’aromaticité. 

 

Figure 51. Structures de la porphine (à gauche) et de la porphyrine (à droite). 

La structure d’une porphyrine permet de classer les atomes de carbone en trois catégories : les 

carbones α (1, 4, 6, 9, 11, 14, 16 et 19) reliant les noyaux pyrroliques, les carbones β (2, 3, 7, 8, 12, 

13, 17, 18) et les positions meso (5, 10 ,15 ,20). Quelques soit les groupes substitués en position β ou 

meso, la molécule appartient à la famille des porphyrines. Cette structure possède deux amines 

tertiaires en son centre pouvant soit partager des électrons, afin de former un cation divalent, soit 

capter des protons. Ainsi la forme ionique du noyau varie selon le pH. Ce centre peut aussi accueillir 

un atome métallique. Lorsqu’une porphyrine est métallée, elle s’appelle métalloporphyrine, sinon il 

s’agit d’une porphyrine à base libre. 

 

Figure 52. Numérotation des positions d'une porphyrine et structure d'une métalloporphyrine. 

Les chlorines et les bactériochlorines ont la même structure de base que les porphyrines, cependant 

elles se distinguent par la réduction d’une ou deux doubles liaisons respectivement. La 

bactériochlorine peut aussi se trouver sous la forme d’isobactériochlorine selon l’emplacement 

relatif des deux doubles liaisons réduites. 
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Figure 53. Différence entre une porphyrine, une chlorine et une bactériochlorine. 

 Propriétés photophysiques III.2.2.

Le nom de porphyrine découle du grecque « porphyra » qui fait référence à sa couleur 

violette très intense. En effet, comme beaucoup de PS, les porphyrines et ses dérivés se remarquent 

facilement par leur coloration ce qui fait d’eux de très bons pigments. La conjugaison des électrons π 

est à l’origine de ces propriétés photophysiques très particulières. Grâce aux développements des 

techniques spectrométriques, les spectres d’absorption, d’émission et de production d’oxygène 

singulet des PS ont pu être établis et sont caractérisés pour ces molécules. 

 Spectres d’absorption des porphyrines et ses dérivés 

Les porphyrines et ses dérivées (chlorine et bactériochlorine) absorbent dans le domaine du visible 

(induisant leur coloration), et présentent ainsi des spectres d’absorption caractéristiques qui 

permettent de les distinguer. Pour les porphyrines, on distingue deux catégories de bandes 

d’absorption : 

 Une bande d’absorption très intense entre 400 et 430 nm qui est appelée « Bande de Soret » : 

cette bande s’affine avec une augmentation de la pureté ou une diminution de l’agrégation des 

porphyrines.  

 Quatre bandes situées entre 480 nm et 700 nm qui sont appelées « bandes Q » (de I à IV) : 

Leurs intensités relatives peuvent varier selon les groupes substitués en β et meso. Cependant, 

ces bandes sont toujours dix à vingt fois plus faibles que la bande Soret. La métallation d’une 

porphyrine a comme conséquence de faire disparaître deux bandes Q, en raison d’une 

meilleure symétrie (liée à la présence du métal) en comparaison des porphyrines à base 

libre.169,170  

 

Figure 54. Spectres d'absorbance d'une porphyrine à base libre (violet) et d'une métalloporphyrine (vert) dans le 

chloroforme.171 

Soret 
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Les réductions successives d’une porphyrine entraînent un changement important des propriétés 

photophysiques, notamment pour le spectre d’absorbance. Les bandes Q sont très représentatives 

de ces changements : les chlorines ont une bande QI bien plus élevée que celle des porphyrines. De 

plus, cette bande se « déplace » vers le rouge et se situe entre 650 et 700 nm. Il en est de même 

pour les bactériochlorines qui présentent une bande QI  intense se situant entre 750 et 800 nm. La 

bande de Soret varie, quant à elle, très peu lors la première réduction de la porphyrine, mais le 

passage à la bactériochlorine entraîne un déplacement vers les ultra-violets.  

 

Figure 55. Spectres d'absorbance de la protoporphyrine IX dans le chloroforme (violet), de la chlorine e6 dans 

l'éthanol (rouge) et de la bactériochlorophylle dans le toluène (orange) (d’après PhotochemCad). 

 Spectres d’émission des porphyrines et ses dérivés 

En accord avec le diagramme de Perrin-Jablonski (Figure 36, page 38), deux types d’émission 

radiative sont observables après excitation du photosensibilisateur : la fluorescence et la 

phosphorescence. En ce qui concerne les porphyrines, la phosphorescence présente très peu 

d’intérêt car elle est très faible et difficilement caractérisable.172,173 La fluorescence, quant à elle, est 

très bien caractérisée. A l’instar du rendement quantique de production d’oxygène singulet 

(Équation 4, page 39), un rendement permet de relier le nombre de photons émis par fluorescence 

au nombre de proton absorbé. Comme pour la production d’oxygène singulet, le rendement de 

fluorescence dépend de l’environnement du PS tel que le solvant, la température et l’atmosphère 

(Équation 5).174 

    
                        

                            
 

Équation 5. Formule du rendement quantique de fluorescence sur une même durée. 

 

Soret 
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De manière générale, le spectre de fluorescence des porphyrines est constitué de deux bandes fortes 

situées entre 550 et 850 nm. Cette fluorescence et son rendement quantique dépendent des 

différents groupements substitués sur la porphyrine. La présence d’un métal entraîne aussi un 

changement dans le spectre d’émission. En ce qui concerne les chlorines et les bactériochlorines, leur 

fluorescence est aussi observable entre 550 et 850 nm mais la deuxième bande est généralement 

plus faible comparé aux porphyrines. Evidemment, la diversité de leurs groupements substitués fait 

également varier la fluorescence. Cependant la fluorescence de ces deux dérivés est difficilement 

caractérisable, car ces composés peuvent s’avérer très insolubles et ont tendance à s’oxyder pour 

reformer la porphyrine. 

 

Figure 56. Spectres de fluorescence de la protoporphyrine IX dans le chloroforme (violet), de la chlorine e6 dans 

l'éthanol (rouge) et de la bactériochlorophylle dans le toluene (orange), d’après PhotochemCad. 

Les rendements quantiques de fluorescence des porphyrines et de ses dérivés sont très faibles, 

notamment à cause de la conversion intersystème permettant le passage à l’état triplet. Ils sont 

généralement compris entre 0,2 et 0,4.175–177 

 Obtention de PS tétrapyrroliques d’origine naturelle III.2.3.

 Extraction de porphyrine à partir de constituants d’origine naturelle 

De nombreuses molécules et protéines naturelles sont composées de PS tétrapyrroliques, ainsi 

les porphyrines et leurs dérivés sont indispensables à de nombreux organismes. Par exemple, la 

protohémine (ou chloroprotoporphyrine de fer(III)) participe au transport d’oxygène chez les 

animaux. L’extraction de cette molécule a été décrite selon deux procédés : 

 Selon Fischer178 : 

En 1941, Fischer extrait la protohémine à partir de sang défibriné (privé de fibrogène). Après un 

traitement en milieu acide à haute température, la protohémine est récupérée par filtration ou 
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centrifugation à froid. Après recristallisation, environ 3g de protohémine sont obtenus pour un litre 

de sang. Ce protocole est devenu la référence pour l’extraction de ce PS. 

 

 Selon Labbe et Nishida179 : 

Utilisant du chlorure de strontium, Labbe et Nishida ont proposé un protocole permettant 

d’éliminer la grande majorité des protéines. La protohémine est ensuite récupérée par cristallisation 

à froid, puis recristallisée. Ce protocole permet d’atteindre des rendements similaires à l’extraction 

selon Fischer. 

L’extraction de la protohémine est importante car cette dernière est un précurseur à la synthèse 

d’autres PS très utilisés. L’hématoporphyrine et la protoporphyrine IX sont obtenues respectivement 

après un traitement acide et après démétallation de la protohémine. 

 

Figure 57. Structure de la protohémine et de dérivés obtenus après traitement. 

Extraite pour la première fois en 1867 par Thudichum180, l’hématoporphyrine fut l’un des 

premiers PS commercialisés (forme dérivé sous le nom de Photofrin®, suite aux travaux de Dougherty 

et coll.181) dans le cadre d’applications anticancéreuses. Malgré la longue sensibilisation des patients, 

son rendement quantique de production d’oxygène singulet était très intéressant à l’époque. Ainsi 

cette porphyrine a incontestablement initié le développement et le rôle majeur des PS 

tétrapyrroliques en PDT. La protoporphyrine est aussi très réputée car elle joue un rôle essentiel 

dans l’ALA-PDT. L’acide aminolévulinique est un précurseur entraînant la synthèse biologique de la 



 

Chapitre 2 : La thérapie photodynamique  

51 

 

protoporphyrine IX au sein des cellules. Ainsi l’ALA-PDT ne nécessite pas l’utilisation directe d’un PS 

mais seulement de l’acide 5-aminolévulinique et de lumière appliquée sur la zone cancéreuse. Cette 

technique est actuellement l’une des applications les plus répandues, surtout en dermatologie 

(malgré une forte douleur chez les patients). 

 Hémi-synthèse de chlorine 

Chez les végétaux, différentes chlorophylles sont responsables de la photosynthèse, 

permettant aux plantes de transformer la lumière en énergie chimique. Ces chlorophylles 

appartiennent en fait à la famille des chlorines. Leur extraction, ainsi que leur modification, 

permettent d’obtenir des chlorines d’origine naturelle. En utilisant des feuilles, des épinards182 ou 

des algues, la chlorophylle peut être directement extraite. La purpurine-18 est l’un de ces 

photosensibilisateurs obtenus à partir de la chlorophylle.  

Au sein du LCSN, Drogat et coll.  ont optimisé un protocole d’extraction permettant de récupérer la 

purpurine-18 avec un très bon rendement (99.6%) à partir d’une algue (Spirulina maxima).183 A partir 

d’algues lyophilisées, la chlorophylle a est extraite lors d’un reflux dans un solvant organique. Ensuite 

ce pigment est saponifié à l’aide d’une solution concentrée de soude, puis oxydé en présence de 

dioxygène. Enfin un traitement acide est appliqué afin de démétaller le macrocycle. Cette méthode 

peut être aussi adaptée afin d’obtenir la bactériopurpurine-18 à partir de la bactériochlorophylle a, 

un pigment extrait à partir de Rhodobacter sphaeroides, espèce bactérienne aquatique 

photosensible.184 

 

Figure 58. Synthèse de la purpurine-18 à partir de la chlorophylle a. 
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La purpurine-18 est un PS très intéressant puisqu’elle possède une fonction anhydride qui 

peut facilement réagir avec les amines pour former des amides. Après l’ouverture de l’anhydride, le 

PS se retrouve sous la forme d’un dérivé de chlorine-e6. Ce dernier, ainsi que le pyrophéophorbide-a, 

sont également des pigments obtenus à partir de la chlorophylle a.142 La démétallation de la 

chlorophylle permet d’obtenir la phéophytine, qui, après saponification de son groupe phytol, forme 

la phéophorbide a. Le traitement de cette dernière en présence de triméthylpyridine à reflux conduit 

au pyrophéophorbide.185 Quand à l’hémi-synthèse de la chlorine-e6, elle est réalisée en trois étapes à 

partir de la chlorophylle a ; une transestérification (formant la méthylphéophorbide), puis l’ouverture 

du cycle (formant la triméthylchlorine-e6) et enfin la saponification des esters.142,186  

 

Figure 59. Synthèse de la pyrophéophorbide et de la chlorine e6 à partir de la chlorophylle a 

 Synthèse des porphyrines III.2.4.

Afin de répondre aux diverses problématiques de la PDT, des protocoles ont été élaborés afin 

d’obtenir des porphyrines synthétiques différentes de celles d’origine naturelle. Ces diverses 

stratégies de synthèse suivent cependant le même déroulement basé sur la formation du noyau 
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porphyrinique (par des substitutions électrophiles sur les positions 2 et 5 des pyrroles) puis 

l’oxydation de ce dernier. Ces différents protocoles ont été développés afin de pouvoir synthétiser 

une grande diversité de porphyrines substitués en meso ou/et β. Toutes ces synthèses peuvent être 

classées selon 3 grandes stratégies. La plus ancienne stratégie était basée sur la condensation de 

quatre unités pyrroliques afin de former le noyau porphyrinique (Figure 60). Cette technique n’offre 

aucun contrôle sur la stéréochimie du produit formé. Afin de palier à ce problème, deux stratégies 

ont été élaborées, soit en faisant réagir deux unités dipyrrométhanes préalablement synthétisés 

(« 2+2 »), soit en incluant une unité pyrrolique dans un précurseur tripyrrane (« 3+1 »). Dans cette 

partie, nous allons nous intéresser à ces synthèses et tout particulièrement à la condensation des 

unités pyrroliques, qui sera utilisée lors des travaux réalisés au cours de ce manuscrit.187 

 

Figure 60. Mécanisme réactionnel de la condensation des pyrroles et des aldéhydes en milieu acide. 

 Condensation de pyrrole et d’aldéhyde 

 Synthèse de Rothemund 

Rothemund a décrit pour la première fois la synthèse d’une meso-porphyrine substituée en 

1935. En chauffant à 220°C un mélange de pyrrole et de benzaldéhyde dans un système fermé en 

présence de pyridine, Rothemund a obtenu un mélange constitué de la 5,10,15,20-tétra(phényl)-

21H,23H-porphyrine (TPP) et de sa chlorine dérivée (10-20%) (Figure 61).188 Cependant, ce premier 

protocole offrait un rendement très faible (5 à 10%).189 

 

Figure 61. Synthèse de la TPP selon Rothemund.188 
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 Synthèse d’Adler et Longo 

Les travaux d’Adler et Longo effectués en 1967, ont permis de mettre en évidence les 

différents facteurs régulant la condensation pyrrolique avec le benzaldéhyde. Outre le rôle de la 

température, de la quantité d’oxygène, du solvant et des quantités de réactifs, ils ont mis en 

évidence l’influence de l’acidité du milieu réactionnel. Ainsi le protocole établi suit ces 

recommandations : la condensation des pyrroles et des aldéhydes doit être effectuée à partir d’un 

mélange équimolaire dissous dans de l’acide propionique mis à reflux (141°C), à l’air libre pendant au 

moins trente minutes (Figure 62).190 En suivant ces indications, la TPP peut être obtenue avec un 

rendement d’au moins 20%. Comme pour la synthèse précédente de Rothemund, ce protocole oblige 

d’utiliser des aldéhydes supportant les hautes températures et malgré un meilleur rendement, une 

grosse majorité des produits formés sont des impuretés. De plus, la présence d’acide propionique 

dans le brut réactionnel rend la purification plus compliquée en empêchant la cristallisation des 

porphyrines. 

 

Figure 62. Synthèse de porphyrine substituée par des groupements aromatiques en meso selon Adler et 

Longo.190 

 Synthèse de Little, dites des « aldéhydes mixtes » 

Basé sur les travaux d’Adler et Longo, Little propose, en 1975, la synthèse de porphyrine ayant 

différents substituants en position meso afin de d’obtenir des photosensibilisateurs asymétriques. En 

utilisant le protocole précédent, un mélange de deux différents aldéhydes peut se condenser avec le 

pyrrole pour former des porphyrines asymétriques (« aldéhydes mixtes ») (Figure 63).191 

 

Figure 63. Synthèse de porphyrine asymétrique selon Little.191 

Contrairement à la synthèse d’une porphyrine symétrique, le procédé selon Little ne permet pas de 

synthétiser une seule porphyrine. En effet, l’utilisation d’un mélange de deux aldéhydes a pour 

conséquence la formation de 6 différentes porphyrines. Lors d’utilisation de ce protocole, un 

« code » a été instauré afin de reconnaitre les divers produits. A partir d’un aldéhyde « A » et un 

autre « B », les porphyrines obtenues sont nommées ainsi (Figure 64) :  

- « A4 », pour la porphyrine n’ayant que des substituants dûs au réactif A 
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- « A3B », pour la porphyrine ayant 3 substituants dûs au réactif A et 1 du à B 

- « A2B2 », pour la porphyrine ayant 2 substituants dûs au réactif A et 2 dus à B (deux isomères) 

- « AB3 », pour la porphyrine ayant 1 substituant dû au réactif A et 3 du à B 

- « B4 », pour la porphyrine n’ayant que des substituants dûs au réactif B 

 

Figure 64. Les différentes porphyrines produites lors d'utilisation d'un mélange de deux aldéhydes. 

L’utilisation de ce protocole nécessite donc de prendre en compte la quantité de réactif. Par 

exemple, afin d’obtenir des porphyrines A3B, il est préférable d’utiliser 3 équivalents de l’aldéhyde A 

et 1 équivalent pour le B avec 4 équivalents de pyrrole. La synthèse d’une porphyrine A3B dépend 

beaucoup des aldéhydes utilisés et son rendement peut varier entre 5% et 25%.192 En plus d’avoir les 

mêmes désavantages que la synthèse selon Adler et Longo, la purification nécessite l’utilisation de 

techniques chromatographiques afin de séparer les différentes porphyrines formées. Cependant, il 

reste le protocole le plus utilisé pour former des porphyrines cationiques asymétriques et des 

porphyrines en quantité massique relativement élevée.  

 Synthèse de Lindsey 

En 1986, Lindsey offre un nouveau protocole plus optimisé que celui d’Adler et Longo. Afin 

de pallier aux problèmes des conditions extrêmes et de l’instabilité des aldéhydes, Lindsey propose 

une synthèse dans un milieu plus doux et plus dilué, ce qui entraîne une augmentation du 

rendement, l’absence d’acide propionique et réduit les problèmes lors de la purification. La réaction 

est basée sur un équilibre entre les polypyrrométhanes et le porphyrinogène, considéré comme le 

produit thermodynamiquement stable. La formation de ces produits est catalysée par l’utilisation 

d’un acide de Lewis (BF3OEt2, TFA ou BCl3) dans du dichlorométhane anhydre sous atmosphère inerte 
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(Figure 65). Enfin, le porphyrinogène formé est oxydé lors d’une deuxième étape par l’ajout de DDQ 

ou p-chloranil au milieu réactionnel, afin d’obtenir la porphyrine.193 

 

Figure 65. Synthèse de porphyrine selon Lindsey.193 

Les rendements maximums sont obtenus avec des milieux réactionnels assez dilués (C < 10-2 M). 

Initialement ce protocole était utilisé pour obtenir des porphyrines symétriques (les rendements 

pouvant atteindre 40-50%). Suivant le principe de Little, cette synthèse fut adaptée à l’utilisation de 

mélange d’aldéhyde pour la formation de porphyrine asymétrique avec de meilleurs rendements. 

Cependant, cette synthèse ne fonctionne pas avec certains aldéhydes, et les porphyrines possédant 

des groupements pyridyls ne peuvent pas être obtenues selon cette technique. 

 Autres synthèses 

Bien que les synthèses citées ci-dessus restent les protocoles standards pour l’obtention de 

porphyrine, quelques alternatives ont été explorées afin d’éviter les problèmes majeurs, qui sont les 

faibles rendements, les purifications difficiles et le manque de régiosélectivité. En 1978, un protocole 

utilisant la synthèse sur phase solide, est proposé par Svirskaya et Leznoff afin de limiter les étapes 

de purification.194 Cette technique est dérivée de la « Solid Phase Peptide Synthesis » (SPPS) qui sera 

utilisée lors du Chapitre 4 (page 102). Malheureusement, les rendements de synthèses se sont 

révélés faibles (2-4%), ainsi cette voie fut abandonnée. Au cours du XXIème siècle, la synthèse de 

porphyrine sous microondes a montré de nombreux avantages comme l’augmentation du 

rendement et la diminution du temps de réaction.195 En plus de faciliter la production de tétra-aryl-

porphyrine, l’utilisation du MnO2 en tant qu’agent oxydant (à la place de quinone) a permis de 

réduire le coût de la réaction.196 En plus des microondes, nous avons montré au sein du LCSN, 

l’intérêt d’utiliser l’iode en tant que catalyseur et cela a permis d’obtenir des rendements de 

synthèse de 47% pour la TPP.197 Nous pouvons aussi citer la synthèse de porphyrines à partir de 

pyrroles-carbinol198 ou de charbon activé199. Malgré tous ces protocoles permettant la diminution des 

produits secondaires issus de la condensation pyrrolique, des étapes de purification sont toujours 

nécessaires afin d’obtenir la porphyrine souhaitée.  

 

 Synthèses « 2+2 »  et « 3+1 » 

Afin d’améliorer les rendements de synthèse et de résoudre les problèmes issus de la 

condensation pyrrolique, les synthèses « 2+2 » se sont développées. Elles sont basées sur la 

préparation préalable des dipyrrométhanes ou de dipyrrométhènes permettant de former une plus 

grande variété de porphyrines. 

 Utilisation des dipyrrométhanes 
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Comme indiqué sur la Figure 60, les dipyrrométhanes sont obtenus lors de la condensation de 

deux unités pyrroliques avec un aldéhyde sous catalyse acide.198 A partir de deux dipyrrométhanes 

purifiés, Woodward et MacDonald ont réussi à obtenir des porphyrines (Figure 66).200,201 Ce 

protocole suit le même cheminement que la condensation pyrrolique (formation de la 

porphyrinogène et oxydation), mais ici, les rendements peuvent atteindre 50 à 60%. Malgré la 

nécessité de préparer préalablement les deux réactifs, cette synthèse permet aussi d’obtenir des 

porphyrines asymétriques. 

 

Figure 66. Synthèse de porphyrines selon Woodward et MacDonald.200,201 

Afin d’éviter la préparation de diformyldipyrrométhane, des variantes utilisant des aldéhydes 

aromatiques en addition aux dipyrrométhanes, ont été développées. Ces réactions permettent de 

synthétiser des di-aryl-porphyrines avec d’excellents rendements (73-92%).202,203 Elles sont réalisées 

en présence de TFA comme catalyseur acide,  et nécessitent également l’utilisation de p-chloranil en 

tant qu’oxydant (Figure 67). 

 

Figure 67. Synthèse de di-aryl-porphyrines à partir de dipyrrométhanes. 

D’autres techniques utilisant les dipyrrométhanes ont été développées. Nous pouvons citer, par 

exemple, les travaux de Montierth204 et de Naik205 se servant de la synthèse sur phase solide ou 

encore les recherches de Temelli206 combinant les dipyrrométhanes avec des imines. 

 Utilisation des dipyrrométhènes 

Les dipyrrométhènes sont la forme cationique des dipyrrométhanes obtenue en milieu acide. 

Cette forme ionique a pour conséquence de modifier la stabilité et la réactivité de la molécule. 

 

Figure 68. Structure des dipyrrométhènes. 
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Fischer (Prix Nobel en 1930) fut le premier à synthétiser des porphyrines à partir de dipyrrométhènes 

avec des rendements assez hétérogènes (0.2 à 2%).207 Ces synthèses permettaient uniquement 

d’obtenir des porphyrines symétriques du fait des conditions extrêmes de réaction (200°C).171 Se 

déroulant initialement dans un milieu moyennement acide (acide tartrique), la combinaison d’acide 

formique et de dibrome a permis d’atteindre des rendements de 40%.208 En 1988, un nouveau 

protocole établi par Paine permit d’atteindre des rendements de 80-90% (Figure 69).209 

 

Figure 69. Synthèse de porphyrines utilisant des dipyrrométhènes selon Paine.209 

 Synthèse « 3+1 » 

La synthèse « 3+1 » consiste à faire réagir un tripyrrane avec un pyrrole afin de former un 

porphyrinogène. Le tripyrrane peut être préparé à partir d’un pyrrole ayant deux fonctions alcools. 

Taniguchi a montré que le tripyrrane peut réagir avec un autre diol pyrrolique pour former une 

porphyrine (après oxydation).210 Hatscher et Senge ont modifié cette méthode en utilisant des 

aldéhydes à la place du diol, afin d’obtenir des porphyrines mono ou disubstituées en position méso 

avec des rendements dépendants des aldéhydes utilisés (entre 4 et 75%) (Figure 70).211 

 

Figure 70. Préparation du tripyrrane et synthèse "3+1" d'après Hatscher et Senge.211 

 

 Obtention de porphyrine « ABCD » 

 Utilisation d’organolithiens 

Les organolithiens sont des nucléophiles très réactifs à cause de la différence 

d’électronégativité importante entre l’atome de carbone et de lithium. Senge et coll. a développé 

une méthode permettant de fonctionnaliser un noyau porphyrinique afin d’obtenir une grande 

variété de porphyrine. Ainsi l’obtention de porphyrine ayant 4 groupements substitués différents 
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(« ABCD ») est possible, contrairement à la synthèse de Little.212 Cependant l’utilisation 

d’organolithiens entraîne toujours des conditions très strictes car ces réactifs peuvent se révéler être 

dangereux et non stables (Figure 71). 

 

Figure 71. Fonctionnalisation d'une porphyrine avec des organolithiens. 

 Précurseur de type « bilane » 

Une autre stratégie pour obtenir des porphyrines « ABCD » consiste à utiliser un précurseur de 

type « bilane ». Ce réactif est constitué d’une chaîne tétrapyrrolique comprenant déjà les divers 

groupes substitués. Le bilane obtenu après de nombreuses réactions successifs peut être cyclisé et 

oxydé afin d’obtenir la porphyrine souhaitée (Figure 72). En 2007, Lindsey a montré que cette 

synthèse présentait de nombreux avantages. Leurs travaux se sont portés sur les conditions 

optimales de cyclisation du bilane. Ils ont pu atteindre un rendement de 65% sur la production d’une 

porphyrine « ABCD » en utilisant du bromure de magnésium et du DBU (1,8-

DiazaBicyclo[5.4.0]Undéc-7-ène).213 Cette étape finale offre un bon rendement, mais la longue 

synthèse du bilane doit être prise en compte afin de comparer le rendement global de cette synthèse 

aux autres. 

 

Figure 72. Synthèse d'une porphyrine "ABCD" à partir de bilane d'après Lindsey.213 

 Réduction des porphyrines 

Les chlorines et les bactériochlorines sont des composés présentant une ou deux 

insaturations de moins que les porphyrines. La majorité des stratégies de synthèses de chlorine est 

basée sur la réduction de porphyrine. La première observation de ce phénomène a été faite par 

Fischer qui affirma avoir obtenu un mélange de chlorine et de bactériochlorine à partir d’une 

porphyrine traitée par du sodium dans de l’éthanol. Cependant, Eisner et son équipe seront les 

premiers à publier officiellement des travaux sur la réduction de l’octaéthylporphyrine par du 

sodium, en 1957.214 Utilisant le même protocole qu’Eisner, Schlesinger réussit à réduire l’étiohémine 

(porphyrine d’origine naturelle).215 Il obtint un rendement de 34% pour la chlorine et de 40% pour la 
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bactériochlorine. En 1969, Whitlock proposa un nouveau protocole utilisant du p-

toluènesulfonylhydrazine (p-TSH) permettant d’atteindre 72% de rendement (Figure 73).216 

 

Figure 73. Réduction de l'octaéthylporphyrine en octaéthylchlorine selon Whitlock. 216 

Malgré cette optimisation, un problème persiste lors de la formation de chlorine. Le milieu réducteur 

entraîne la formation de bactériochlorine au détriment de la chlorine. L’une des solutions proposées 

consiste à favoriser la formation des bactériochlorines qui seront ensuite oxydées sélectivement en 

chlorine à l’aide d’o-chloranil.217 

 

 Autres stratégies de synthèse 

D’autres procédés permettent d’obtenir des chlorines à partir de porphyrines. Ces derniers 

diffèrent des simples réductions car ils permettent aussi d’inclure un nouveau groupe fonctionnel sur 

le macrocycle. Nous pouvons citer les travaux réalisés par Bonnett décrivant un protocole 

permettant d’obtenir des oxochlorines218 (Figure 74–A) ou ceux de Callot utilisant des carbènes pour 

former des cyclopropylchlorines (Figure 74–B).219 Une oxydation des porphyrines est aussi réalisable 

à l’aide de tétraoxyde d’osmium et permet de synthétiser une chlorine ayant deux fonctions 

hydroxyles en β220 (Figure 74–C). Des stratégies ont également été élaborées pour obtenir des 

chlorines à partir de nitroporphyrines.221,222 

 

Figure 74. Différentes chlorines obtenues après traitement de l'octaéthylporphyrine. A : oxochlorine, B : 

cyclopropylchlorine, C : dihydroxychlorine. 

La stratégie « 2+2 » reste aussi possible pour la formation de chlorine. Les travaux de Battersby ont 

montré que l’utilisation de deux entités dipyrroliques, dont l’une déjà réduite, permet d’obtenir la 

chlorine.223,224 D’un autre côté, Burns établit un protocole utilisant deux dipyrrométhanes.225 A 

l’instar des porphyrines, des études ont montré que la synthèse de chlorines pouvait être optimisée à 

l’aide des microondes.196 
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 Les phtalocyanines III.2.5.

 

Même si nous ne les avons pas utilisées dans cette thèse, les phtalocyanines appartiennent à la 

famille des photosensibilisateurs tétrapyrroliques et sont très étudiées. En 1907, Braun et Tcherniac 

ont observé la présence d’une impureté de couleur bleue lors de la mise en reflux d’une solution 

éthanoïque d’o-cyanobenzamide.226 Il faudra attendre l’année 1930 pour que la synthèse de 

plusieurs phtalocyanines métallées soit décrite par Linstead.227 Depuis, de nombreux protocoles ont 

été développés à l’instar des porphyrines, permettant d’obtenir des phtalocyanines symétriques ou 

asymétriques. Une majorité de ces stratégies repose sur la condensation de petites molécules, tel 

que des benzènes substitués en position ortho, des phthalonitriles, des phtalimides, des anhydrides 

ou acides phtaliques. Ces condensations nécessitent souvent la présence d’un métal afin d’assurer de 

meilleur rendement (Figure 75).228 

 

Figure 75. Exemples de réactifs permettant de former une métallophtalocyanine. 

Malgré leur origine synthétique et leurs problèmes de solubilité, les phtalocyanines sont très 

présentes dans la recherche en PDT, car leurs propriétés photophysiques sont particulièrement 

intéressantes. En effet, les bandes d’absorption les plus fortes de ces PS se situent vers 650-700 nm 

et donc plus proches de la fenêtre thérapeutique que les porphyrines par exemple (Figure 76). 

 

Figure 76. Spectre d'absorbance de la protoporphyrine IX dans le chloroforme (violet) et de la phtalocyanine 

dans le chloronaphtalène (bleu), d’après PhotochemCad. 
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Malgré ces propriétés photophysiques favorisant théoriquement les applications thérapeutiques, les 

problèmes de solubilité des phtalocyanines rendent les expérimentations difficiles. Ainsi de 

nombreux travaux ont pour objectif de coupler les phtalocyanines à des groupes hydrophiles par 

exemple.229–231 

Les synthèses de PS tétrapyrroliques sont apparues ces dernières années afin de pouvoir obtenir de 

nouvelles molécules actives répondant au problème de sélectivité récurant avec les premiers 

produits d’origine naturelle. 

 Les générations de photosensibilisateurs tétrapyrroliques III.3.

Hausmann fut indéniablement le premier à intégrer les photosensibilisateurs de type 

porphyrinique en PDT avec ses travaux sur l’hématoporphyrine en 1911. La cytotoxicité de ce PS fut 

ensuite confirmée par Meyer-Betz en 1913, notamment au cours d’expérimentations qu’il exerça sur 

son propre corps.232,233 Les découvertes sur la cytotoxicité de l’hématoporphyrine, après exposition à 

la lumière, offrirent une nouvelle opportunité aux chercheurs dans le combat contre le cancer. En 

effet, des 1924, Policard observa une fluorescence rouge chez certaines tumeurs, qu’il supposa être 

une accumulation de porphyrine.232 Cette théorie fut confirmée par la suite par Auler et Banzer.234 

Ainsi débuta les recherches basées sur l’hématoporphyrine afin de réduire les zones tumorales. De 

nombreux dérivés de ce PS furent obtenus, dont le Photofrin® qui est le premier photosensibilisateur 

introduit sur le marché en 1993 contre les tumeurs de la vessie.181,235 Même si le Photofrin® est 

toujours le PS le plus utilisé, il engendre certains problèmes.  En plus de propriétés photophysiques 

contraignantes, cette molécule est très lentement éliminée par l’organisme du patient ce qui 

provoque une photosensibilité de ce dernier. Des précautions doivent être suivies plusieurs semaines 

après le traitement sous peine de brûlures. De plus, ce PS n’est pas sélectif des cellules tumorales.236 

L’hématoporphyrine et ses dérivés sont considérés comme les PS de première génération en PDT. 

Les inconvénients du Photofrin® ont initié les études de nouveaux PS tétrapyrroliques appartenant à 

une deuxième génération. Au sein de cette catégorie, quelques molécules ont été autorisées 

cliniquement en PDT, notamment le Foscan®, la Visudyne®, le Tookad® et l’ALA. 

Le Photofrin® a aussi montré des résultats intéressants contre les bactéries. Des expérimentations 

ont permis de décrire l’effet cytotoxique de ce PS sur les MRSA.237 Comme dans le cadre des 

applications anticancéreuses, ces résultats prometteurs entraînèrent le développement de nouveaux 

PS à des fins antibactériennes. 

 

Figure 77. Deux molécules autorisées en PDT : Le Photofrin® et l'acide 5-aminolévulinique (ALA). 
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 Optimisation de l’aPDT III.3.1.

 

L’adaptation de la PDT en tant que traitement anti-infectieux est apparue au cours des 

années 1990.21 Rapidement les expérimentations montrèrent une différence d’efficacité entre les 

bactéries Gram positif, très sensibles à l’effet de l’aPDT, et les bactéries Gram négatif, généralement 

assez résistantes.10,11 Ce contraste provient de la différence de structure des deux types de parois 

bactériennes (Chapitre 1.I.3, page 9). Les bactéries Gram positif, du fait de l’absence de la deuxième 

membrane plasmique, ne peuvent pas empêcher les PS d’atteindre le cytoplasme. D’un autre côté, 

les bactéries Gram négatif sont protégées de ces intrusions grâce à la présence de la deuxième 

membrane plasmique. Cette imperméabilité repose également sur les interactions ioniques : comme 

décrit précédemment, la paroi bactérienne Gram négatif a une charge anionique très forte, 

notamment à cause des LPS. Ainsi les PS anioniques et parfois neutres ont montré des efficacités 

extrêmement réduites du fait de la répulsion anionique. Etant donné le processus d’inactivation, 

basé sur la production des ROS et leur faible durée de vie, l’affinité du PS pour sa cible est essentielle.  

A partir de ces observations, plusieurs stratégies ont émergé238 (Figure 78) : 

 L’utilisation de photosensibilisateurs cationiques permet de favoriser une interaction entre le 

PS et la bactérie chargée négativement.12 

 Un PS associé à un agent de ciblage, tel qu’un peptide ou polymère cationique239–241, permet de 

guider la molécule active jusqu’à la bactérie. Il s’agit ici du principe de vectorisation. 

 La paroi bactérienne peut être affaiblie par un agent, ce qui permettra l’intégration du PS dans 

le cytoplasme. Les agents les plus connus sont l’acide éthylène diamine tétraacétique242 (EDTA) 

et un nonapeptide dérivé de la Polymyxin B. 21 

En plus de fortement augmenter l’efficacité de l’aPDT, les deux premières stratégies permettaient 

aussi une vectorisation des produits actifs vers les bactéries, ce qui pourrait aussi préserver les 

cellules humaines. En effet, à cause de la présence de stérols au sein de leur membrane, ces 

dernières sont considérées comme neutres et ont moins d’affinité pour les composés chargés. 

 

Figure 78. Les stratégies d'optimisation de l’aPDT. 
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 Les composés photobactéricides III.3.2.

 A base de porphyrines 

Afin d’obtenir des porphyrines cationiques, des groupements pyridyls peuvent être fixés en position 

méso du macrocycle. Ce groupe présente une amine tertiaire ayant un pKa à environ 5,23 et 

l’alkylation de cette dernière permet d’obtenir une charge cationique permanente, offrant une 

meilleure solubilité en milieu aqueux. De nombreuses études antibactériennes furent développées à 

partir de cette catégorie de porphyrines présentant des groupes pyridiniums. L’une d’entre elle 

s’intéressa à la relation entre l’efficacité de la molécule et le nombre de ces groupements.14 Bien que 

la 5,10,15,20-tétra(N-méthylpyridyl)-21H,23H-porphyrine (Figure 79-TMPyP) ait montré d’excellents 

résultats dont certains contre des biofilms bactériens243, cette étude exposa une meilleur efficacité 

de la part d’une porphyrine asymétrique comportant trois groupements pyridiniums et un 

pentofluorophényl (Figure 79-TriPydMeFPP). Les porphyrines comportant ce genre de groupements 

sont donc devenues incontournables en aPDT et font régulièrement office de référence en terme 

d’efficacité. Cependant, d’autres types de PS sont apparus, comme une porphyrine bi-cationique 

(Figure 79-XF70) qui a montré une efficacité à large spectre (notamment contre MRSA et E.coli) 

même en absence de lumière.244,245 En effet, la stratégie utilisant des porphyrines présentant des 

fonctions ammoniums ou des groupements pyridiniums, est en total adéquation avec l’utilisation des 

sels d’ammoniums en tant qu’agent antibactérien présent dans de nombreux détergents. En effet, de 

nombreuses souches (surtout Gram positif) se sont montrées vulnérables aux ammoniums 

quaternaires, grâce à leur capacité à fragiliser la paroi bactérienne (pouvant entrainer jusqu’à la lyse 

de cette dernière).246 Les porphyrines pyridiniums réunissent l’effet de l’aPDT et l’effet de ces sels, 

responsable d’une efficacité modérée à l’obscurité. Malheureusement, les molécules présentées ci-

dessus ne sont pas encore au stade d’essais cliniques.  

Figure 79. Exemples de porphyrines cationiques, de gauche à droite : TMPyP, TriPydMeFPP, XF70. 

En effet, bien que cette catégorie de PS ait permis d’établir des records d’efficacité en aPDT, leur 

vectorisation et leur interaction avec les bactéries restent encore insuffisantes, ce qui peut entraîner 

des effets secondaires sur les cellules eucaryotes et une perte d’efficacité dûe à d’éventuels 

relargages. Conformément à la deuxième stratégie d’optimisation de l’aPDT, Reddi et coll. ont 

combiné des porphyrines cationiques à des peptides antimicrobiens (Apidaecine 1b, Magainine, 

Buforine) afin de pallier à ce manque d’interaction. Malheureusement, ils montrèrent que la 

combinaison de porphyrines cationiques avec les peptides entraînèrent une perte d’efficacité sans 

améliorer l’interaction. Cependant, ils obtinrent de bons résultats avec des couplages à base des 
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porphyrines neutres, qui exposèrent une interaction forte pour les bactéries Gram négatif malgré 

une efficacité généralement en dessous des porphyrines cationiques et une interaction augmentée 

pour des cellules de l’épiderme humain (fibroblastes).247–249 

 

 Les autres PS tétrapyrroliques antimicrobiens 

Dans le but de se rapprocher de la fenêtre thérapeutique dans le cadre d’infections plus 

profondes, des chlorines et des bactériochlorines ont aussi été développées. Le Foscan® (Figure 80-

Foscan), un PS de deuxième génération en PDT, a été étudié dans des travaux antibactériens. A cause 

de son insolubilité en milieu aqueux, ce dernier est utilisé sous forme encapsulé au sein de 

liposomes.250 Ce PS a obtenu de bons résultats contre Enterococcus faecalis, mais de biens meilleurs 

ont été retenus lorsque le liposome a été couplé à des agents de vectorisation tel que des groupes 

cationiques250, des lectines spécifiques251 ou encore un peptide antimicrobien.121 Confirmant de 

nouveau l’intérêt de la vectorisation, des dérivés de chlorine-e6 (Figure 80-c6) ont montré de très 

bons résultats.239,252,253 Ce PS couplé à des agents tel qu’une polyéthylèneimine (PEI), une polylysine 

ou un anticorps ont permis d’inactiver des nombreuses souches dont S.aureus, A.baumannii et 

P.aeruginosa. Ces résultats prometteurs et l’origine naturelle de ces PS ont permis à ces molécules 

d’être appliqués in vivo. La confirmation de son efficacité par des essais sur souris et sur chiens ont 

récemment fait passer la chlorine-e6 à l’étape clinique.254,255 L’utilisation de lumière infrarouge afin 

de désinfecter les plaies est assez controversée car l’inactivation bactérienne doit essentiellement se 

dérouler en surface de zones infectées et donc la nécessité d’irradier en profondeur en aPDT n’est 

pas indispensable. C’est l’une des raisons pour laquelle il n’existe que très peu de travaux utilisant les 

bactériochlorines (en plus d’être facilement oxydables). Cependant on retrouve quelques études 

basées sur le même principe que les porphyrines cationiques, avec des bactériochlorines efficaces 

présentant des fonctions ammoniums ou des groupements pyridiniums.256,257 (Figure 80-THPTS) 

 

Figure 80. Quelques chlorines et bactériochlorines antibactériennes, de gauche à droite : Foscan®, dérivés de 

chlorine-e6 (ce6), THPTS. 

Une phtalocyanine cationique (Figure 81-Zn-PPC) a montré de bons résultats sur E.coli, notamment 

grâce à sa capacité à remplacer les cations Mg2+ et Ca2+ stabilisant la membrane externe.12 

Cependant son efficacité fut surpassée par une autre phtalocyanine cationique (Figure 81-RLP068), 

qui a depuis confirmé son utilité lors d’essais in vivo sur des souris infectés par MRSA.258–260  
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Figure 81. Exemples de phtalocyanines cationiques : Zn-PPC et RLP068. 

Le tableau récapitulatif ci-dessous permet de comparer de manière non-exhaustive les résultats des 

PS antibactériens cités dans ce chapitre. 

Tableau 1. Récapitulatif non-exhaustif des PS pour l'aPDT. 

Molécule          
 (Figure et Page) 

Famille Type de Lumière 
Activité à 

large 
spectre 

Essais validés 
(Phases) 

Efficacité élevée 

TMPyP (Figure 79 - 64) Porphyrine Rouge ou bleue Oui In vitro 

TriPydMeFPP (Figure 79 - 64) Porphyrine Rouge ou bleue Oui In vitro 

XF70 (Figure 79 - 64) Porphyrine Rouge ou bleue Oui Ex vivo 

C6-polylysine (Figure 80 - 65) Chlorine Rouge Oui In vivo 

C6 (Figure 80 - 65) Chlorine Rouge Oui Cliniques 

Zn-PPC (Figure 81 - 66) Phtalocyanine Rouge Oui In vitro 

RLP068 (Figure 81 - 66) Phtalocyanine Rouge Oui In vivo 

Efficacité moyenne 

PPIX via ALA (Figure 57 - 50) Porphyrine Rouge ou bleue Non Cliniques 

Photofrin® (Figure 77 - 62) Porphyrine Rouge ou bleue Non Cliniques 

Foscan® (Figure 80 - 65) Chlorine Rouge Non Cliniques 

THPTS (Figure 80 - 65) Bactériochlorine Infrarouge Non In vitro 

MB (Figure 46- 44) Phenothiazinium Rouge Oui Cliniques 

TBO (Figure 35 - 37) Phenothiazinium Rouge Oui Cliniques 

Méladinine® (Figure 42 - 43) Psoralène Ultraviolet A Oui Cliniques 

cBODIPY (Figure 50 - 45) BODIPY  Verte Oui In vitro 

Efficacité réduite 

Curcumine (Figure 43 - 43) Curcuminoïde Bleue Non Cliniques 

Riboflavine (Figure 44 - 43) Flavine Bleue Incertain Cliniques 

Hypéricine (Figure 41 - 42) Pérylènequinone Jaune Non In vitro 

ICG (Figure 49 - 45) Indocyanine Infrarouge Non Cliniques 

Erythrosine (Figure 47 - 44) Xanthène Verte Non Cliniques 
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 IV. Objectifs du travail 

Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont pour objectif de combiner la thérapie 

photodynamique antimicrobienne avec la prophylaxie antibiotique. 

Alors que la polymyxine est utilisée comme un antibiotique de derniers recours, ce peptide a 

montré la capacité d’interagir fortement avec le lipide A des LPS et de perméabiliser les membranes 

bactériennes. D’un autre côté, après plusieurs années de recherche en aPDT, l’élaboration de 

nouveaux photosensibilisateurs à base de porphyrines a permis d’obtenir un effet photobactéricide 

sur des nombreuses souches, et tout particulièrement sur les bactéries Gram positif. 

Malheureusement, ces PS ne montrent pas de forte interaction pour les bactéries Gram négatif, 

malgré une efficacité reconnue de la part des dérivés cationiques. Dans le chapitre 2, nous avons mis 

en avant l’une des stratégies d’optimisation de l’aPDT, basée sur l’utilisation d’agent vecteur associé 

aux PS. Ainsi, certaines études utilisent des peptides antimicrobiens afin d’améliorer la capacité de 

ciblage des PS neutres.247–249,261 

L’association directe de PS et de la polymyxine pourrait permettre d’obtenir un composé 

photobactéricide d’une grande efficacité et ayant une affinité pour les bactéries, préservant ainsi les 

cellules eucaryotes après irradiation. De plus, l’efficacité d’un tel composé pourrait offrir un large 

spectre d’activité puisque l’aPDT a déjà montré son efficacité sur les bactéries Gram positif, et que le 

couplage avec la polymyxine permettrait une meilleure activité et une meilleure vectorisation vers 

les bactéries Gram négatif, conformément aux travaux de Nitzan.21 Plusieurs travaux ont été réalisés 

autour de l’idée de cette association et sont présentés dans les chapitres suivants :  

 Une étude sur de nouvelles porphyrines cationiques a tout d’abord été réalisée (Chapitre 3, 

page 69). Dans cette partie, de nouveaux PS cationiques ont été synthétisés, caractérisés et 

testés afin d’offrir de nouvelles données permettant d’accompagner les études ultérieures 

dans le choix de la porphyrine cationique et du type de fonction en cas de couplage avec 

d’autres composés. 

 

Figure 82. Schématisation de la première étude. 
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 Ensuite, de nouvelles molécules associant une porphyrine cationique et des dérivés de 

polymyxine ont été étudiées (Chapitre 4, page 102). Dans un premier temps, un nouveau 

composé basé sur une polymyxine active et proche de la structure d’origine a été élaboré afin 

d’assurer une interaction forte avec la paroi des bactéries Gram négatif. Puis, une étude 

additionnelle utilisant un dérivé de polymyxine à base de lysine a été réalisée afin de modifier 

l’activité du précédent composé. 

 

Figure 83. Structures chimiques des différents couplages. 

 

 Enfin, la dernière partie traitera de l’élaboration d’un nouveau matériel photobactéricide 

(Chapitre 5, page 152). Des nanocristaux de cellulose ont été partiellement recouverts de PS 

d’origine naturelle (chlorine-e6) et de polymyxine B commerciale. Ces nanoparticules ont 

montré de bons résultats ce qui pourrait permettre leur intégration au sein de formulations. 

 

Figure 84. Structure des nanocristaux finales CNCsc6-PMB (3). 
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Chapitre 3 : Caractérisation de porphyrines 
cationiques pour des applications photobactéricides 

Dans cette partie, nous proposons une étude comparant la synthèse, la réactivité, les 

propriétés photophysiques et l’activité photobactéricide de différentes porphyrines cationiques.  
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 I. Principe 

En plus d’une bonne solubilité en milieu aqueux, les photosensibilisateurs cationiques sont 

généralement considérés comme des références en terme d’efficacité en aPDT. Il en est donc de 

même pour les porphyrines cationiques qui sont décrites dans de nombreux travaux. Comme ces PS 

ont suscité un intérêt sous leur forme symétrique (ou A4), des chercheurs ont proposé d’utiliser des 

porphyrines cationiques portant une fonction particulière (A3B), afin de permettre d’associer ces 

dernières à un vecteur ou un matériau. Cependant, il existe très peu de données sur les 

conséquences qu’engendre la modification structurale sur les propriétés photophysiques de ces PS. 

De plus, alors que ces PS sont généralement constitués de groupe N-méthylpyridyl (ou pyridinium) en 

position meso, il existe peu d’études qui traitent de porphyrines portant des groupements N-

méthylimidazol (ou imidazolium) en aPDT. Etant donné que la littérature associe l’efficacité des PS à 

leur charge cationique, de telles porphyrines pourraient montrer un intérêt pour la photoinactivation 

de bactérie.  

Dans cette étude, nous nous proposons d’étudier de nouvelles familles de porphyrines 

cationiques de type phénylimidazol (3), phénylimdazolium (4), méthylimidazole (5) ou 

méthylimidazolium (6) (Figure 85). Les capacités photobactéricides de chaque famille ont été 

comparées afin de soutenir l’utilisation des porphyrines pyridinium ou peut-être afin de mettre en 

avant une nouvelle famille de porphyrine. Une étude photophysique a été intégrée, comparant les 

porphyrines A4 à différentes porphyrines A3B1 (ou A2B2) selon 3 types de groupements 

fonctionnalisés (« carboxylic acid», « oxyethanoic acid » et « amine »). L’objectif de ce travail était 

d’offrir de nouvelles données permettant d’accompagner les études ultérieures dans le choix de la 

porphyrine cationique et du type de fonction en cas de couplage. 

 

Figure 85. Les différentes porphyrines cationiques étudiées. 
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 II. Publication  
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 III. Informations supplémentaires 

 Analyse 1H RMN de 1a III.1.

 

Figure 86 (S1). 1H NMR analysis of 1a. 
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 Analyse 1H RMN de 1b III.2.

 

Figure 87 (S2). 1H NMR analysis of 1b. 
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 Analyse 1H RMN de 1d III.3.

 

Figure 88 (S3). 1H NMR analysis of 1d. 
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 Analyse 1H RMN de 2a III.4.

 

Figure 89 (S4). 1H NMR analysis of 2a. 
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 Analyse 1H RMN de 2b III.5.

 

Figure 90 (S5). 1H NMR analysis of 2b. 
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 Analyse 1H RMN de 2d III.6.

 

Figure 91 (S6). 1H NMR analysis of 2d. 
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 Analyse 1H RMN de 3a III.7.

 

Figure 92 (S7). 1H NMR analysis of 3a. 
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 Analyse 1H RMN de 3b III.8.

 

Figure 93 (S8). 1H NMR analysis of 3b. 
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 Analyse 1H RMN de 3c III.9.

 

Figure 94 (S9). 1H NMR analysis of 3c. 
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 Analyse 1H RMN de 4a III.10.

 

Figure 95 (S10). 1H NMR analysis of 4a. 
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 Analyse 1H RMN de 4b III.11.

 

Figure 96 (S11). 1H NMR analysis of 4b. 
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 Analyse 1H RMN de 4c III.12.

 

Figure 97 (S12). 1H NMR analysis of 4c. 
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 Analyse 1H RMN de 5a III.13.

 

Figure 98 (S13). 1H NMR analysis of 5a. 
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 Analyse 1H RMN de 5b III.14.

 

Figure 99 (S14). 1H NMR analysis of 5b. 
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 Analyse 1H RMN de 5e III.15.

 

Figure 100 (S15). 1H NMR analysis of 5e. 
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 Analyse 1H RMN de 6a III.16.

 

Figure 101 (S16). 1H NMR analysis of 6a. 
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 Analyse 1H RMN de 6b III.17.

 

Figure 102 (S17). 1H NMR analysis of 6b. 
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 Analyse 1H RMN de 6e III.18.

 

Figure 103 (S18). 1H NMR analysis of 6e. 
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 IV. Résumé et conclusion 

Toutes les porphyrines ont pu être synthétisées selon le protocole de Little et d’Alder-Longo 

(Chapitre 2.III.2.4, page 52). L’utilisation de benzaldéhydes fonctionnalisés, mais protégés, a permis 

d’obtenir un protocole unique et efficace pour toutes les porphyrines. De plus, la déprotection des 

différentes fonctions offre de très bon rendements (>90%). Les rendements varient selon la famille 

de la porphyrine et le type de fonction sur le benzaldéhyde. Alors que les porphyrines pyridyl et 

méthylimidazole offrent des rendements identiques et cohérents avec la littérature, les porphyrines 

phénylimidazole montrent des rendements bien plus élevés (jusqu’à trois fois supérieur). Les 

benzaldéhydes « carboxylic acid » et « oxyethanoic acid » présentent des rendements similaires alors 

que l’utilisation du 4-acétamidobenzaldéhyde a un effet négatif sur la synthèse. Après 

caractérisation, la réactivité des acides carboxyliques a été testée. Il est apparu que la porphyrine 2b 

(pyridinium portant un groupe « carboxylic acid ») a une très mauvaise réactivité contrairement aux 

autres composés. 

L’étude photophysique a permis de mettre en avant différents comportements selon la famille de 

porphyrine. Les porphyrines pyridyl 1 et pyridinium 2 sont sujets à un phénomène de transfert 

d’électron lorsqu’un groupe « amine » est présent dans la structure, ce qui entraîne une extinction 

des émissions. De leur côté, les porphyrines phénylimidazole 3 et phénylimidazolium 4 ont des 

propriétés assez proches des porphyrines à base de phényl, même si l’augmentation de la polarité du 

solvant entraîne un phénomène de transfert de charge chez la porphyrine portant un groupe 

« carboxylic acid » 4b. Enfin, les porphyrines méthylimidazole 5 et méthylimidazolium 6 ont montré 

que les groupements cationiques situés en position meso n’ont pas de forte influence sur les 

propriétés photophysiques, probablement du fait de l’encombrement stérique. Finalement, toutes 

les porphyrines cationiques ont des rendements assez élevés en milieux aqueux, et la présence d’un 

groupe « carboxylic acid » semble augmenter très légèrement ces rendements, notamment chez les 

porphyrines méthylimidazolium 6.  

Les essais biologiques sur différentes souches bactériennes ont montré des résultats divergents. 

Alors que la porphyrine pyridinium 2a reste un bon standard en aPDT, la porphyrine 

méthylimidazolium 6e a montré des CMB plus élevées, probablement à cause d’une production de 

ROS moins élevée. En revanche, la porphyrine phénylimidazolium 4a montre d’excellents résultats 

contre S. aureus et surtout contre E. coli (7 fois plus efficace que 2a). Cette étude a permis de mettre 

en avant de nouvelles familles de porphyrines cationiques. En effet, alors que les porphyrines 

pyridinium 2 sont soumises à des transferts d’électrons ou de mauvaises réactivités, les autres 

familles sont moins sujettes à ces effets. De plus, la famille phénylimidazolium 4a offre une efficacité 

très importante contre E. coli. 
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Chapitre 4 : Optimisation de la thérapie 
photodynamique antimicrobienne par couplage avec 

des dérivés de polymyxine B 

Dans ce chapitre, nous avons étudié des composés associant une porphyrine cationique et 

deux différents dérivés de polymyxine B dans le but d’optimiser le ciblage de la thérapie 

photodynamique antimicrobienne. La synthèse, les propriétés photophysiques et la capacité 

antibactérienne de chaque association ont été examinées.  
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 I. Activité et sélectivité accrue d’une porphyrine cationique après couplage 

avec la polymyxine B 

 Principe I.1.

En s’inspirant des travaux de l’équipe du professeur Reddi248, nous souhaitions relier 

chimiquement une porphyrine cationique avec un dérivé de polymyxine B. L’objectif était d’associer 

l’efficacité de la porphyrine cationique et la capacité de la polymyxine B à s’associer spécifiquement 

avec le lipide A des bactéries Gram négatif et à fragiliser leur membrane externe. 

En étudiant les différentes « sondes polymyxine » existantes, nous avons choisi de travailler dans un 

premier temps avec un dérivé actif du peptide. En effet, même si de nombreux travaux montrent que 

le couplage de la polymyxine avec un fluorochrome permet d’obtenir une sonde visant 

spécifiquement les bactéries Gram négatif, la modification structurale du peptide engendre souvent 

une incertitude sur la cible véridique.262,263 Ainsi, dans cette étude, un peptide présentant une bonne 

activité antimicrobienne a été utilisé, car cette efficacité témoigne de l’interaction entre le peptide et 

le lipide A. 

La 5-(4-aminophényl)-10,15,20-tri(4-N-méthylpyridyl)-21H,23H-porphyrine fut choisie en tant que 

porphyrine cationique déjà référencée de la littérature. Afin d’obtenir une réaction chimiospécifique 

entre le PS et le peptide, une réaction de Michael entre un soufre et une fonction maleimide 

(« click » thiol-maleimide) fut choisie, étant donné le nombre important d’amines primaires déjà 

présentes dans la structure de la polymyxine. Ainsi, conformément à la relation « Structure-activité » 

de la polymyxine, le premier acide aminé a été remplacé par une cystéine et un bras maléimide a été 

combiné à la porphyrine. Le mélange des deux parties distinctes dans une solution adéquate a 

permis d’obtenir le composé finale 5 (« P+-PMB »). Ensuite, ce dernier a été analysé et mis au contact 

de bactéries. 

 

Figure 104. Structure chimique du composé final 5 (« P+-PMB »). 
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 Publication  I.2.
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 Informations supplémentaires I.3.

 Synthèse du peptide 1 I.3.1.

 

Figure 105 (S1). Synthetic route of 1. 
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 Analyses 1H RMN et MS du peptide 1 I.3.2.

 

 

Figure 106 (S2). MS and 
1
H NMR analysis of 1. 
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 Analyses 1H RMN et MS de la porphyrine 2 I.3.3.

 

Figure 107 (S3). MS and 1H NMR analysis of 2. 
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 Analyses 1H RMN et MS de la porphyrine 3 I.3.4.

 

 

Figure 108 (S4). MS and 
1
H NMR analysis of 3. 
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 Analyses 1H RMN et MS du composé 4 I.3.5.

 

 

Figure 109 (S5). MS and 
1
H NMR analysis of 4. 
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 Analyse HRMS de composé conjugué 5 I.3.6.

 

Figure 110 (S6). HRMS analysis of 5. 
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 Analyse 1H RMN de composé conjugué 5 I.3.7.

 

 

Figure 111 (S7). 1H NMR analysis of 5. 
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 Analyse 1H COSY RMN de composé conjugué 5 I.3.8.

 

Figure 112 (S8). 1H COSY NMR analysis of 5. 
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 Analyse 1H TOCSY RMN de composé conjugué 5 I.3.9.

 

Figure 113 (S9). 1H TOCSY NMR analysis of 5. 
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 Spectres d’absorbance des composés 2 à 5 dans le méthanol I.3.10.
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Figure 114 (S10). Absorbance spectra of 2-5 in MeOH ([2] = 4.03 μM, [3] = 3.89 μM, [4] = 3.67 μM, [5] = 4.30 

μM). 
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 Etude du photoblanchiment I.3.11.
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Figure 115 (S11). Absorbance spectra of 3, TMPyP and 5 (25 μM) in tryptic soy broth (A) and in PBS 1X (B), 

before and after irradiation (348 J/cm², white LED). 
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 Microscopie confocal de NDHF seuls incubés dans différentes conditions. I.3.12.

 

Figure 116 (S12).Confocal laser scanning microscopy imaging of NHDF in different conditions: untreated, after 

incubation with 3 or 5. Cells were suspended in a solution of 3 or 5 (1 μM) for 30 min at 37 °C, then washed 3 

times with PBS. 
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 Microscopie confocale supplémentaire de NDHF et de bactéries incubées au I.3.13.

contact de 5 

  

Figure 117 (S13). Additional confocal laser scanning microscopy imaging of NHDF and bacteria (P. aeruginosa 

and S. aureus) after incubation with 5. Cells were suspended in a solution of 5 (1 μM) for 30 min at 37 °C, then 

washed 3 times with PBS. 
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 Résumé et conclusion I.4.

Le couplage covalent  entre une porphyrine cationique et un dérivé de polymyxine B a bien 

été réalisée, grâce à un récent protocole de synthèse des polymyxines.264 Après confirmation de la 

structure par HRMS et RMN, l’étude photophysique a montré que la partie photosensible a conservé 

sa capacité à produire de l’oxygène singulet avec un très bon rendement quantique (79%). Les essais 

biologiques ont montré que le couplage final 5 est plus efficace que les porphyrines cationiques 

habituelles sur S. aureus, probablement à cause de la charge cationique élevée de ce conjugué. D’un 

autre côté, la partie peptidique a bien conservé un effet bactéricide sur les souches Gram négatif, 

comme attendu. Néanmoins, la modification structurale du peptide a largement réduit son activité, 

car les concentrations minimales bactéricides (CMB) sont supérieures à celles du peptide d’origine. 

Le couplage avec la partie photosensible ne semble pas induire d’effet négatif sur l’activité du 

peptide. Les résultats des essais sous irradiation lumineuse ont montré des résultats très 

intéressants, car les CMB du composé diminuent considérablement sous l’effet de la lumière. Ces 

résultats montrent bien qu’il existe un effet synergique entre les deux parties du composé 

permettant d’atteindre une efficacité antibactérienne remarquable. 

 

Figure 118. Images en microscopie confocale de mélanges de bactéries (S. aureus à gauche et P. aeruginosa) et 

de fibroblastes, après le contact avec le composé 5 (40X). 

Des analyses en cytométrie en flux et en microcopie confocale ont permis de visualiser l’interaction 

entre le composé 5 et les différentes souches bactériennes. Alors que l’interaction entre les PS 

cationiques et les bactéries semblent faible, le produit 5 a montré une forte affinité pour toutes les 

souches utilisées. De plus, la diminution des CMB sous irradiation lumineuse pourrait aussi résulter 

d’une fragilisation de la membrane externe permettant donc une meilleure efficacité des ROS. 

Étonnement, le composé a aussi montré une forte affinité pour les bactéries Gram positif. 

Néanmoins, la diminution de la fluorescence suivant le nombre de lavages semble indiquer qu’il 

s’agit d’une interaction plus faible. Cette affinité permet de faciliter une proximité plus importante 

avec la paroi bactérienne, et donc une CMB plus faible que les porphyrines cationiques 

habituellement utilisées dans la littérature. De plus, le peptide permet d’apporter efficacement le PS 

à proximité des bactéries et de manière sélective. En effet, les analyses en microscopie confocale de 

bactéries incubées en présence de fibroblastes montrent un marquage intense des bactéries, alors 

que les fibroblastes ne présentent aucune fluorescence. Etant donné l’importance de la proximité du 

PS avec sa cible en PDT, de tels résultats indiquent que l’utilisation d’un tel composé pourrait 
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permettre la photoinactivation de toutes les bactéries et de faibles effets secondaires sur les cellules 

humaines. 

 

Figure 119. Schématisation des interactions entre le composé final 5 et les deux catégories de membrane 

bactérienne. 
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 II. Le dérivé de polymyxine à base de lysine : un vecteur prometteur pour l’aPDT 

 Principe II.1.

En plus d’une sélectivité prometteuse, le composé 5 a présenté une efficacité 

antibactérienne plus importante, au-delà des porphyrines cationiques, déjà réputées pour leur effet 

photobactéricide. L’optimisation de l’aPDT sur les souches Gram négatif était assurée par l’utilisation 

d’un dérivé de polymyxine active, afin de conserver l’affinité initiale de ce peptide pour le lipide A. 

Même si de tel composé, associant l’effet aPDT et antibiotique, pourrait faciliter l’intégration de 

nouveaux traitements dans l’esprit commun, l’activité du peptide pourrait toujours entraîner le 

développement d’une résistance. Même si de telle souche résistante pourrait être photoinhibée par 

la partie photosensible, nous souhaitions étudier un nouveau composé, qui pourrait présenter des 

avantages similaires mais sans activité biologique induite par le peptide antimicrobien. 

Afin de réduire l’activité des polymyxines, plusieurs stratégies peuvent être envisagées, comme la 

suppression de la chaîne alcane ou la modification de la structure primaire. Dans cette étude, nous 

avons choisi de remplacer les acides aminés externes L-Dab par des L-lysines. L’impact des lysines a 

uniquement été étudié avec des nanopeptides.265 Liao et al. ont montré qu’un dérivé de polymyxine 

à base de lysine pourrait avoir une structure 3D assez proche du peptide originel.266 Ainsi, en 

reprenant les protocoles et les différentes étapes de l’étude précédente, une nouveau composé 

conjugué 5Lys (« P+-PMBLys ») a été évalué dans cette partie. 

 

Figure 120. Structure chimique du nouveau composé 5Lys (« P+-PMBLys ») 



 

Chapitre 4 : Optimisation de la thérapie photodynamique antimicrobienne par couplage avec des dérivés de polymyxine B  

134 

 

 Publication II.2.
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 Informations supplémentaires II.3.

 Synthèse de 5Lys II.3.1.

 

Figure 121 (S1). Synthetic route of 5Lys based on the previous work (Le Guern et al., 2017). a) Propionic acid, 3 

h, 140 °C. b) Iodométhane, anhydrous DMF, 1 h, 140 °C. c) 25% TFA/H2O, 5 h, 100 °C. d) 6-maleimidohexanoic 

acid, HCTU, DIEA, anhydrous DMF, 24 h, RT. e) PBS pH 6.5, 24 h, RT. 
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 Analyses 1H RMN et MS du peptide 1Lys II.3.2.

 

 

 

Figure 122 (S2). MS and 1H NMR analysis of 1Lys (in DMSO-d6). 
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 Analyse HRMS de composé conjugué 5Lys II.3.3.

 

Figure 123 (S3). HRMS analysis of 5Lys. 
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 Analyse 1H RMN de composé conjugué 5Lys II.3.4.

 

Figure 124 (S4). 1H NMR analysis of 5Lys (in DMSO-d6). 
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 Analyse 1H COSY RMN de composé conjugué 5Lys II.3.1.

 

Figure 125 (S5). 1H COSY NMR analysis of 5Lys (in DMSO-d6). 
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 Analyse 1H TOCSY RMN de composé conjugué 5Lys II.3.2.

 

Figure 126 (S6). 1H TOCSY NMR analysis of 5Lys (in DMSO-d6). 
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 Spectres d’absorbance des composés 5Lys et 5 dans le méthanol II.3.3.
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  Figure 127 (S7). Absorbance spectra of 5Lys and 5 in MeOH (4.3 μM) 
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 Proprietés photophysiques II.3.4.
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Figure 128 (S8). Absorption (A) ([TMPyP] = 13.8 μM, [5] = 16 μM, [5Lys] = 16 μM), fluorescence (B), and 

phosphorescence (C) spectra of TMPyP, 5 and 5Lys in D2O (λexc = 425 nm, A425 ~ 0.2). 

Table S1. Fluorescence and phosphorescence properties of conjugate TMPyP, 5 and 5Lys in D2O. aTPP as standard 

(ΦF(toluene) = 0.11) (Redmond and Gamlim, 1999), bTMPyP as standard (ΦΔ(D2O) = 0.90) (Redmond and Gamlim, 

1999), cLiterature value ~ 67 µs in D2O (Ogilby and Foot, 1983, Wilkinson et al., 1995).(λexc = 425 nm). 

compd 
λF max 

(nm) 
φF

a φΔ τF(ns) τΔ(µs)c 

TMPyP 708 0.06 0.90b 6.1 69 

5 717 0.07 0.79 5.2 65 

5Lys 717 0.07 0.80 6.2 75 
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 Microscopie confocal de NDHF seuls incubés avec 5Lys II.3.5.

 

 

Figure 129 (S9). Confocal laser scanning microscopy imaging of NHDF after incubation with 5Lys. Cells were 

suspended in a solution of 5Lys (1 μM) for 30 min at 37 °C, then washed 3 times with PBS. 

 Cytotoxicité de 5Lys II.3.6.

IC50 (uM) 
NHDF 

Light Dark 

1Lys - - 

5 0.156 - 

5Lys 0.156 - 

Table S2. IC50 (uM) of the different molecules after light irradiation (white LED, 35 J/cm²) and in the dark. MTT 

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) assay protocol was performed to determinate 

these concentrations. 
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 Microscopie confocale supplémentaire de NDHF et de bactéries incubées au II.3.7.

contact de 5Lys 

 

 

 

Figure 130 (S10). Additional confocal laser scanning microscopy imaging of NHDF and bacteria (S. aureus and P. 

aeruginosa) after incubation with 5Lys. Cells were suspended in a solution of 5Lys (1 μM) for 30 min at 37 °C, 

then washed 3 times with PBS. 
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 Résumé et conclusion II.4.

En se basant sur les protocoles de l’étude précédente, le composé 5Lys a été synthétisé. Le 

remplacement des L-Dab par des lysines ne modifie pas les propriétés photophysiques du composé. 

Néanmoins, en accord avec la littérature, l’interaction entre le peptide et le lipide A des bactéries 

Gram négatif n’est plus assurée à cause de la conséquente modification de la structure primaire.  

Le composé conjugué a montré une efficacité accrue sur S. aureus sous irradiation lumineuse. Ce 

résultat était attendu, car nous avions émis l’hypothèse que cette efficacité était probablement dûe à 

la charge cationique du composé, identique à celle du composé 5. Conformément à nos attentes, le 

peptide 1Lys a montré une très faible efficacité contre les bactéries Gram négatif (50 μM pour E. coli, 

et aucune activité pour P. aeruginosa). D’après la littérature, la perte d’efficacité des polymyxines 

peut être attribuée soit à un manque d’interaction du peptide pour le lipide A ou soit à l’abandon de 

sa capacité à ouvrir la paroi bactérienne.  Néanmoins, le conjugué 5Lys a montré de très bons 

résultats sous irradiation lumineuse. Alors que le peptide seul ne présente aucune activité, la CMB du 

composé sur P. aeruginosa est plus faible que celle des porphyrines classiques.  Un résultat similaire 

fut également observé lors des essais sur E. coli, où la CMB du nouveau composé 5Lys est assez 

proche de celle du composé 5. Ainsi, malgré la très faible activité de la partie peptidique, un effet 

synergique fut de nouveau observé sous irradiation lumineuse. 

Les analyses en cytométrie en flux et en microscopie confocale ont été réalisées afin de mieux 

comprendre le rôle de la partie peptidique.  Contrairement au composé 5, le conjugué 5Lys semble 

avoir une interaction stable avec S. aureus, qui ne peut pas être uniquement dûe à la charge 

cationique. De précédentes études ont montré que certaines modifications dans la structure de la 

polymyxine (diminution de la charge ou augmentation de l’hydrophobie) pouvaient entraîner un 

effet bactéricide chez certaines souches Gram positif. Malheureusement dans notre cas, le peptide 

1Lys (de même que 5Lys à l’obscurité) n’a montré aucune efficacité sur S. aureus. Cette modification 

de structure semble permettre une interaction stable pour cette souche, sans forcément induire de 

mort bactérienne. D’autre part, cette étude a montré des résultats très prometteurs sur les souches 

Gram négatif. Malgré une interaction moins forte que 5, le composé 5Lys a encore la capacité 

d’interagir selectivement et de fragiliser la membrane de ces souches. Alors que la modification de 

structure a permis de fortement réduire l’activité antibactérienne du peptide (notamment sur P. 

aeruginosa), le composé 5Lys a de nouveau une forte affinité pour les bactéries Gram négatif. 

Malheureusement, la modification importante de structure rend l’interprétation des résultats 

difficile, car de nouveaux mécanismes inconnus peuvent maintenant être la cause de telles 

observations. 
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Figure 131. Images en microscopie confocale de mélanges de bactéries (S. aureus à gauche et P. aeruginosa à 

droite) et de fibroblastes, après contact avec le composé 5Lys (40X). 

Néanmoins, sur le plan de la thérapie photodynamique antimicrobienne, ce composé 5Lys a montré 

une efficacité accrue et une sélectivité prometteuse, avec une très faible activité antibiotique. Un tel 

composé offre une opportunité unique d’examiner les limites de la résistance à l’aPDT. En effet, alors 

qu’aucune résistance à l’aPDT n’a pour l’instant été observée, un potentiel établissement n’est pas 

inconcevable.267 De plus, une incertitude persiste à propos du développement d’une résistance face à 

un photosensibilisateur vectorisé tel que 5Lys, car l’effet bactéricide n’est pas induit par le vecteur 

mais par la production de ROS. Ainsi ce composé 5Lys devrait permettre obtenir une réponse, 

sachant que si l’établissement d’une résistance apparait être compliquée, ce genre de composé 

pourrait largement être utilisé pour traiter des infections bactériennes. 
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Chapitre 5 : Amélioration de l’activité 
photobactéricide de la chlorine-e6 fixée sur des 

nanocristaux de cellulose par greffage de la 
polymyxine B  

Dans ce chapitre, de nouveaux nanocristaux photobactéricides ont été mis au point et 

étudiés dans le but d’obtenir un support efficace à large spectre d’activité antimicrobienne, associant 

l’aPDT et la prophylaxie antibiotique. Nous proposons un résumé des différents matériaux 

antibactériens actuels pour mieux comprendre les enjeux de nouvelles surfaces efficaces. 
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 I. Etat de l’art sur les surfaces bactéricides 

Afin de prévenir les infections bactériennes, différentes surfaces ont été développées 

permettant de stériliser l’environnement des sujets susceptibles d’être la cible de contaminations 268. 

Ces contaminations, dont certaines sont à l’origine d’infections nosocomiales, coûtent des millions 

d’euros de prise en charge chaque année et entraînent également de nombreux décès.3 La création 

de telles surfaces antimicrobiennes résulte de la volonté de limiter la propagation des bactéries. De 

plus, l’élaboration de telles surfaces peut aussi permettre la transposition de certaines technicités 

pour de nouvelles applications médicales, telles que les nanoparticules incluses au sein de gel pour 

des traitements directs 269 ou d’implants préalablement activés pour stériliser les greffes 270.  Etant 

donné le contexte et la problématique de plus en plus présente, à cause de l’émergence des souches 

résistantes, une large variété de concepts et d’approches ont vu le jour ces dernières années pour 

permettre la création de ces nouvelles surfaces antimicrobiennes. A partir de cet ensemble de 

travaux, nous nous proposons d’extraire et de résumer les grandes stratégies. Malheureusement, la 

plupart des études énumérées n’offrent que des résultats précliniques et l’absence d’essais à grande 

échelle ne permet pas de les comparer et d’en favoriser une particulièrement. 

 Les surfaces non-adhésives I.1.

Ces surfaces ne sont pas bactéricides. Les matériaux 

antiadhésifs permettent d’empêcher l’adhésion des 

bactéries sur ces surfaces. Afin de développer ces 

matériaux, les chercheurs ont étudié les différents sites 

d’accroches bactériens et mis en avant l’existence d’une 

fixation passive commune (due aux interactions physico-

chimiques) à toutes les espèces, puis de structures 

d’accroches spécifiques selon les souches, telles que les 

adhésines bactériennes.271,272 Malheureusement, l’adhésion 

bactérienne a montré de nombreux facteurs d’influence 

comme la morphométrie et les propriétés physico-

chimiques de la surface, les paramètres environnementaux 

et évidemment la bactérie elle-même. Ces différents facteurs rendent difficiles l’élaboration d’une 

surface antiadhésive universelle. Parmi les paramètres environnementaux, la concentration en 

protéines au contact des surfaces joue un rôle essentiel car un film protéique peut se former sur les 

matériaux ce qui facilite les accroches bactériennes.273 Des résultats prometteurs ont été obtenus à 

partir de surface poly-anionique à base de revêtement polymérique à partir d’héparine274, 

polyéthylène glycol275, poly(oxychlorure de phosphore)276 ou encore de nitrure de silicium.277 En plus 

de ces modifications chimiques, l’étude de la morphométrie du verre a permis de mettre en avant 

différents comportements bactériens selon la porosité de ce dernier.278 Etant donné la complexité de 

la création d’une surface antiadhésive, les résultats sont encore limités. 

 Les matériaux intrinsèquement antibactériens I.2.

Figure 132. Schématisation d'une 

surface antiadhésive. 
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L’ensemble de ces matériaux ont la propriété 

d’être bactéricide, sans aucune modification ou 

revêtement. Les surfaces métalliques, à base de fer, 

de zinc, de cuivre ou d’alliages sont les composés les 

plus connus, mais certains polymères et verres279 y 

sont aussi inclus tel que le chitosan280. L’effet 

bactéricide des métaux est induit par différents 

mécanismes. Parmi tous ces processus, des études 

ont montré que le fer avait la capacité d’inhiber 

certaines enzymes incluses dans le cycle respiratoire 

des bactéries.281 L’effet bactéricide des métaux est 

généralement associé aux ions métalliques (Ag+, Zn2+, 

Cu2+, etc.) qui permettraient de dénaturer la 

membrane bactérienne.282 Cependant, l’utilisation de métaux bruts en tant que surface bactéricide 

est actuellement très limitée car ces derniers se corrodent vite et relarguent des ions responsables 

d’une toxicité environnante. Afin de pouvoir utiliser le caractère bactéricide des éléments 

métalliques et réduire leur toxicité, des études proposent de les inclure au sein de formulations ou 

de revêtements, notamment à partir de micro ou nanoparticules. Ainsi des surfaces bactéricides 

basées sur ces études ont permis l’élaboration de nouveaux revêtements sur des cathéters ou de 

pansements. Cependant, ces inventions sont sujets à quelques polémiques vis à vis du caractère 

toxique de ces particules283 et de la répercussion de l’utilisation de ces métaux dans les eaux usées. 

 Les revêtements bactéricides I.3.

De nombreuses études se sont intéressées à la création de revêtements efficaces à appliquer 

sur des matériaux ayant les propriétés physiques souhaitées (durabilité, stabilité, inoffensive, etc.). 

Hormis les revêtements basés sur l’aPDT qui feront l’objet d’une attention particulière (Chapitre 5.II, 

page 159), nous proposons ici une liste non-exhaustive de différentes stratégies de revêtement. 

 

Figure 134. Principe du revêtement antibactérien. 

Figure 133. Schématisation d'une surface 

intrinsèquement bactéricide. 
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 Fixation de molécules antimicrobiennes I.3.1.

Différentes catégories de molécules ont été greffées de façon covalente à des revêtements 

afin de conférer des propriétés bactéricides. Parmi ces dernières, nous pouvons citer des 

antiseptiques déjà présents dans le commerce tel que le triclosan284–286, la chlorhexidine285,287 et le 

chlorure de benzalkonium.288 L’intérêt que suscitent ces surfaces, a été atténué par la mauvaise 

réputation de certains de ces antiseptiques, notamment le triclosan qui est maintenant reconnu 

comme un perturbateur endocrinien. 

Des fragments antibiotiques pouvant être de nature peptidique ont été utilisés pour recouvrir des 

surfaces.289,290 Evidemment, les avantages et les inconvénients de ces matériaux sont directement 

reliés aux propriétés de ces antibiotiques. Ainsi, à cause de la courte durée de vie de ces composés et 

du risque engendré par l’apparition des souches résistantes, très peu d’applications ont été 

actuellement envisagées.  

Parmi ces études, Mohorcic et coll.291 ont mis en avant l’efficacité de polymyxines B greffées sur un 

revêtement à base de silane. A partir d’un verre inerte et après plusieurs traitements afin d’établir un 

revêtement comportant des fonctions silanes et des cycles époxydes à la surface, des molécules de 

polymyxines B ont été fixées. Lors d’essais in vitro, la surface a eu un impact direct sur une culture 

d’Escherichia coli après 24h d’incubation. Il est important de remarquer que cette efficacité est 

néanmoins bien plus faible par rapport au peptide sous sa forme libre. 

 

Figure 135. Polymyxine B greffée sur un support solide d'après Mohorcic et coll.
291

 

 Revêtement polymérique fonctionnalisé I.3.2.

A l’instar des PS en aPDT, les polymères utilisés au sein de certains revêtements présentent 

des charges cationiques importantes. Une fois encore, les sels d’ammonium ont montré un fort 

potentiel antibactérien en adéquation avec les études préliminaires.292 Ainsi, les polymères 

présentant des sels d’ammonium permettent un revêtement efficace et durable.293–296 Les bactéries 

rentrant au contact de ces surfaces, sont éliminées à cause d’un choc électrostatique entre la charge 

cationique élevée de ces surfaces et la tendance anionique des parois bactériennes. Le greffage 

covalent de ces polymères cationiques permet à ces revêtements de perdurer dans le temps et 

d’éviter un phénomène de relargage. Ces surfaces illustrent encore une fois l’utilité des fonctions 
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ammoniums à des fins bactéricides, de la même façon que les sels compris dans les détergents ou 

des groupes pyridinium constituant les porphyrines précédemment citées. 

En 2002, Cen et coll.297 ont modifié de la cellulose en greffant des polymères à base de 

vinylpyridinium, après un traitement au plasma qui avait pour but de créer des fonctions peroxydes 

(Figure 136 .A). Cette cellulose modifiée pourrait permettre la création de tissu ayant la capacité 

d’inhiber les souches d’Escherichia coli au contact. Abel et coll.298 modifièrent aussi une surface à 

base de carbohydrate afin d’y substituer des groupements DABCO (1,4-diazobicyclo[2.2.2]octane) 

portant deux charges cationiques et des chaînes lipophiles (Figure 136 .B). Ils mirent en avant 

l’efficacité contre plusieurs souches bactériennes d’un composé portant une chaîne hexadecane. Les 

travaux de Lin et coll.299 établirent une corrélation entre l’activité antibactérienne et la taille de 

polyéthylèneimine greffée sur de la cellulose. En 2012, Palermo et coll.300 ont reporté l’efficacité 

large spectre d’un copolymère à base de méthacrylate (Figure 136 .C). Ce copolymère comporte des 

chaînes latérales hydrophiles de type 4-aminobutylene et hydrophobes de type méthacrylate 

d’éthyle. Cette étude a montré que l’efficacité et la cytotoxicité de ce genre de composé étaient 

proportionnelles à la longueur des chaînes hydrophiles. Ainsi, le compromis optimal fut obtenu avec 

les chaînes de 4 carbones. Des résultats prometteurs ont été obtenus sur plusieurs souches 

bactériennes, dont MRSA, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli. Parmi ces différents 

exemples, deux phénomènes furent conjointement admis : l’activité antibactérienne est reliée à la 

densité cationique 301 et à la longueur des différentes chaînes sur les surfaces.  

 

Figure 136. Différentes surfaces cationiques antibactériennes d’après A : Cen et coll.297 B : Abel et coll.298 C : 

Palermo et coll.300 

Une autre famille de polymère à base de N-halamine a montré des résultats prometteurs.  De 

par son instabilité, la liaison N-halamine (R2N-Cl) se brise pour former une liaison R2N-H et un atome 

de chlore cationique. Ce dernier est une espèce très réactive pouvant engendrer des transformations 

dans le système enzymatique et métabolique, entraînant la mort de la bactérie. Les N-halamines 

peuvent être régénérées par la chloration du composé comportant la liaison N-H, ainsi les matériaux 

reposant sur ces fonctions peuvent être récupérés et réactivés après utilisation. Selon les fonctions 

en alpha de la liaison N-halamine, cette dernière est plus ou moins stable, et donc inversement plus 

ou moins actif (stabilité : amine > amide > imide). Découverte et étudiée à partir de 1976, la fonction 

N-halamine a surtout été utilisée pour le traitement des eaux. 
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En 2007, Cao et coll.302 ont modifié directement du chitosan par un blanchiment au chlore afin de 

créer les fonctions N-halamines (Figure 137 .A). Ce polymère modifié a permis d’inhiber la croissance 

des souches d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus pendant 1 mois lors d’essais in vitro. 

Après ce temps, l’efficacité a pu être obtenue de nouveau après un nouveau traitement. Liang et 

coll.303 préparèrent de la cellulose activée grâce à l’utilisation d’un nouveau précurseur portant une 

fonction époxyde (Figure 137 .B). En plus de bons résultats sur les souches habituelles, l’utilisation 

d’un tel précurseur est adaptable à grande échelle. En 2008, Luo et coll.304 ont successivement traité 

des tubes de polypropylène afin de recouvrir la surface de N-halamines permettant d’inhiber la 

croissance des souches de Pseudomonas aeruginosa contenues dans un flux continu (Figure 137 .C). 

 

Figure 137. Exemples de surfaces actives à base de N-halamine selon A : Cao et coll.302 B : Liang et coll.303 C : Luo 

et coll.304 

 Relargage d’oxyde nitrique I.3.3.

L’oxyde nitrique (NO) est une molécule naturellement bactéricide à faible durée de vie 

possédant un caractère pléiotropique.305 Cette molécule est déjà présente dans le système 

immunitaire car elle est notamment produite par certains leucocytes lors de la réponse innée. Ce 

composé fait l’objet de nombreuses études étant donné son pouvoir cytotoxique exceptionnel à des 

concentrations de l’orde du picomolaire à nanomolaire. Malheureusement, sa grande efficacité pose 

un problème de contrôle et la plupart des travaux ont pour objectif de formuler des plateformes ou 

« véhicules », permettant de délivrer l’oxyde nitrique vers la cible. Cette molécule semblerait 

adéquate à la création de surface bactéricide. Ainsi, des matériaux ont été développés en utilisant 

des molécules qui relarguent chimiquement des NO (appelées « NO-donor »). Parmi ces dernières, 

nous pouvons citer les diazeniumdiolates306,307 ou les S-nitrosothiols.308 Les études préliminaires ont 

montré de bons résultats en termes de stérilisation de greffe. 

En 2009, Riccio et coll.308 transcrivent la préparation d’un film xerogel, matériau à réseau 

macromoléculaire d’oxydes, à partir de 3-mercaptopropyltriméthoxysilane et 

méthyltriméthoxysilane comportant des fonctions S-nitrosothiols. En addition des bons résultats 

invitro sur les bactéries, la cytotoxicité de ce film a été testée et ces essais ont montré que les 

fibroblastes ne sont pas sujets à un effet cytotoxique de la part d’un tel matériau. En 2012, Carpenter 

et coll.307 proposent la préparation de nanoparticules de silice ayant la particularité d’avoir des 

fonctions ammoniums et des groupements « NO-donor » à base de N-diazeniumdiolate. Cette étude 

montre que le relargage d’oxyde nitrique permet d’inhiber la croissance des souches de 
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Pseudomonas aeruginosa alors que les ammoniums ont uniquement un effet bactéricide sur 

Staphylococcus aureus. Ainsi, les nanoparticules regroupant les deux types de fonctions permettent 

d’obtenir un large spectre d’effet antimicrobien. 

 

Figure 138. Utilisation de molécules "NO-donor" fixées à des fins bactéricides selon A : Riccio et coll.
308

 B : 

Carpenter et coll.307 

 Surface relarguant des molécules actives I.3.4.

Ces matériaux sont basés sur le relargage de produits actifs selon différents phénomènes 

physiques tels que la simple diffusion, l’érosion, la dégradation de matrices, ou l’hydrolyse de liaisons 

covalentes. Parmi ces molécules actives, on retrouve certains métaux (comme le fer), quelques 

antiseptiques (comme la chlorhexidine) et une grande quantité d’antibiotiques (Gentamicine, 

Vancomycine, etc.). A cause du caractère éphémère de cette stratégie, les surfaces étudiées ont pour 

unique objectif d’être transposées en tant que matériel médical, comme des pansements, des 

cathéters ou des implants. Pendant ces trois dernières décennies, les surfaces utilisant du fer ou de la 

chlorhexidine ont été sujets à quelques débats.309,310 En plus d’une efficacité très limitée dans le 

temps311, ces matériaux ont montré de nombreux effets secondaires.312 Les surfaces à base 

d’antibiotiques ont montré de meilleurs résultats. Malheureusement, le problème de l’émergence 

des résistances bactériennes a circonscrit ces recherches aux implants. Dans le cadre d’une greffe 

infectée par un biofilm bactérien, l’utilisation d’une nouvelle prothèse riche en antibiotique (après 

identification des souches) s’avère très utile afin de diffuser localement et continuellement le produit 

actif et de limiter sa concentration dans l’ensemble de l’organisme. Ainsi de nombreux antibiotiques 

(Rifampicine313, Vancomycine314, Gentamicine315, etc.) ont été incorporés dans des surfaces. A l’instar 

de la prophylaxie antibiotique, les futures stratégies se basent sur l’utilisation de peptides 

antimicrobiens, étant donné leur origine immunologique. Evidemment, les problèmes associés à ces 

peptides (énumérés au Chapitre 1.III.4.4, page 28) demeureront pour ces futures études. 
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 II. Les surfaces photobactéricides 

Ces matériaux ont comme particularité d’induire un effet bactéricide sous l’influence d’une 

irradiation lumineuse. En plus des revêtements à base de photosensibilisateurs (qui seront étudiés en 

II.1) ), certains composés métalliques ont montré de très bons résultats, comme l’oxyde de titane316 

et les complexes de ruthénium. Après une irradiation à 385 nm, l’oxyde de titane est capable 

d’induire des dommages aux membranes par peroxydation des lipides, et donc d’engendrer une 

efficacité contre un large variété de bactéries, des champignons et des virus.317 En plus d’être 

potentiellement adaptable pour le secteur médical, les études sur le titane d’oxyde ont montré que 

leur utilisation en tant que nanoparticule engendre plus d’efficacité que sous forme de film, par une 

augmentation de la surface de contact.318,319 Parmi ces études, un alliage à base d’argent (Ag-TiO2) 

s’est distingué par des bons résultats obtenus après irradiation par une lumière visible.320 Les 

surfaces à base de ruthénium offrent aussi de prometteuses opportunités, car cet atome peut 

accueillir des ligands divers et variés, ce qui permet de moduler ce composé selon les besoins, tout 

en conservant ses propriétés photophysiques. 

 

Figure 139. Complexe de ruthénium photobactéricide « RDP2+ » compris dans des cylindres de silicone, selon 

Jiménez-Hernàndez et coll.321 

Afin de créer de nouvelles surfaces photobactéricides, l’intégration de photosensibilisateurs dans les 

stratégies de synthèse était a fortiori inévitable. En addition de l’utilité d’un tel composé en biologie, 

ce genre de surface offre aussi des opportunités dans le domaine de l’opto-électronique.322 Ainsi, de 

nombreux travaux traitent de la création de matériau à base de photosensibilisateur. Les différentes 

surfaces photosensibles existantes se différencient selon le type de surface (nature ou forme) et de 

photosensibilisateurs (nature, dérivé, type de couplage, etc…). Nous proposons une liste non-

exhaustive d’études utilisant les photosensibilisateurs qui ont été préalablement cités au chapitre 2.  

 Matériaux à base de PS non-tétrapyrroliques II.1.

Les premières surfaces photobactéricides à base de PS comprenaient des molécules non-

tétrapyrroliques, dont les plus connues ont été citées dans la partie Chapitre 2.III.1 (page 42). Etant 

donné leurs implications dans le secteur médical, les PS de type phénothiazinium (Bleu de méthylène 

et Bleu de toluidine) sont de très bons candidats pour la création de tels matériaux. Ainsi, ils ont été 

incorporés au sein de structures à base de silice323–326, de polyuréthane327,328, de polyéthylène329, 

d’acétate de cellulose330–332, et de diverses plastiques couramment utilisés. Les polymères à base de 

silicone et de polyuréthane, possédant du bleu de méthylène, ont été étudiés par Perni et coll. Ils ont 

proposé d’inclure le PS grâce à l’utilisation des nanoparticules d’or dans la matrice du polymère. En 
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plus d’augmenter l’effet photobactéricide des surfaces en milieu clinique, ils ont montré que la petite 

taille de ces nanoparticules avait un rôle essentiel. Les autres études ont été réalisées en imprégnant 

simplement les phénothiaziniums sur les différents polymères, suivi de l’évaporation du solvant. 

L’ensemble de ces travaux ont montré des résultats satisfaisants sur Escherichia coli et 

Staphylococcus aureus après une excitation lumineuse vers 600 nm, malgré le caractère transitionnel 

de cette activité, dû au relargage des produits actifs à cause du manque de liaison covalente. 

 

Figure 140. Film de polyuréthane imprégné de bleu de méthylène par l'utilisation de nanoparticules d'or, selon 

Naik et coll.327  

Dans les années 1970, le rose de Bengale fut le premier PS à être fixé sur un support. En effet, Schaap 

et coll.333 greffèrent de façon covalente du Rose de Bengale à un copolymère à base de styrène et de 

divinylbenzène (Résine de Merrifield) en 1975. Ils montrèrent qu’une fois fixé, le PS perdait en 

production d’oxygène singulet à cause d’une mauvaise diffusion. Bezman et coll.334 furent les 

premiers à activer des billes de polystyrène en plaçant ce PS à leur surface, et à montrer leur activité 

photobactéricide sur Escherichia coli. Avec la prolifération du polystyrène dans le commerce, la 

majorité des études utilisa ce support pour fixer les molécules de Rose de Bengale. D’autres se 

distinguèrent en utilisant des surfaces à base de nanoparticules de silice335, d’acétate de cellulose331 

par simple absorption ou de chitosan.162,336 Contrairement aux phénothiaziniums, le Rose de Bengale 

comporte un acide carboxylique et une fonction hydroxyle ce qui permet à ce PS d’être relié 

chimiquement à une surface, offrant ainsi des matériaux beaucoup plus stables dans la durée. 

Malheureusement, cette molécule est moins efficace sur les souches Gram négatif à cause de sa 

nature anionique. Ces dernières années, l’idée de greffer ce PS sur du chitosan, un polymère déjà 

connu pour ses propriétés bactéricides et portant des amines primaires libres, a permis d’améliorer 

l’effet photobactéricide de cette catégorie de surface. 

 

Figure 141. Nanoparticules de chitosan photobactéricides via le greffage covalent de rose de Bengale, selon 

Shrestha et coll.162 
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 Surface à base de PS tétrapyrroliques II.2.

Les PS tétrapyrroliques ont été énormément utilisés pour la création de nouvelles surfaces 

photobactéricides, notamment à cause de la possibilité de synthétiser ces derniers avec une grande 

variété de fonctions répondant aux différents besoins. Ainsi, des phtalocyanines ont été fixées sur 

des surfaces au cours des dernières années. En plus de résoudre le problème de solubilité de ces 

composés, dû à leur tendance à s’agglomérer, la fixation de phtalocyanines cationiques permet la 

création de surface photobactéricide efficace et durable, notamment en utilisant un dérivé proche de 

RLP068.337 Cependant, une étude montre que les phtalocyanines comportant un atome de zinc au 

centre sont moins stables que les porphyrines à base libre.338 En addition, la majorité des travaux, 

ayant pour but de fixer des photosensibilisateurs, utilise les porphyrines, car ces molécules 

regroupent de nombreux avantages, comme une synthèse modulable, une meilleure solubilité, une 

bonne efficacité et une stabilité dans le temps.  

 

Figure 142. Nanocristaux de cellulose imprégnés de phthalocyanine cationique, d'après Anaya-Plaza339. 

En considération avec les problèmes environnementaux de ces dernières années, des matériaux 

photobactéricides à base de polymères naturels ont été élaborés pour cette famille de PS, en 

addition des habituels structures synthétiques déjà citées (tel que le polystyrène, les nanoparticules 

de silice, etc.). Hormis quelques études à base de chitosan340 ou de dextrane341, la majorité de ces 

travaux utilisent des supports cellulosiques. En 1994, Bonnett et coll.342 initièrent des travaux sur une 

cellulose transparente imprégnée de porphyrine cationique (TMPyP) et obtinrent de bons résultats 

visuels et préliminaires. Par la suite, le Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles, sous 

l’impulsion des Professeurs Krausz et Sol, acquit une expertise dans le domaine de la création de 

surface cellulosique photobactéricide. A partir de 2006, les premiers travaux présentaient l’activité 

photobactéricide de dérivés cellulosiques (de type laurate ou chloroacétate) grâce au greffage 

covalent de protoporphyrine IX343 ou de porphyrines cationiques.344,345 Ensuite, les travaux du 

laboratoire permirent de créer des fibres cellulosiques recouvertes de porphyrines neutres ou 

anioniques par l’utilisation de la “click-chemistry”346 ou de pont triazine.347 Dès lors, les matériaux 

entraînaient déjà des photoinactivations de Staphylococcus aureus et d’Escherichia coli. En 

adéquation avec les avancées en aPDT, un film comportant des porphyrines cationiques greffées de 

façon covalente afin d’optimiser l’effet photobactéricide a été élaboré.348 Ainsi, le LCSN démontra à 
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travers ces études que l’activation d’une surface cellulosique était réalisable par le greffage covalent 

de différents photosensibilisateurs. Parallèlement, un protocole différent a été établi en activant 

préalablement une pâte Kraft, permettant ensuite d’obtenir un papier photobactéricide sur 

mesure.349 Simultanément, Carpenter et Feese publièrent une étude photobactéricide basée sur 

l’utilisation de nanocristaux de cellulose recouverts de porphyrines cationiques par un lien 

triazol.350,351 En plus de confirmer les photoinactivations de Staphylococcus aureus et d’Escherichia 

coli observés par le LCSN, ils mirent en avant une activité plus faible sur Pseudomonas aeruginosa.  

 

Figure 143. Différentes surfaces photobactéricides élaborées par le LCSN lors des travaux de, A: Krouit et coll.343 

B: Ringot et coll.346 C: Mbakidi et coll348. 
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 III. Nanocristaux antibactériens : Principe  

Cette étude bibliographique montre bien qu’un matériau peut photoinactiver des souches 

bactériennes après le greffage d’un photosensibilisateur. Malheureusement, les bactéries Gram 

négatif restent assez insensibles si le PS n’est pas cationique et donc d’origine synthétique. 

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que la PMB avait la capacité d’améliorer l’efficacité 

des photosensibilisateurs en aPDT. Il serait donc théoriquement possible d’associer la PMB à un 

photosensibilisateur naturel afin d’augmenter l’efficacité d’un matériau. Dans cette nouvelle étude, 

nous avons voulu associer la prophylaxie antibiotique et l’aPDT afin de créer un matériau biosourcé 

antibactérien à large spectre d’activité et transposable à large échelle.  

Pour se faire, un photosensibilisateur naturel et une polymyxine commerciale ont été fixés sur une 

plateforme biosourcée. Le choix du PS s’est porté sur un dérivé de chlorine-e6, la purpurine-18. En 

effet, le LCSN est connu pour l’extraction et l’utilisation de cette chlorine d’origine naturelle dans le 

cadre d’applications anticancéreuses.183,352 Ce photosensibilisateur sous forme libre peut s’avérer 

assez instable, notamment en solution aqueuse où des phénomènes d’agrégation peuvent apparaître 

selon le pH. La fixation de ce composé sur un polymère assure une augmentation de sa stabilité. 

Dans cette étude, les nanocristaux de cellulose ont été choisis pour être la plateforme d’origine 

naturelle. 

La cellulose est un polymère d’origine naturelle qui est déjà utilisé dans de nombreux domaines 

industriels en tant qu’emballages, vêtements, papiers, etc. Son abondance dans la nature, sa 

compatibilité et sa dégradation naturelle font de ce polymère un excellent matériel pour la 

recherche.353 La cellulose est composée de monomères de glucose, reliés par des liaisons β (1,4), 

offrant un grand nombre de fonctions hydroxyles 

idéales pour la fixation de composés diverses. A partir 

de ce polymère naturel, des nanocristaux de cellulose 

(CNCs) peuvent être obtenus par une hydrolyse acide 

des régions « amorphes ».354
 De petite taille (~150 

nm) et à la forme d’aiguille355, ces nanoparticules sont 

déjà présentes dans plusieurs domaines de 

recherche, dont la thérapie anticancéreuse352,356
  et 

les traitements antibactériens.357 

Afin de pouvoir fixer la polymyxine B (PMB) sur les 

nanocristaux de cellulose, ces derniers ont subi une 

oxydation. En effet, la formation d’acide carboxylique 

sur la plateforme permet la création de liaison amide 

avec les différents produits actifs. Enfin, les CNCs 

partiellement recouverts avec le dérivé de chlorine-e6 

et avec la PMB (CNCsc6-PMB (3)) ont été mis au contact 

de diverses souches bactériennes (P. aeruginosa, E. 

coli, S. aureus et S. epidermidis).   

 
Figure 144. Structure des nanocristaux finales 

CNCsc6-PMB (3). 
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 V. Informations supplémentaires 

 Microscopie électronique en transmission de nanocristaux V.1.

 

Figure 145 (Fig S1). TEM images of samples dispersed in water: unmodified CNCs (A), CNCsox 1 (B) and CNCsC6-

PMB 3 (C). All samples were stained with uranyl acetate for better contrast. 

 Analyses thermogravimétriques des nanocristaux V.2.
 

 

Figure 146 (Fig S2). Thermogravimetric analyses (TGA) and differential thermal analyses (DTA) of dried samples 

:  CNCsox 1, CNCsC6 2 and CNCsC6-PMB 3. 
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 Production d’oxygène singulet V.3.

 

Figure 147 (Fig S3). Photooxidation of 9,10-dimethylanthracene (DMA, 95μM) under light irradiation (850 LUX) 

in presence  of CNCsox 1 (0.164 mg/mL),  CNCsC6 2 (0.129 mg/mL),  CNCsC6-PMB 3 (0.191 mg/mL), or CNCsPMB 4 

(0.164 mg/mL) in N-N-dimethylformamide. Values represent means ± standard deviation of three separate 

experiments. 

In order to confirm this result, the photooxydation of Singlet Oxygen Sensor Green Reagent (SOSG) 

was observed in contact of each CNCs under irradiation in aqueous solvent:  

Nanocrystals were suspended in a solution of DPBS (Dulbecco’s phosphate-buffered saline, pH 7.0-

7.3) (0.1X, 1 mL) : CNCsox (1): 0.164 mg/mL ; CNCsc6 (2): 0.129 mg/mL ; CNCsc6-PMB (3): 0.191 mg/mL ; 

CNCsPMB (4): 0.164 mg/mL. 2 μL of a fresh solution of SOSG in methanol (~5mM) was added to the 

suspensions. The photooxidation was studied by following the fluorescence emissions of the solution 

at 535 nm (I) (λexc = 485 nm), under a red light irradiation (red LED, 400 LUX). The rate of 

photooxidation was illustrated by a linear least-squares fit of the semilogarithmic plot of Ln (I/I0) 

versus time. As expected, an identical result was obtained in physiological conditions. 
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Figure 148 (Fig S4). Photooxidation of SOSG (10 μM) under red light irradiation (400 LUX) in presence  of 

CNCsox 1 (0.164 mg/mL),  CNCsC6 2 (0.129 mg/mL),  CNCsC6-PMB 3 (0.191 mg/mL), or CNCsPMB 4 (0.164 

mg/mL) in DPBS (0.1X) . Values represent means ± standard deviation of three separate experiments. 
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 Microscopie confocale de S. aureus au contact des nanocristaux V.4.

 

Figure 149 (Fig S5). Confocal laser scanning microscopy imaging of S. aureus in different conditions: untreated, 

in contact with the different CNCs or free PMB. LIVE/DEAD® BacLight™ was used to observe the viability of 

bacteria. Bacteria with intact cell membranes stain fluorescent green (SYTO9), whereas bacteria with damaged 

membranes stain fluorescent red (PI). Images were obtained after 30 min of contact at room temperature.  
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 Microscopie confocale de E. coli au contact des nanocristaux V.5.

 

Figure 150 (Fig S6). Confocal laser scanning microscopy imaging of E. coli in different conditions: untreated, in 

contact with the different CNCs or free PMB. LIVE/DEAD® BacLight™ was used to observe the viability of 

bacteria. Bacteria with intact cell membranes stain fluorescent green (SYTO9), whereas bacteria with damaged 

membranes stain fluorescent red (PI). Images were obtained after 30 min of contact at room temperature.  
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 Microscopie confocale de P. aeruginosa au contact des nanocristaux V.6.

 

Figure 151 (Fig S7).Confocal laser scanning microscopy imaging of P. aeruginosa in different conditions: 

untreated, in contact with the different CNCs or free PMB. LIVE/DEAD® BacLight™ was used to observe the 

viability of bacteria. Bacteria with intact cell membranes stain fluorescent green (SYTO9), whereas bacteria with 

damaged membranes stain fluorescent red (PI). Images were obtained after 30 min of contact at room 

temperature. 
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 Degré de substitution V.7.

Based on the maximum amount of units possible (Table S1) and their theoretical elementary analysis, 

a theoretical result for each nanocrystal was calculated (Table S2) 

Table S1. Maximum Theorical DS for each CNCs. Each unit has been represented by abbreviations: “COOH” for 

carboxyl units, “OH” for hydroxyl units, “c6” for units bearing a chlorin-e6-spermine, “PMB” for polymyxin units 

and “N-acyl” for N-acylisourea by-products units. 

 COOH OH c6 PMB N-acyl Σ 

CNCsox (1) 0.41 0.59 0 0 0 1 

CNCsc6 (2) 0.15 0.59 0.21 0 0.05 1 

CNCsc6-PMB (3) 0 0.59 0.21 0.15 0.05 1 

CNCsPMB (4) 0.15 0.59 0 0.21 0.05 1 

Table S2. Theoretical elementary analysis of the different CNCs (calculated with ChemBioDraw®). 

 C H N O 

CNCsox (1) 43.0 5.5 0.000 51.4 

CNCsc6 (2) 48.4 6.2 3.306 42.1 

CNCsc6-PMB (3) 50.3 6.7 5.610 37.4 

CNCsPMB (4) 46.5 6.4 4.217 42.9 
 

Then, for each CNCs, the formula (Equation) has been applied to afford the estimation of DS (Table 

S3). 

                 
                                           

                                          
 

Equation. Calculation of the DS. 

Table S3. Estimated DS. 

 c6 PMB 

CNCsc6 (2) 0.19 0 

CNCsc6-PMB (3) 0.19 0.12 

CNCsPMB (4) 0 0.20 
 

The yield of COOH on CNCs ox is 92 %. The combination of this yield with the oxidation degree then 

allowed the calculation of chlorin-e6 density on nanocrystals: 0.92x21% = 19% where 21% 

correspond to DS maximum if only one half of the carboxylic substituted glucose units was used to 

graft the chlorin-e6. 
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 VI. Résumé et conclusion 

Les analyses physico-chimiques ont confirmé l’obtention des nanocristaux CNCsc6-PMB (3) et 

montré des résultats cohérents indiquant la présence de la chlorine-e6 et de la PMB sur les 

nanocristaux. De plus, les greffages semblent donner de bons résultats, malgré un manque de 

précision pour le calcul des DS à cause des produits secondaires inhérents à l’utilisation de l’EDC. 

Néanmoins, les greffages semblent bien être de nature covalente, puisque les tests de diffusion sur 

milieu de culture gélosé ont montré l’absence de polymyxine libre, et que des essais de relargage 

dans des solutions ioniques n’ont rien donné. 

Les essais biologiques ont montré la capacité des nanocristaux CNCsc6-PMB (3) a inhibé la croissance 

d’un large spectre de bactérie, sous irradiation lumineuse. En adéquation avec la littérature, le dérivé 

de chlorine-e6 greffé sur les nanocristaux CNCsc6 (2)  et CNCsc6-PMB (3) permet de photoinactiver les 

bactéries Gram positif. De son côté, la PMB fixée a conservé sa capacité à inactiver les bactéries 

Gram négatif, malgré une moins bonne efficacité que sa forme libre. Ainsi, les nanocristaux CNCsc6-

PMB (3) ont bien une efficacité à large spectre sous irradiation lumineuse.  

Les essais à des concentrations plus faibles ont permis d’observer un phénomène intéressant. En 

effet, alors que CNCsc6 (2)  n’a jamais montré d’efficacité sur les bactéries Gram négatif, les 

nanocristaux CNCsc6-PMB (3) ont la capacité d’induire la mort de ces bactéries sous l’effet de la 

lumière, à faible concentration. Les analyses de microscopie confocale ont permis d’observer la 

fragilisation de la membrane externe de ces souches au contact des nanocristaux recouverts de PMB. 

A l’instar de la polymyxine lysine, les PMB fixés semblent donc pouvoir engendrer une perturbation 

dans la membrane externe, sans forcément entraîner la mort bactérienne. De plus, des agrégations 

de bactéries ont été observées, ce qui pourrait indiquer un phénomène de « docking ». Ainsi, les 

bactéries Gram négatif au contact des nanocristaux CNCsc6-PMB (3) ont une membrane externe 

fragilisée et une grande proximité avec la chlorine-e6, ce qui facilite l’action des ROS produits lors de 

l’irradiation lumineuse, et donc, ce qui induit une meilleure efficacité de l’aPDT. 

De tel matériau ont un intérêt certain pour le milieu médical. En effet, l’utilisation de ces 

nanoparticules sur des plaies infectées permettrait d’obtenir une stérilisation rapide après une 

irradiation lumineuse adéquate. De plus, contrairement à la polymyxine B à l’état libre, ces particules 

ne sont pas supposées pénétrer dans le système sanguin, évitant ainsi les complications rénales. 

Enfin, la combinaison entre la chlorine-e6 et la PMB permet d’obtenir un effet photobactéricide sur 

les souches Gram négatif, ce qui permet de réduire la quantité de polymyxine utilisée et donc 

l’apparition de souches résistantes. 

 

Figure 152. Schématisation de l'interaction entre les nanocristaux CNCsc6-PMB (3) et les bactéries Gram négatif. 
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Dans le but de valoriser l’aPDT en tant qu’application antibactérienne concrète, trois études 

ont été réalisés au cours de ce travail.  

Alors que les porphyrines cationiques sont très présentes en aPDT, une étude chimique, 

photophysique et photobactéricide sur de nouvelles porphyrines cationiques a été réalisée. Les 

porphyrines N-méthyl pyridinium sont déjà réputées pour leur efficacité à large spectre, cette étude 

a mis en avant de nouvelles porphyrines présentant des groupes imidazolium. Alors que les 

porphyrines N-méthyl pyridinium restent des PS très efficaces, cette famille de porphyrine est sujette 

à des nombreux transferts énergétiques, ce qui peut entraîner une extinction des émissions (et de la 

production d’oxygène singulet). De plus, la réactivité des acides carboxyliques présents sur ce genre 

de porphyrine est fortement réduite, ce qui nécessite de repenser les stratégies de synthèse. D’un 

autre côté, les porphyrines phénylimidazoliums ont montré de nombreux avantages, comme des 

rendements de synthèse plus élevés, des propriétés photophysiques plus stables et une activité 

significative sur Escherichia coli. Enfin les porphyrines méthylimidazoliums sont moins enclines aux 

transferts énergétiques. De plus, un dérivé symétrique portant deux acides carboxyliques a montré 

un haut rendement de production d’oxygène singulet, ce qui rend ce composé particulièrement 

intéressant dans le cas d’étude utilisant deux agents de vectorisation. Ainsi, cette étude apporte un 

support adéquat dans le choix du type de porphyrine cationique dans le cas d’un couplage avec un 

agent de vectorisation. 

Afin d’améliorer l’interaction entre une porphyrine cationique et les bactéries Gram négatif, nous 

avons associé cette dernière à deux différents dérivés de polymyxine, via un bras « spacer » et grâce 

à une réaction « click-thiol maléimide». Ces deux composés ont été caractérisés, et mis au contact de 

différentes bactéries. Le premier composé fut conçu avec une partie peptidique proche de la 

structure originale des polymyxines. Grâce à l’association de ces deux molécules, le composé a 

montré une très bonne activité photobactéricide, et ce, dès les premiers apports de lumière blanche. 

Des analyses en cytométrie en flux et de microscopie confocale ont montré que ce composé arbore 

une forte interaction pour les bactéries Gram positif et Gram négatif. En effet, alors que son affinité 

pour la première catégorie est induite par la haute charge cationique du composé, l’interaction forte 

pour les bactéries Gram négatif est dûe à la partie peptidique qui a conservé son activité, malgré le 

couplage avec le PS. Même si ce composé semble être plus enclin à subir l’endocytose de la part des 

cellules humaines que le PS seul, les résultats ont montré que ce produit a une interaction 

hautement sélective pour les bactéries. Etant donné l’importance de la proximité du PS avec sa cible 

en PDT, une telle sélectivité et efficacité pourrait indiquer un effet photobactéricide à large spectre, 

bien avant tout effet secondaire sur les cellules humaines. 

Puisque la partie peptidique a subi une faible modification, son activité bactéricide fut 

majoritairement conservée, ce qui peut entraîner l’émergence de souches résistantes. Afin 

d’optimiser le composé précèdent, une étude supplémentaire a été réalisée visant à obtenir un 

composé aussi efficace, mais arborant une activité bactéricide réduite de part du la partie 

peptidique. Les derniers acides aminés butyriques ont été remplacés par des lysines dans la structure 

du peptide. Alors que ces modifications ont entraîné une perte d’activité significative de la part de la 

partie peptidique, le nouveau composé a, quant à lui, obtenu des résultats prometteurs après 

irradiation lumineuse. En effet, malgré des concentrations d’inhibition légèrement plus élevées que 

précédemment, l’efficacité du nouveau composé à base lysine est bien au supérieure à celle du PS 

seul. De plus, les analyses en cytométrie en flux et en microscopie confocale ont montré que ce 

nouveau composé a d’une interaction stable pour les bactéries, et qu’il dispose aussi de la capacité 
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de perméabiliser la paroi externe. Néanmoins, à cause des modifications importantes dans la 

structure du peptide, une interprétation plus approfondie des résultats est impossible puisque le 

fonctionnement décrit pour les polymyxines n’est probablement plus garanti.  

Basé sur une idée similaire, un nouveau matériel a été élaboré dans une dernière étude. Le LCSN est 

reconnu pour ses travaux utilisant des nanocristaux de cellulose en tant plateforme afin de « porter » 

des molécules actives (dont des PS). Ainsi, des nanocristaux de cellulose oxydés ont partiellement été 

recouvert d’un PS d’origine naturelle (la chlorine-e6) afin de créer un matériel photobactéricide 

biosourcé. Etant donné le caractère neutre de ce PS, son efficacité sur les bactéries Gram négatif 

s’est révélé être assez faible. Pour remédier à ce problème, des polymyxines ont été aussi greffées 

sur ces nanocristaux afin d’obtenir un large spectre d’activité. Ces nanoparticules biosourcés ont 

montré une efficacité à large spectre selon deux méthodes, la thérapie photodynamique 

antimicrobienne et la prophylaxie antibiotique. Des expériences approfondies ont montré que ces 

nanoparticules arboraient une activité photobactéricide sur les bactéries Gram négatif. Puisque 

l’apparition de cette capacité fut induite par le greffage de polymyxines, un effet synergique entre ce 

peptide et le PS neutre a pu être démontré. En effet, il semblerait que les bactéries Gram négatif 

soient sujettes à un effet de « docking » au contact de ces nanocristaux via l’interaction entre le 

peptide et les LPS. Enfin, le peptide ayant partiellement conservé sa capacité à fragiliser la paroi 

bactérienne, offre une opportunité intéressante pour les ROS. 

L’ensemble des travaux réalisés ont montré l’intérêt d’utiliser la polymyxine afin d’optimiser l’aPDT, 

grâce à une synergie entre ce peptide et les différents PS. En plus d’une perméabilisation 

membranaire qui offre une meilleure activité de la part des ROS, ce peptide permet de vectoriser le 

PS vers les bactéries Gram négatif. Ces travaux rejoignent d’anciennes études qui encourageaient 

déjà l’utilisation d’AMP afin d’optimiser l’aPDT. A partir de l’ensemble de ces travaux, nous pouvons 

maintenant affirmer que la fragilisation des parois bactériennes par divers agents offre une 

opportunité unique d’améliorer l’efficacité de l’aPDT. En effet, l’activité antibactérienne des ROS a pu 

atteindre un niveau proche à celle des antibiotiques grâce à l’utilisation de peptides modifiés (ou 

mimétiques), fixés ou à de faible concentration. A l’instar de la PDT et la chimiothérapie, qui sont 

devenus complémentaires, nous pensons que l’association de l’aPDT et la prophylaxie antibiotique 

peut offrir des résultats prometteurs dans la lutte contre les souches bactériennes résistantes, de par 

ses résultats et de par aussi, son introduction plus faisable sur le marché. 

En ce qui concerne les travaux de cette thèse, différentes perspectives sont possibles.Le conjugué 

présentant une polymyxine active et les nanocristaux biosourcés sont de très bons candidats pour 

des études plus approfondies, comme l’utilisation de modèle 3D ou in vivo. En effet, au-delà de leur 

propriété photobactéricide intéressante, ces composés disposent encore d’une activité antibiotique 

ce qui pourrait permettre une potentielle introduction sur le marché, étant donné la place immuable 

des antibiotiques dans la croyance collective. L’utilisation de composés reposant simultanément sur 

l’aPDT et la prophylaxie antibiotique offre de nombreux avantages. En plus d’un large spectre 

d’activité, l’efficacité des composés est garantie quel que soit l’environnement lumineux d’un 

patient. De plus, la probabilité de voir apparaitre une souche résistante est diminuée car l’aPDT 

participe à l’effet bactéricide. Néanmoins, si une de ces souches venait à émerger, un apport de 

lumière adéquate pourrait permettre d’inhiber cette dernière et permettrait de prolonger la durée 

d’efficacité de l’antibiotique.  
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Enfin, le conjugué portant un peptide faiblement actif offre une occasion d’unique de défier les 

limites de l’aPDT. En effet, alors que son effet bactéricide est induit par la production de ROS, il est 

néanmoins optimisé par l’interaction de la partie peptidique. Alors que certains spécialistes de l’aPDT 

s’accordent à dire que le développement d’une résistance bactérienne n’est pas inimaginable267, 

cette question est particulièrement pertinente pour les composés utilisant des vecteurs. En effet, 

une étude approfondie de ce genre de composé devrait révéler si les bactéries peuvent évoluer pour 

perdre leur interaction, alors que l’effet bactéricide n’est induit que par l’aPDT. 
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 I. Chapitre 3 

 Procédures générales I.1.

L’ensemble des réactifs, solvants et milieux nutritifs ont été obtenus par l’intermédiaire de 

différents fournisseurs (Acros Organics, Alfa Aesar, Grosseron, Sigma-Aldrich, TCI). Pour les mesures 

d’absorption et les caractérisations photophysiques, des solvants de qualité spectroscopique ont été 

utilisés et stockés à l’abri de la lumière. Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été 

réalisées sur des plaques de silices Merck 60F254, et une silice Merck (60 ACC, 15- 40 μm) a été 

utilisée pour les purifications par chromatographie. Les chromatographies en phase inverse ont été 

réalisées à l’aide de colonnes RediSep®Rf C18 (43g), montées sur un appareil Interchim® puriFlash™ 

430. Les éluants utilisés sont l’acétonitrile (qualité HPLC +0.1% TFA) et l’eau distillée (+0.1% TFA). La 

phase mobile est triée selon son absorbance à λ = 418 nm (bande Soret des porphyrines). 

Les analyses RMN (1H et 13C) ont été obtenues à partir d’échantillons parfaitement dissous dans des 

solvants deutérés, à l’aide d’un spectromètre Bruker DPX 400 et 500. Les déplacements chimiques (δ 

en ppm) ont été calculés à partir de l’étalon interne (tétraméthylsilane, TMS). Les profiles ont été 

décrits selon le code suivant : s= singulet, d= doublet, t=triplet, q= quadruplet et enfin m= multiplet. 

Les analyses en spectrométrie de masse ont été réalisées par ionisation en électronébulisation positif 

(ESI+) sur un Sciex 4000 Q-TRAP®, contrôlé sous Sciex Analyst 1.6.2. 

 Synthèse I.2.

 Synthèse du 4-formylphenoxyacetate d’éthyle I.2.1.

 

Une solution de DMF contenant du 4-hydroxybenzaldehyde (1,00 g, 8,20 mmol, 1 eq), du 

bromoacétate d’éthyle (0,90 mL, 8,20 mmol, 1 eq) et du carbonate de potassium (3 g), est agitée 

pendant 3 heures à 95 °C. Après évaporation du solvant, le produit est dissous dans du chloroforme. 

La phase organique est lavé plusieurs avec de l’eau distillée dans une ampoule à décanter. Après 

séchage sur MgSO4, le solvant est évaporé afin d’obtenir le produit finale sous forme de poudre 

jaunâtre, avec 90% de rendement (1,53 g, 7,38 mmol). 

 CCM (Hexane/Acetate d’éthyle, 7/3, v/v) : Rf = 0,57 
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 Procédure générale pour la synthèse de porphyrines I.2.2.

 

Du pyrrole distillé (6,66 mL, 96,0 mmol, 4 eq) est déposé goutte à goutte, via une ampoule de 

coulée, dans une solution en reflux d’acide propionique (120 mL) contenant : 

 L’aldéhyde cationique :  

 4-pyridylcarboxaldehyde ou 4-imidazolebenzaldehyde ou N-méthyl-4-imidazolecarboxaldehyde 

 4 eq pour obtenir une porphyrine A4, 3 eq pour une A3B, et 2 eq pour une A2B2. 

 Le benzaldéhyde fonctionnalisé : 

 4-formylbenzoate de méthyle ou 4-acetamidobenzaldehyde ou 4-formylphenoxyacetate 

d’éthyle 

 1 eq pour obtenir une porphyrine A3B, et 2 eq pour une A2B2 

Après 3 heures à reflux et sous agitation, l’acide propionique est évaporé et le brut est solubilisé dans 

du chloroforme pour être filtré à travers de la silice, qui est lavée avec un mélange CHCl3/EtOH 

(90/10, v/v). Après évaporation du solvant, les porphyrines protégées sont purifiées par 

chromatographie (CHCl3/EtOH (98/2, v/v)) avec les rendements suivants : 

 Porphyrines A4 : 10% pour 1a, 15% pour 3a, 2% pour 5a 

 Porphyrines A3B1 : 5% pour 1b, 2% pour 1d, 13% pour 3b, 10 pour 3c, 5% pour 5b 

 Porphyrines A2B2 : 5% pour 5e 

1a : 

 1H RMN (CDCl3, 500 MHz) : δ (ppm) : 9,06 (d, J= 6,0 Hz, 8H, Ho-py), 8,87 (s, 8H, Hpyrr), 8,16 (d, J 
= 6,0 Hz, 8H, Hm-py), -2,90 (s, 2H, NH)  

 MS (ESI+) : [C40H26N8], [M+2H]2+ 310,11 calculée, 310,31 trouvée 
3a :  

 1H RMN (CDCl3 9/1 MeOD, 500 MHz) : δ (ppm) : 8,92 (s, 8H, Hpyrr), 8,36 (d, J = 8,3 Hz, 8H, Ho-
phe), 8,26 (s, 4H, Him-2), 7,86 (d, J = 8,3 Hz, 8H, Hm-phe), 7,67 (s, 4H, Him-5), 7,34 (s, 4H, Him-
4), -2,96 (s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C56H38N12], [M+2H]2+ 440,16 calculée, 440,04 trouvée 
5a :  

 1H RMN (CDCl3 9/1 MeOD, 500 MHz) : δ (ppm) : 8,88 (m, 8H, Hpyrr), 7,67 (m, 4H, Him-5), 7,51 
(d, 4H, Him-4), 3,45 (m, 12H, N-CH3), -2,92 (s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C36H30N12], [M+2H]2+ 316,13 calculée, 316,26 trouvée  
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 Saponification des esters I.2.3.

 

Les esters des porphyrines A3B sont saponifiés dans une solution en reflux d’éthanol (pour 

les esters de méthyl) ou de méthanol (pour les esters d’éthyl) contenant de l’hydroxyde de 

potassium (2 mL, 2 mol/L), pendant 24 heures. Après évaporation du solvant, un excès d’acide 

chlorhydrique est ajouté au brut réactionnel jusqu’à l’apparition d’une coloration verte. Les 

porphyrines déprotégées sont ensuite extraites de la phase aqueuse par des lavages avec un 

mélange CHCl3/Triéthylamine (99/1, v/v). Après séchage sur MgSO4, les porphyrines portant un acide 

carboxylique sont purifiées par chromatographie (CHCl3/EtOH (80/20, v/v)) avec un rendement de 

90%. 

 

1b :  

 1H RMN (CDCl3 9/1 MeOD, 500 MHz) : δ (ppm) : 9,40 (d, J= 6,5 Hz, 6H, Ho-py), 8,98 – 8,86 (m, 
8H, Hpyrr), 8,92 (d, J= 6,5 Hz, 6H, Hm-py), 8,58 (d, J= 8,0 Hz, 2H, Ho-phe), 8,42 (d, J= 8,0 Hz, 2H, 
Hm-phe), -2,80 (s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C42H27N7O2], [M+2H]2+ 331,61 calculée, 331,64 trouvée 
3b :  

 1H RMN (CDCl3 9/1 MeOD, 500 MHz) : δ (ppm) : 8,90 (s, 8H, Hpyrr), 8,46 (d, J= 7,6 Hz, 2H, Ho-
pheCOOH), 8,35 (d, J= 7,6 Hz, 2H, Hm-pheCOOH), 8,30 (d, J= 8,3 Hz, 6H, Ho-phe), 8,24 (s, 3H, Him-
2), 7,86 (d, J= 8,3 Hz, 6H, Hm-phe), 7,68 (s, 3H, Him-5), 7,34 (s, 3H, Him-4), -2,91 (s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C54H36N10O2], [M+2H]2+ 429,15 calculée, 429,03 trouvée 
3c :  

 1H RMN (CDCl3 9/1 MeOD, 500 MHz) : δ (ppm) : 8,88 (m, 8H, Hpyrr), 8,31 (d, J= 8,1 Hz, 6H, Ho-
phe), 8,19 (s, 3H, Him-2), 8,14 (d, J= 8,5 Hz, 2H, Ho-pheo), 7,78 (d, J= 8,1 Hz, 6H, Hm-phe), 7,59 
(s, 3H, Him-5), 7,38 (s, 3H, Him-4), 7,31 (d, J= 8,5 Hz, 2H, Hm-pheo), 4,77 (s, 2H, O-CH2-), -2,75 
(s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C55H38N10O3], [M+2H ]2+ 444,15 calculée, 444,17 trouvée 
5b :  

 1H RMN (CDCl3 9/1 MeOD, 500 MHz) : δ (ppm) : 8,88 (m, 8H, Hpyrr), 8,42 (m, 2H, Ho-pheCOOH), 
8,19 (m, 2H, Hm-pheCOOH), 7,65 (m, 3H, Him-5), 7,51 (m, 3H, Him-4), 3,45 (m, 9H, N-CH3), -2,96 
(s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C39H30N10O2], [M+2H]2+ 336,13 calculée, 336,15 trouvée 
5e :  

 1H RMN (CDCl3, 500 MHz) : δ (ppm) : 8,85 (m, 8H, Hpyrr), 8,43 (m, 4H, Ho-pheCOOH), 8,19 (m, 
4H, Hm-pheCOOH), 7,67 (s, 2H, Him-5), 7,47 (s, 2H, Him-4), 3,44 (m, 6H, N-CH3), -2,78 (m, 2H, NH) 
ppm ;  

 MS (ESI+) : [C42H30N8O4], [M+2H]2+ 356,12 calculée, 356,16 trouvée  
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 N-méthylation des porphyrines I.2.4.

 

Un excès d’iodométhane (60 eq pour les porphyrines A4, 45 eq pour les A3B ou 30 eq pour 

les A2B2) est introduit dans une solution de DMF anhydre (25 mL) contenant la porphyrine (1eq). Le 

milieu réactionnel est agité pendant 3 heures à reflux (140 °C). Après évaporation du solvant et de 

l’excès d’iodométhane, la porphyrine N-méthylée est récupérée de façon quantitative.  

2a :  

 1H RMN (DMSOd6, 500 MHz) : δ (ppm) : 9,51 (d, J= 6,6 Hz, 8H, Ho-py), 9,18 (s, 8H, Hpyrr), 9,00 
(d, J= 6,6 Hz, 8H, Hm-py), 4,74 (s, 12H, N+-CH3), -3,08 (s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C44H38I4N8], [M+H]4+ 169,83 calculée, 169,81 trouvée 
2b :  

 1H RMN (DMSOd6, 500 MHz) : δ (ppm) : 9,49 (d, J= 6,5 Hz, 6H, Ho-py), 9,15 – 8,99 (m, 8H, 
Hpyrr), 9,01 (d, J= 6,5 Hz, 6H, Hm-py), 8,41 (m, 4H, Hphe), 4,73 (s, 9H, N+-CH3), -2,99 (s, 2H, NH)  

 MS (ESI+) : [C45H36I3N7O2],[M]2+ 353,14 calculée, 352,65 trouvée 
4a :  

 1H RMN (DMSOd6, 500 MHz) : δ (ppm) : 10,13 (s, 4H, Him-2), 8,93 (s, 8H, Hpyrr), 8,65 (s, 4H, 
Him-4), 8,53 (d, J= 8,3 Hz, 8H, Ho-phe), 8,27 (d, J= 8,3 Hz, 8H, Hm-phe), 8,14 (s, 4H, Him-5), 4,10 
(s, 12H, N+-CH3), -2,88 (s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C60H50I4N12], [M]4+ 234,60 calculée, 234,70 trouvée 
4b :  

 1H RMN (DMSOd6, 500 MHz) : δ (ppm) : 10,13 (s, 3H, Him-2), 8,93 (s, 8H, Hpyrr), 8,65 (s, 3H, 
Him-4), 8,54 (d, J= 8,2 Hz, 6H, Ho-phe), 8,42 (d, J= 8,1 Hz, 2H, Ho-pheCOOH), 8,36 (d, J= 8,1 Hz, 
2H, Hm-pheCOOH), 8,26 (d, J= 8,3 Hz, 6H, Hm-phe), 8,14 (s, 3H, Him-4), 4,10 (s, 9H, N+-CH3), -2,88 
(s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C57H45I3N10O2], [M]3+ 300,47 calculée, 300,41 trouvée 
4c :  

 1H RMN (DMSOd6, 500 MHz) : δ (ppm) : 10,13 (s, 3H, Him-2), 8,92 (m, 8H, Hpyrr), 8,65 (s, 3H, 
Him-4), 8,54 (d, J= 8,3 Hz, 6H, Ho-phe) 8,26 (d, J= 8,3 Hz, 6H, Hm-phe), 8,15 (d, J= 8,6 Hz, 2H, 
Ho-pheo), 8,14 (s, 3H, Him-5), 7,40 (d, J= 8,6 Hz, 2H, Hm-pheo), 4,99 (s, 2H, O-CH2-), 4,10 (s, 9H, 
N+-CH3), -2,87 (s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C58H47I3N10O3],[M+H]3+ 310,79 calculée, 310,75 trouvée 
6a :  

 1H RMN (DMSOd6, 500 MHz) : δ (ppm) : 9,40 (s, 8H, Hpyrr), 8,55 (s, 8H, Him), 3,75 (s, 24H, N-
CH3), -3,22 (s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C40H42I4N12],[M]4+ 172,59 calculée, 172,54 trouvée 
6b :  

 1H RMN (DMSOd6, 500 MHz) : δ (ppm) : 9,23 (m, 8H, Hpyrr), 8,52 (s, 6H, Him), 8,47 (d, J= 8,2 
Hz, 2H, Ho-pheCOOH), 8,39 (d, J= 8,2 Hz, 2H, Hm-pheCOOH), 3,75 (m, 18H, N-CH3), -3,00 (s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C42H39I3N10O2], [M]3+ 238,44 calculée, 238,50 trouvée 
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6e :  

 1H RMN (DMSOd6, 500 MHz) : δ (ppm) : 9,15 (m, 8H, Hpyrr), 8,51 (s, 4H, Him), 8,43 (d, J= 8,1 
Hz, 4H, Ho-pheCOOH), 8,38 (d, J= 8,1 Hz, 2H, Hm-pheCOOH), 3,75 (s, 12H, N-CH3), -2,81 (s, 2H, NH ;  

 MS (ESI+) : [C44H36I2N8O4],[M]2+ 370,14 calculée, 370,04 trouvée 
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 Synthèse de la 5-(4-aminophényl)-10,15,20-tri(4-pyridyl)-21H,23H-porphyrine I.2.5.

(1d) 

 

De la 5-(4-acetamidophényl)-10,15,20-tri(4-pyridyl)-21H,23H-porphyrine (250 mg, 0,373 

mmol) est mise à reflux dans une solution d’acide chlorhydrique concentrée (5M, 250 mL) pendant 3 

heures. Après évaporation du solvant, le produit est extrait de la phase aqueuse par des lavages à 

l’aide d’un mélange CHCl3/TEA (90/10, v/v). Après séchage sur MgSO4, le solvant est évaporé afin de 

récupérer la porphyrine 1d de façon quantitative. 

1d :  

 1H RMN (CDCl3, 500 MHz) : δ (ppm) : 9,02 (d, J= 5,5 Hz, 6H, Ho-py), 9,02 – 8,80 (m, 8H, Hpyrr), 

8,16 (d, J= 5,5 Hz, 6H, Hm-py), 7,98 (d, J= 8,0 Hz, 2H, Ho-phe), 7,08 (d, J= 8,0 Hz, 2H, Hm-phe), -

2,91 (s, 2H, NH)  

 MS (ESI+) : [C41H28N8], [M+2H]2+ 317,12 calculée, 316,93 trouvée 

 Synthèse de la 5-(4-aminophényl)-10,15,20-tri(4-N-méthylpyridyl)-21H,23H-I.2.6.

porphyrine (2d) 

 

Tout d’abord, la 5-(4-acetamidophényl)-10,15,20-tri(4-pyridyl)-21H,23H-porphyrine est N-

méthylée selon le protocole établi précédemment (I.2.4). Ensuite, le produit est directement dissous 

dans un mélange Eau/TFA (75/25, v/v) et agité pendant 5 heures à température ambiante. La 

solution aqueuse est évaporée, puis la porphyrine 2d est récupérée après lyophilisation, avec un 

rendement quantitatif.  

2d :  

 1H RMN (DMSOd6, 500 MHz) : δ (ppm) : 9,49 (d, J= 6,5 Hz, 6H, Ho-py), 9,11 – 8,80 (m, 8H, 

Hpyrr), 9,00 (d, J= 6,5 Hz, 6H, Hm-py), 7,94 (d, J= 8,5 Hz, 2H, Ho-phe), 7,15 (d, J= 8,5 Hz, 2H, Hm-

phe), 4,73 (s, 9H, N+-CH3), -2,96 (s, 2H, NH) 

 MS (ESI+) : [C44H37I3N8], [M]3+ 225,77 calculée, 225,74 trouvée 



 

Partie expérimentale  

193 

 

 Propriétés photophysiques I.3.

Les porphyrines cationiques (N-méthylées) sont préalablement dissoutes dans un  volume de 

DMSO (100 μL). Puis des dilutions sont effectuées afin d’obtenir toutes les différentes porphyrines 

dans le même solvant d’intérêt (EtOH) avec des absorptions homogènes (A~1 pour la détermination 

des coefficients d’absorption et A~0,2 pour les autres propriétés photophysiques). Les mesures ont 

été effectuées dans une cuve de 10 mm en quartz. 

 Détermination des coefficients d’absorption (epsilons) I.3.1.

Les spectres d’absorption ont été enregistrés par un spectromètre SPECORD® 210 à double faisceau. 

Suites aux dilutions, la concentration en DMSO est toujours en dessous de 1%. Les spectres 

d’absorption ont été réalisés entre 300 et 800 nm avec des solutions titrées de porphyrines. Les 

epsilons ont été calculés en suivant la loi de Beer-Lambert : 

  
 

   
 

Équation 6.La Loi de Beer-Lambert, avec ε le coefficient d'absorption molaire (L.mol-1.cm-1), A l'absorbance, l la 

largueur de la cuve (1 cm) et C la concentration en porphyrine (mol.L-1) 

 Fluorescence et production d’oxygène singulet I.3.2.

Les spectres d’émission de fluorescence ont été enregistrés par un spectrofluoromètre 

Fluorolog FL3-222 (Horiba Jobin Yvon, Longjumeau) équipé d’une lampe Xénon de 450 W, d’un 

compartiment thermostaté à 25 °C, d’un photomultiplicateur R928 (Hamamatsu Japon) et d’un 

détecteur infrarouge InGaAs (DSS-16A020L, Electro-Optical System Inc. Phoenixville, PA, USA). Le 

faisceau d’excitation a été diffracté par un monochromateur SPEX double réseau (1200 raies/mm 

blasé à 330 nm). Le faisceau d’émission a été diffracté par un monochromateur SPEX double réseau 

(1200 raies/mm blasé à 500 nm). L’oxygène singulet a été détecté par l’intermédiaire d’un 

monochromateur SPEX double réseau (600 raies/mm blasé à 1 µm) et un filtre passe-haut (780 nm). 

Toutes les mesures ont été effectuées à l’aide d’une cuve en quartz à 4 faces. Les rendements 

quantiques de fluorescence ont été déterminés par comparaison avec la tétraphényl-porphyrine 

(TPP) diluée dans le toluène (F = 0,11), selon la formule suivante : 

      
  

   
 
   

  
(
 

  
)
 

 

Équation 7. Calcul du rendement quantique de fluorescence par rapport à une référence (0) avec, F le 

rendement quantique, I l'intensité de la phosphorescence, DO l'absorption à la longueur d'onde d'excitation et n 

l’indice de réfraction du solvant. 
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La production d’oxygène singulet a été mesurée par simple observation de la bande d’émission à 

1270 nm (Chapitre 2.II.1.2, page 39). La 5-(4-carboxylphényl)-10,15,20-triphényl-21H,23H-porphyrine 

(TPP-COOH) a été utilisée comme référence dans l’éthanol (Δ = 0,54), alors que la TMPyP 2a fut 

utilisée pour les analyses dans le D2O (Δ = 0,90), en suivant l’équation : 

      
 

  
 
   

  
 

Équation 8. Calcul du rendement quantique de production d'oxygène singulet par rapport à une référence (0) 

avec, Δ le rendement quantique, I l'intensité de la phosphorescence et DO l'absorption à la longueur d'onde 

d'excitation 

 Temps de vie I.3.3.

L’obtention des temps de vie a été effectuée sous l’excitation d’une diode laser pulsé, à 407 

nm (LDH-P-C-400M, FWHM < 70 ps, 1 MHz), couplé à un pilotage PDL 800-D (PicoQuant GmbH, 

Berlin, Allemagne), à un détecteur photodiode avalanche SPCM-AQR-15 (EG & G, Vaudreuil, Canada) 

et à un filtre passe-haut de 550 nm. Les acquisitions ont été traitées par un module PicoHarp 300 

avec un routeur PHR-800 4 (PicoQuant GmbH, Berlin, Allemagne). Les temps de vie ont été obtenus 

en considération avec la méthode de mesure des photons. 1000 signaux ont été accumulés et 

analysés en utilisant le logiciel TCSPC (Time Correlated Single Photon Counting) (PicoQuant GmbH. 

Berlin. Germany), basé sur la reconvolution itérative de l’algorithme de Levensberg-Marquandt.  

Les temps de vie de l’oxygène singulet ont été obtenus par un spectrophotomètre TEMPRO-01 

(Horiba Jobin Yvon, Longjumeau), composé d’une source pulsé diode (415 nm, SpectraLED-415), d’un 

monochromateur d’émission (600–2000 nm) et d’un tube photomultiplicateur infrarouge H10330-45 

avec un refroidisseur thermoélectrique pour la détection (Hamamatsu, Japan). L’appareillage est 

contrôlé par un compteur de photons FluoroHub-B, une DataStation et par le logiciel DAS6 (Horiba 

Jobin Yvon). 
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 Essais biologiques I.4.

 Cultures microbiologiques I.4.1.

 

Les souches bactériennes Gram positif (S. aureus CIP76.25) et Gram négatif (P. aeruginosa 

CIP76110 et E. coli CIP54.8T) ont été fournis par l’Institut Pasteur (Paris). Ces souches sont cultivées 

dans un bouillon à base de Tryptone-Soja (extraits de caséine pancréatique 17 g/L, farine de soja 

clivée par papaïnes 3 g/L, dextrose 2,5 g/L, chlorure de sodium 5 g/L et hydrogénophosphate de 

potassium 2,5 g/L) et incubées pendant la nuit à 37 °C en condition aérobique. 

 Photoinactivation de bactéries I.4.2.

 

Des solutions de porphyrines (2a, 4a et 6a) sont préalablement préparées dans du DMSO. Ces 

dernières sont ensuite diluées dans du milieu de culture, de tel sorte que le DMSO ne dépasse pas 

1% en concentration.  A partir de ces solutions, des dilutions en série (1 mL, de 100 μM à 156 nM) 

sont déposées dans une plaque 24 puits. Ensuite, une suspension bactérienne est déposée dans 

chaque puit (1 mL à 2x105 UFC/mL). Une plaque est incubée à 37 °C (Heidolph Unkubator 1000), sous 

agitation (200 tr/min, plateforme Unimax 1010) et sous l’irradiation lumineuse de LED blanches 

pendant 20 heures. La puissance lumineuse est de 4,83 mW/cm², soit un travail de 348 J/cm² (Isotech 

Lightmeter 1335). Une autre plaque est préparée de façon identique, et est incubée dans les mêmes 

conditions, mais à l’obscurité. Après 20 heures, des dilutions en série au 1/10 sont effectuées à partir 

de chaque puit, et ces dilutions sont ensemencées sur gélose (easySPIRAL®, Interscience). Après 24 

heures d’incubation a 37 °C, le décompte des colonies peut être effectué à partir de ces boites de 

Pétri, ce qui permet d’obtenir la concentration de chaque puit en considérant les dilutions 

effectuées. La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond à la concentration en molécule 

pour laquelle 99,99% des bactéries ont été inhibées (réduction de 4 log par rapport au contrôle non 

traité). 
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 II. Chapitre 4 

 Synthèse II.1.

Les acides aminés ont été fournis par Iris Biotech GmbH (Marktredwitz, Allemagne). Les 

composés peptidiques ont été analysés à l’aide d’un spectromètre de masse à haute résolution 

(Bruker maXis) par l’équipe ICOA/CBM (FR2708) d’Orléans. 

 Précurseurs pour la synthèse peptidique : Fmoc-AA-OAllyl II.1.1.

 

Du Fmoc-Dab(Boc)-OH (1,0450 g, 2,372 mmol, 1 eq) est dissous dans 20 mL d’eau distillée 

contenant de l’hydrogénocarbonate de sodium (0,2021 g, 2,406 mmol, 1 eq). L’aliquat 336 (0,9 mL) 

ainsi que l’allyl bromide (1,46 g, 1,04 mL, 12,03 mmol, 5 eq) sont mélangés dans 15 mL de DCM. Ce 

mélange est ajouté goutte à goutte à la solution aqueuse de Fmoc-Dab(Boc)-OH. La réaction est 

laissée sous agitation à température ambiante toute la nuit. Le mélange est directement transféré 

dans une ampoule à décanter et 90 mL d’eau y sont rajoutés. La phase aqueuse est lavée 3 fois avec 

100 mL de DCM, puis la phase organique récupérée est lavée deux fois par de la saumure. Après 

séchage sur MgSO4 et évaporation du solvant, le produit est purifié sur colonne chromatographique 

avec un éluant (EA/PE, 1/1, v/v), afin d’obtenir le produit pur Fmoc-Dab(Boc)-OAllyl. Ensuite, ce 

dernier est dissous dans 20 mL de DCM contenant 20% de TFA. Le mélange est laissé sous agitation 

pendant deux heures à température ambiante. Le solvant organique est évaporé et le produit est 

récupéré par précipitation dans du diethyl éther plusieurs fois. La poudre est mise dans un 

dessiccateur sous vide pendant une journée, afin de récupérer le produit final pur Fmoc-Dab-OAllyl 

de façon quantitatif (878 mg, 2,310 mmol). 

Un protocole identique a été utilisé afin d’obtenir le précurseur Fmoc-Lys-OAllyl. 

 CCM (Fmoc-Dab(Boc)-OAllyl) (EA/PE, 1/4, v/v) : Rf = 0,17 

 CCM (Fmoc-Lys(Boc)-OAllyl) (EA/PE, 1/2, v/v) : Rf = 0,30 

 1H RMN (Fmoc-Dab(Boc)-OAllyl) (500 MHz; DMSOd6)  : δ (ppm) : 7,90 (d, J= 7,5 Hz, 2H, HFmoc) ; 
7,80 (d, J= 7,5 Hz,1H, NH(Fmoc)) ; 7,71 (dd, J= 2,5 et 7,5Hz, 2H, HFmoc) ; 7,42 (t, J= 7,5 Hz, 2H, 
HFmoc) ; 7,34 (dt, J= 2,5 et 7,5 Hz, 2H, HFmoc) ; 6,84 (t, J= 5 Hz, 1H, NH(Boc) ; 5,88 (m, 1H, Hallyl);  
5,31 (dq, J=1,5 (x2) et 17,0 Hz, 1H, Hallylterm) ; 5,19 (dd, J=1,5 et 10,5 Hz, 1H, Hallylterm) ; 4,57 
(dd, J=1,5 et 5,5 Hz, 2H, Hα-allyl) ; 4,29 - 4,21 (m, 3H, HalkylFmoc) ; 4,10 (m, 1H, HA) ; 3,00 (m, 2H, 
HB) ; 1,87 (m, 1H, HC) ; 1,70 (m, 1H, HC) ; 1,39 (s, 9H, CH3-BOC) 

 1H RMN (Fmoc-Dab-OAllyl) (500 MHz; DMSOd6) : δ (ppm) : 7,90 (d, J= 7,5 Hz, 2H, HFmoc) ; 7,81 
(s, 4H, NH(Fmoc) et NH3) ; 7,71 (dd, J= 2,5 et 7,5Hz, 2H, HFmoc) ; 7,43 (t, J= 7,5 Hz, 2H, HFmoc) ; 
7,34 (dt, J= 2,5 et 7,5 Hz, 2H, HFmoc) ; 6,84 (t, J= 5 Hz, 1H, NH(Boc) ; 5,88 (m, 1H, Hallyl) ; 5,31 
(dq, J=1,5 (x2) et 17,0 Hz, 1H, Hallylterm) ; 5,20 (dd, J=1,5 et 10,5 Hz, 1H, Hallylterm) ; 4,60 (dd, 
J=1,5 et 5,5 Hz, 2H, Hα-allyl) ; 4,40 - 4,22 (m, 4H, HalkylFmoc et HA) ; 2,88 (m, 2H, HB) ; 2,05 (m, 
1H, HC) ; 1,95 (m, 1H, HC) 

 MS (ESI+) (Fmoc-Dab-OAllyl) : [M+H]+
 381,17 attendue, 381,22 trouvée. 
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 Synthèse des peptides 1 (PMB-SH) et 1Lys (PMBLys-SH) II.1.2.

 

La résine 2chloro-trityle (0,22 g, loading théorique= 0,91 mmol/g), placée dans une colonne 

avec fritté, est tout d’abord « humidifiée » au contact d’une solution de DCM/DMF (50/50, v/v) afin 

qu’elle puisse gonfler. Lors de la première étape, du Fmoc-Dab-OAllyl (1,2 mmol, 6 eq) et du DIEA (12 

eq) sont dissous dans du DMF anhydre, puis la solution est mise au contact de la résine sous agitation 

pendant 12 heures. Pour chaque étape de la synthèse, le réacteur est mis sous agitation mécanique à 

200 tr/min. Chaque étape est suivie d’un rinçage effectué avec du chloroforme puis avec du DMF. Le 

caping de la résine est réalisé à l’aide de DMF (5 mL) contenant 200 μL de méthanol. La solution est 

introduite pendant 15 minutes au contact de la résine. Pour réaliser le couplage des neufs autres 

acides aminés, chaque étape requiert 6 eq. de Fmoc-AA-OH, 6 eq. de HCTU et 12 eq. de DIEA dissous 

dans du DMF anhydre à température ambiante. Chaque couplage nécessite une durée d’agitation de 

1 heure. La déprotection du Fmoc s’effectue avec une solution de DMF contenant 20% de pipéridine 

et une agitation de 15 minutes. Tous les deux acides aminés couplés, de l’anhydride acétique pur est 

injecté dans la colonne et mis à agiter 10 minutes, afin d’assurer le caping des amines n’ayant pas 

réagi. Par la suite, une solution de N-méthyl-2-pyrrolidone (NMP) (6ml) /CHCl3 (0,8 mL) contenant de 

l’imidazole (0,918 g) et de l’hydroxylamine hydrochloride (1,25 g) est introduite dans le réacteur, qui 

est ensuite agité pendant 3 heures. Après couplage de la Fmoc-Thr(tBu)-OH, une suspension de 

PhSiH3 (0,4 mmol, 10 eq) et de Pd(PPh3)4 (2,28 mmol, 2 eq) dans un mélange DCM/DMF (50/50, v/v) 

est injecté. Après 3 heures, le rinçage de la résine est effectué avec du DCM, une solution de DMF 

contenant 0,5% de diethyldithiocarbamate puis par du DMF. Ensuite la résine, au contact de 7-

Azabenzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyOAP) (1,2 mmol, 6 eq), 

1-Hydroxy-7-azabenzotriazole (HOAt)  (1,19 mmol, 6 eq) et du N-méthylmorpholine (NMM) (2,6 
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mmol, 12 eq) dissous dans du DMF anhydre, est agitée pendant 12 heures. Enfin, une solution 

TFA/eau/triisopropylsilane (95/2,5/2,5, v/v/v), après 1H30 d’agitation, permet de récupérer le 

produit dans le filtrat. Pour finir, ce dernier est dilué dans 200ml d’eau, avant d’être lyophilisé. Le 

peptide est finalement purifié par chromatographie en phase inverse avec une détection à 214 nm. 

 MS (ESI+) 1 (PMB-SH) : [C54H93N15O13S], [M+2H]2+ 596,84 attendue, 596,66 trouvée.  

 MS (ESI+) 1Lys (PMBLys-SH) : *C62H109N15O13S+, *M+2H+2+ 652.90 attendue, 652.72 trouvée. 

 1H RMN 1 (PMB-SH) : Chapitre 4.I.3.2, page 119 

 1H RMN 1Lys (PMBLys-SH) : Chapitre 4.II.3.2, page 141 
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 Synthèse de la 5-(4-(maleimidohexanoamidophényl)-10,15,20-tri(4-N-II.1.3.

méthylpyridinium)porphyrin triiodide : 4 

 

La porphyrine 5-(4-aminophényl)-10,15,20-tri(4-N-méthylpyridinium)porphyrine (3) a été 

préparée en suivant le protocole établi dans le chapitre 3 (I.2.6, page 192). Une solution de DMF 

contenant la porphyrine 3 (373,3 mg, 0,353 mmol, 1 eq), l’acide 6-maléimidohexanoique (223,7 mg, 

1,059 mmol, 3 eq), du HCTU (404,3 mg, 0,977 mmol, 2.8 eq) et du DIEA (0.150 mL, 0.880 mmol, 2.5 

eq) est agité pendant 24 heures à température ambiante. Après évaporation du solvant, le produit 

est purifié par chromatographie en phase inverse. Le composé 4 est récupéré après lyophilisation 

sous forme de poudre marron, avec un rendement de 30% (132,5 mg, 0,106 mmol) 

 UV/Vis (MeOH), λmax(nm) (ε log L.mol-1.cm-1) : 428 (5.26), 519 (4.06), 556 (3.78), 593 (3.65), 

650 (3.28). 

 1H RMN (DMSOd6, 500 MHz) : δ (ppm) : 10,42 (s, 1H, NHamide) ; 9,49 (d, J = 6,5 Hz, Ho-py) ; 9,10 

(m, 8H, Hpyr) ; 9,00 (d, J = 6,5 Hz, 6H, Hm-py) ; 8,15 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ho-phe) ; 8,11 (d, J = 8,4 

Hz, 2H, Hm-phe) ; 7,05 (s, 2H, CHmaleimide) ; 4,72 (s, 9H, N+-CH3) ; 3,48 (t, J = 7,0 Hz, 2H, -CH2-N) ; 

2,50 – 1,40 (m, 8H, -CH2-) ; -2,97 (s, 2H, NH) (Chapitre 4.I.3.5, page 122) 

 MS (ESI+) : [C54H48I3N9O3], [M+H]3+ 290,46 calculée, 290.53 trouvée. 
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 Synthèse des complexes finales : 5 (P+-PMB) et 5Lys (P+-PMBLys) II.1.4.

 
Les composés conjugués 5 et 5Lys ont été obtenus en utilisant le même protocole. La 

composé 4 (41,6 mg, 33,2 μmol, 1 eq) et le peptide 1 (39,6 mg, 33,2 μmol, 1 eq) sont dissous dans du 

tampon de PBS à pH 6,5 (0,5M). Après 24 heures d’agitation à température ambiante, le produit est 

directement purifié par chromatographie en phase inverse. Le produit final est récupéré après 

lyophilisation sous forme de poudre marron avec un rendement de 72% (58,3 mg, 23,8 μmol). 

 

5 : 

 UV/vis (MeOH), λmax(nm) (ε log L.mol-1.cm-1): 427 (5,33), 519 (4,24), 556 (3,95), 594 (3,83), 650 

(3,45).  

 HRMS (ESI+) : [C108H141I3N24O16S], [M]3+ 687,3554 calculée, 687,3569 trouvée. 

 1H RMNs : Chapitre 4.I.3.7, page 124-126 

 

5Lys : 

 UV/vis (MeOH), λmax(nm) (ε log L.mol-1.cm-1): 427 (5,31), 519 (4,14), 556 (3,86), 594 (3,73), 

650 (3,36).  

 HRMS (ESI+) : [C116H157I3N24O16S], [M]3+ 724,7305 calculée, 724.7334 trouvée. 

 1H RMNs : Chapitre 4.II.3.4, page 143-145 
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 Essais biologiques II.2.

Les souches bactériennes et le protocole permettant de déterminer les CMB de chaque 

composé sont les identiques à ceux du chapitre 3 (Partie exp. Chapitre 3.I.4, page 195). 

 Photoinactivation de bactéries selon la fluence lumineuse II.2.1.

Pour S. aureus et E. coli, ~5x109 UFC sont récupérées par centrigufation (10 000tr/min 

pendant 3 minutes)  et lavées une fois à l’aide de PBS 1X. Pour P. aeruginosa, seulement ~2x108 UFC 

sont récupérées afin d’éviter l’excès de matrice extracellulaire. Ensuite, les bactéries sont incubées 

en présence de chaque PS dans un volume final de 1mL (10 μM pour  S. aureus et E. coli, et 1 μM  

pour P. aeruginosa) dans du PBS 1X pendant 30 minutes à 37 °C. Ensuite, les suspensions 

bactériennes sont centrifugées à 10 000 tr/min pendant 3 minutes à température ambiante. Le culot 

de bactéries est lavé 3 fois  à l’aide de PBS 1X. Après leur homogénéisation, les suspensions sont 

transférées dans une plaque 96 puits. La plaque est irradiée à 37 °C par la même source lumineuse 

que précédemment (LED blanches, 4,83 mW/cm²). La concentration bactérienne est régulièrement 

determinée, et le taux de survie est calculé en comparant la concentration initiale et celle après 

l’irradiation d’une certaine quantité de lumière. Quatres expériences indépendantes ont été réalisées 

pour chaque condition. 

 Cytométrie en flux II.2.2.

107 UFC de chaque souche bactérienne sont incubés en présence de chaque PS dans un 

volume final de 1mL à une concentration de 1 μM dans du PBS 1X pendant 30 minutes à 37 °C. 

Ensuite, les suspensions bactériennes sont centrifugées à 10 000 tr/min pendant 3 minutes à 

température ambiante. Le culot de bactéries est lavé à l’aide d’une solution d’eau physiologique. Les 

bactéries sont resuspendues dans 500 μL de PBS, après un ou trois lavages successifs. Avant analyse 

par cytométrie en flux, 10µl d’iodure de propidium (PI) (0,5 mg/mL) est ajouté à la suspension. Les 

émissions de fluorescence sont enregistrées par un trieur de cellule BD FACSAriaTM III (BD 

Biosciences, France).  Les porphyrines cationiques sont excitées par un laser violet à 407nm et leurs 

émissions de fluorescence sont détectées par un filtre BV711 (710/50 nm). Le PI est excité par un 

laser jaune-vert à 561 nm et ses émissions de fluorescence sont détectées par un filtre BV605 

(610/20nm). Pour les souches S. aureus et E. coli, 10 000 évènements ont été enregistrés pour 

chaque analyse, et 50 000 évènements pour celles avec P. aeruginosa. 
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 Microscopie confocale II.2.3.

107 UFC de chaque souche bactérienne sont incubés en présence de chaque PS dans un 

volume final de 1mL à une concentration de 1 μM dans PBS 1X pendant 30 minutes à 37 °C. Les 

suspensions bactériennes sont ensuite centrifugées à 10 000 tr/min pendant 3 minutes à 

température ambiante. Le culot de bactéries est lavé à l’aide d’une solution d’eau physiologique. Les 

bactéries sont resuspendues dans 500 μL de PBS, après trois lavages successifs La suspension 

bactérienne est transférée dans une chambre de culture 8 puits (NUNCTM Lab-TekTM II). La porphyrine 

est excitée par une diode UV à 405 nm, et son émission de fluorescence est observée entre 595 et 

750 nm. Les émissions de fluorescence sont analysées par un microscope confocal à balayage laser 

LSM880 (Zeiss, Allemagne). Les acquisitions sont traitées par le logiciel Zeiss Zen Lite. Les images sont 

obtenues avec un agrandissement 100X. 

 Fibroblastes II.2.4.

Les fibroblastes humains normaux (NHDF, Normal Human Dermal Fibroblasts) sont issus du 

derme humain adulte (Lonza) et sont cultivée dans du milieu de culture pour fibroblastes (FBM), 

supplémenté de 2% de sérum bovin fœtal (FBS), 0,1% d’insuline, 0,1% de gentamicine-amphotéricine 

(GA 1000), 0,1% de facteurs de croissance pour fibroblaste. Les cellules NHDF sont maintenues en 

culture à 37 °C, dans une atmosphère constituée à 95% d’humidité et à 5% de CO2. 

 Photosensibilisation de fibroblastes II.2.5.

La cytotoxicité des différents composés a été évaluée via une méthode utilisant du 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT). 100 μL d’une culture (0,5x105 

cellules/mL dans du FBM) sont introduits dans chaque puit d’une plaque 96 puits, puis sont cultivés 

pendant 48 heures. Ensuite, le milieu est retiré afin de pouvoir d’introduire les différentes solutions 

de produits actifs, à des concentrations situées entre 5 nM et 5000nM (dans du PBS 1X). Après 2 

heures d’incubation à 37 °C à l’obscurité, les cellules sont lavées trois fois à l’aide de PBS 1X, puis 100 

μL du milieu de culture sont rajoutés. Une plaque est incubée à 37 °C et sous l’irradiation lumineuse 

de LED blanches pendant 2 heures (4,83 mW/cm², 35 J/cm²). Après 24 heures à 37 °C à l’obscurité, 

du MTT est ajouté à une concentration finale de 0,5 mg/mL dans chaque puits, puis la plaque est 

incubée pendant 2 heures à 37 °C. Enfin, le milieu de culture est retiré et remplacé par 100 μL de 

DMSO, afin de dissoudre les critaux de formazan. L’absorbance de chaque puit est mésurée à 595 nm 

par un lecteur de plaque Bio-Rad iMark™. 
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 Imagerie avec les fibroblastes II.2.6.

 

 

5000 cellules sont ensemencées dans une chambre de culture 8 puits (NUNCTM Lab-TekTM II) à 37 °C, 

48h avant expérimentation. Après avoir lavé les fibroblastes avec du PBS 1X, 107 UFC préalablement 

lavées trois fois avec du PBS 1X, sont ajoutés dans chaque puit. Après 30 minutes d’incubation à 37 

°C, le surnageant est délicatement enlevé, et les puits sont lavés une fois avec du PBS 1X. Ensuite, les 

solutions de PS (500 μL, 1 μM dans le PBS 1X) sont introduites dans les puits. Après 30 minutes à 37 

°C, les puits sont lavés trois fois à l’aide de PBS, puis les analyses en microscopie confocale sont 

réalisées selon les réglages précédents (II.2.3) avec un zoom 40X 
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 III. Chapitre 5 

Les dialyses ont été réalisées à l’aide de membranes en cellulose régénérée de seuil de 

coupure 6-8 kDa (Spectrum-Labs). Les spectres infrarouges ont été obtenus à l’aide d’un photomètre 

Perkin Elmer Spectrum 1000 et de pastilles de bromure de potassium. La mesure des potentiels zeta 

a été effectuée par un appareil Malvern Zetasizer Nanoseries à l’aide de cellules DTS1070. Le dosage 

conductimètre a été suivi à l’aide d’un Thermo Scientific Orion Star A112.  

Les analyses élémentaires ont été réalisées sur un Fisons Instrument Thermoquest Flash EA 1112 

CHNS, sous une atmosphère à base d’hélium (Alphagaz 2) et d’oxygène (Alphagaz 2). Une méthode 

CHNS a été utilisée avec du BBOT en tant qu’étalon. Les données retranscrites sont issues de six 

analyses indépendantes et répétables, effectuées à l’Université d’Artois. 

 Synthèse III.1.

 Préparation des nanocristaux de cellulose : CNCsox (1) III.1.1.

 

 

Des morceaux de coton commercial (6 g) sont introduits dans une solution aqueuse (600 mL) 

contenant du (2,2,6,6-tetraméthylpiperidin-1-yl)oxyl (TEMPO) (100 mg, 0,64 mmol) et du bromure de 

sodium (900 mg, 8,75 mmol). Après avoir ajusté le pH à 10 à l’aide d’une solution d’hydroxyde de 

sodium (0,5 M), une solution à 11% en hypochlorite de sodium (12,5 mL, 1,65 g, 22,2 mmol) est 

introduite dans la suspension de coton, sous agitation. Régulièrement de l’hydroxyde de sodium est 

ajouté afin de stabiliser le pH à environ 10. Après 24 heures d’agitation à température ambiante, la 

suspension est directement dialysée à l’aide de membrane de dialyse en cellulose régénérée de seuil 

de coupure de 6-8 kDa. Ensuite, le coton oxydé est récupéré, et de l’acide chlorhydrique à 37% est 

directement ajouté afin que le volume final comprenne 10% d’acide. Le coton oxydé est hydrolysé en 

chauffant à reflux pendant 3 heures, puis la suspension est de nouveau dialysée. A l’aide de 

centrifugation successive (10 min à 3700 rpm), les nanocristaux de cellulose sont récupérés dans le 

surnageant. La densité finale est obtenue en mesurant la masse d’un échantillon lyophilisé de la 

suspension (100 mL). La concentration en acide carboxylique et le degré d’oxydation sont mesurés 

par un dosage conductimétrie (III.2.1). 

 Degré d’oxydation : 41% (2,3 mmol d’acide carboxylique par g de cellulose) 

 IR (cm-1) : 3286 (νOH) ; 2899 (νC sp
3-H); 1732 (νC=O); 1430 – 1368 (δC sp

3-H); 1335 – 1050 (δC-OH) 

 Potentiel Zeta (ζ) *± 1 mV] : - 30 mV 

 DLS : 122 ± 2 nm (PDI : 0.257 ± 0.04) 

 Analyse élémentaire : 40,13 %C, 0% N, 6,04%H 
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 Fixation de la chlorine-e6 : CNCsc6 (2) III.1.2.

 

De la purpurine-18 est extraite de l’algue Spirulina maxima, selon le protocole établi par le 

laboratoire.183 La purpurine-18 (131,3 mg, 0,23 mmol, 1 eq) est dissoute dans du chloroforme, puis la 

solution est ajoutée goutte à goutte à une autre solution de chloroforme contenant de la spermine 

(47,1 mg, 0,23 mmol, 1 eq). L’ouverture de la fonction anhydride d’acide chez la purpurine-18 (par la 

spermine) entraîne un changement de couleur, ce qui permet de suivre la réaction par spectroscopie 

UV/Vis. La disparition totale de la bande d’absorption à 706 nm indique la fin de la réaction. Après 

l’évaporation du solvant, le brut est directement redissous dans de l’eau, puis transféré dans une 

solution tampon de MES (pH 4,7) contant du 1-ethyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) 

(70 μL, 80 mg, 0,5 mmol), du N-hydroxysuccinimide (NHS) (50,2 mg, 0.44 mmol), et des nanocristaux 

de cellulose oxydée CNCsox (1) (200 mg, 0,464 mmol d’acide carboxylique). Après 24 heures 

d’agitation à température ambiante, la suspension est dialysée comme précédemment afin de 

récupérer les nanocristaux de couleur verte (CNCsc6 (2)). L’analyse élémentaire permet d’estimer la 

quantité de chlorine greffée (III.2.2). 

 Degré de substitution : 19% (92% de rendement) 

 IR (cm-1) : 2930 (νCsp
2-H); 1600 (νC=C) 

 Potentiel Zeta (ζ) *± 1 mV] : - 12 mV 

 Analyse élémentaire : 51,25 %C, 3,05% N, 7,19 %H 

 UV/Vis (Chlorine-e6-spermine dans chloroforme) (nm) : 402 (Soret), 503, 532, 610, 668 
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 Greffage de la polymyxine B sur les nanocristaux : CNCsc6-PMB (3) III.1.3.

 Du sulfate de polymyxine B (151,8 mg, 0,117 mmol) est directement ajouté à une solution 

tampon de MES (pH 4,7) contenant de l’EDC (35 µL, 40 mg, 0.3 mmol), du NHS (24.7 mg, 0.21 mmol), 

et les nanocristaux CNCsc6 (2) (0,232 mmol théorique d’acide carboxylique). Après 24 heures 

d’agitation à température ambiante, la suspension est de nouveau dialysée afin d’obtenir les 

nanocristaux finales (CNCsc6-PMB (3)). 

 Degré de substitution : 12% (75% de rendement) 

 IR (cm-1) : 2930 (νCsp
2-H); 1650 (νC=O); 1600 (νC=C) 

 Potentiel Zeta (ζ) *± 1 mV] : - 1 mV 

 Analyse élémentaire : 48,49 %C, 4,79% N, 6,89 %H 
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 Obtention de CNCsPMB (4) III.1.4.

 

Du sulfate de polymyxine B (151,8 mg, 0,117 mmol) est directement ajouté à une solution 

tampon de MES (pH 4,7) contenant de l’EDC (35 µL, 40 mg, 0.3 mmol), du NHS (24.7 mg, 0.21 mmol), 

et des nanocristaux de cellulose oxydée CNCsox (1) (200 mg, 0,464 mmol d’acide carboxylique). Après 

24 heures d’agitation à température ambiante, la suspension est de nouveau dialysée afin d’obtenir 

les nanocristaux recouverts de polymyxine B (CNCsPMB (4)). 

 Degré de substitution : 20% (95% de rendement) 

 IR (cm-1) : 1650 (νC=O) 

 Potentiel Zeta (ζ) *± 1 mV] : - 3 mV 

 Analyse élémentaire : 39,09 %C, 4,05% N, 5,37 %H 
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 Analyses III.2.

 Dosage conductimétrique de CNCsox (1) III.2.1.

Des nanocristaux de cellulose oxydée CNCsox (1) (w=70,3 mg) sont dispersés dans une 

solution d’acide chlorhydrique (70 mL, 0,01M) et agités pendant 10 minutes. La conductivité de la 

suspension est suivie pendant l’ajout régulier d’une solution titrée d’hydroxyde de sodium (c=0,0109 

M). Les anions hydroxyles HO- vont tout d’abord réagir avec l’excès d’oxonium H3O+, ce qui entraîne 

une diminution linéaire de la conductivité jusqu’à un volume appelé V1. Au-delà de ce volume, les 

anions hydroxyles réagissent avec les acides carboxyliques des nanocristaux, ce qui n’entraîne 

aucune variation de conductivité. Au-delà d’un volume appelé V2, les anions seront en excès, 

entraînant une nouvelle augmentation linéaire de la conductivité. En traçant la conductivité en 

fonction du volume de soude et les différentes tangentes associées, on obtient les valeurs V1  et V2 

(Figure 153). 

50 55 60 65 70 75 80

0,55

0,60

0,65

0,70

0,75

0,80

0,85

V
2

C
o
n
d
u
c
ti
v
it
é
 (

m
S

.c
m

-1
)

Volume NaOH (mL)

V
1

 

Figure 153. Dosage conductimétrique des nanocristaux de cellulose oxydée par de l'hydroxyde de sodium 

Finalement, le degré d’oxydation (D.O) et la quantité d’acide carboxylique (nacide) sont obtenus par les 

formules suivantes358 : 

    
           

            
                               

        

 
 

Équation 9. Calcul du degré d'oxydation (D.O) et de la quantité d'acide carboxylique (nacide en mmol/g) pour 

CNCsox (1) 
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 Estimations des degrés de substitution III.2.2.

En prenant en compte les quantités de matière utilisées lors des greffages, les degrés de 

substitutions (DS) maximum sont calculés et présentés dans le Tableau 2. L’excès d’EDC entraîne 

l’apparition des produits secondaire de type N-acylisourée, ne permettant que d’obtenir des 

estimations des différents degrés de substitutions. 

Tableau 2. Composition maximum possible pour chaque nanocristaux (DS théoriques). Chaque abréviation 

représente un diffèrent monomère : « COOH » pour les monomères portant un acide carboxylique, « OH » pour 

ceux portant un hydroxyle, « c6 » pour ceux portant une chlorine-e6-spermine, « PMB » pour ceux portant une 

polymyxine et enfin « N-acyl » pour les produits secondaires. 

 COOH OH c6 PMB N-acyl somme 

CNCsox (1) 0,41 0,59 0 0 0 1 

CNCsc6 (2) 0,15 0,59 0,21 0 0,05 1 

CNCsc6-PMB (3) 0 0,59 0,21 0,15 0,05 1 

CNCsPMB (4) 0,15 0,59 0 0,21 0,05 1 
 

A partir de ces DS théoriques, des analyses élémentaires sont calculées (Tableau 3) 

Tableau 3. Analyses élémentaires théoriques des différents nanocristaux (calculées avec ChemBioDraw®) 

 C H N O 

CNCsox (1) 43,0 5,5 0,000 51,4 

CNCsc6 (2) 48,4 6,2 3,306 42,1 

CNCsc6-PMB (3) 50,3 6,7 5,610 37,4 

CNCsPMB (4) 46,5 6,4 4,217 42,9 
 

Enfin, les estimations des DS sont obtenues en utilisant la formule suivante : 

                 
                            

                         
 

Équation 10. Calcul des DS 

Tableau 4. Estimations finales des DS 

 c6 PMB 

CNCsc6 (2) 0,19 0 

CNCsc6-PMB (3) 0,19 0,12 

CNCsPMB (4) 0 0,20 
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 Production d’oxygène singulet suivie par photooxydation du diméthylanthracène III.2.3.

Les nanocristaux sont suspendus dans une solution de DMF de qualité spectroscopique (3 

mL) (CNCsox (1): 0,164 mg/mL ; CNCsc6 (2): 0,129 mg/mL ; CNCsc6-PMB (3): 0,191 mg/mL ; CNCsPMB (4): 

0,164 mg/mL). 60 μL d’une solution fraiche de diméthylanthracène (DMA) dans du DMF (4,85 mM) 

est placé dans une cuve en quartz avec la suspension de nanocristaux. La photooxydation du DMA 

est suivie en observant l’absorbance (A) de la bande à 380 nm au cours du temps, sous irradiation 

lumineuse (850 LUX, λ= 400 – 690 nm) et sous vive agitation. Enfin, la production d’oxygène singulet 

est observée en traçant la courbe Ln (AO/A) au cours du temps, ainsi que les régressions linéaires 

associées. 

 

Figure 154. Photooxydation du diméthylanthracène (DMA, 95 μM) sous irradiation lumineuse (850 LUX) et au 

contact des différents nanocristaux dans le DMF: CNCsox 1 (0,164 mg/mL), or CNCsC6 2 (0,129 mg/mL), or 

CNCsC6-PMB 3 (0,191 mg/mL), or CNCsPMB 4 (0,164 mg/mL). Trois expériences indépendantes ont été réalisées 

pour chaque condition.  
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 Essais biologiques III.3.

Les souches bactériennes utilisées sont identiques aux chapitres précédents (Chapitre 3.I.4.1, 

page 195). Pour ces expériences, une souche de S. epidermidis (ICP109562, Institut Pasteur) a été 

rajoutée. 

 Test de diffusion III.3.1.

Une suspension de P. aeruginosa (1mL à ~2.105 UFC/mL) est déposée et étalée sur une gélose à base 

de bouillon Tryptone Soja et d’Agar, dans une boite de Pétri. Après imprégnation de la gélose, des 

puits sont formés sous le poste de sécurité microbiologique (PSM). Les suspensions de nanocristaux 

portant de la polymyxine B (100 μL) sont déposées dans les puits. La boite de Pétri est placée à 

l’étuve à 37 °C pendant 24 heures. Contrairement à la polymyxine B fixée, le peptide libre contenu 

dans les puits diffuse à travers l’agar et inhibe les bactéries à la surface. Ainsi, si un puit contient de la 

polymyxine à l’état libre, un halo clair apparait autour du puit, alors que l’absence de ce halo indique 

la fixation du peptide sur les nanocristaux. 

   

Figure 155. Exemple d'un test de diffusion. 
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 Incubation de bactéries en contact avec les nanocristaux III.3.2.

Avant toute utilisation, les suspensions de nanocristaux sont pasteurisées dans une étuve à 

70 °C pendant la nuit. Cette exposition à la chaleur ne semble pas entraîner de relargage de la 

polymyxine B (test de diffusion). Des suspensions bactériennes (750 μL à 105 UFC/mL pour P. 

aeruginosa, et à 2.104 UFC/mL pour E. coli, S. aureus et S. epidermidis) sont déposées dans les puits 

d’une plaque 24-puits (BD Falcon). 250 μL de suspension des différents nanocristaux est ajouté aux 

puits. Différentes concentrations ont été utilisées : 0,062 mg/mL, 0,026 mg/mL, et 0,006 mg/mL de 

CNCsox (1), 0,129 mg/mL, 0,054 mg/mL, et 0,013 mg/mL de CNCsc6 (2), 0,191 mg/mL, 0,080 mg/mL, et 

0,019 mg/mL de CNCsc6-PMB (3), 0,102 mg/mL, 0,043 mg/mL, et 0,010 mg/mL de CNCsPMB (4), 0,062 

mg/mL, 0,026 mg/mL, et 0,006 mg/mL de PMB libre. Une plaque est incubée à 37 °C sous une faible 

agitation (200 tr/min) et sous irradiation lumineuse de LED blanche pendant 15 heures. La puissance 

de l’irradiation est de 0,8 mW/cm2 (soit un travail de 43,2 J/cm²). Une plaque identique est préparée 

et incubée dans les mêmes conditions, mais à l’obscurité. Après le temps d’incubation, des dilutions 

en série sont préparées à partir de chaque puit de chaque plaque. Ces dilutions sont ensemencées 

sur des géloses à base de bouillon Tryptone Soja et d’Agar. Après une incubation à 37 °C pendant 24 

heures, les colonies présentes sur chaque gélose sont dénombrées, afin de calculer la concentration 

initiale de chaque puit (UFC/mL). Etant donné le protocole utilisé, la plus faible concentration 

observable est de 300 UFC/mL. Pour chaque condition, six expériences indépendantes ont été 

réalisées. 

   

Figure 156. Exemple d'une plaque 24-puits, après incubation 
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 Microscopie confocale III.3.3.

200 µL de suspension sont ajoutés à 1 mL de suspension bactérienne dans de l’eau 

physiologique (~107 UFC/mL). Les concentrations utilisées sont : 0,006 mg/mL pour CNCsox (1), 0,013 

mg/mL pour CNCsc6 (2), 0,019 mg/mL pour CNCsc6-PMB (3), 0,010 mg/mL pour CNCsPMB (4), 0,006 

mg/mL pour la PMB libre. Ensuite, 3,6 µL d’un mélange fraichement préparé de LIVE/DEAD® 

BacLight™ sont directement ajoutés à la suspension. Après 15 minutes à température ambiante, la 

suspension est transférée dans un NUNCTM Lab-TekTM II. Le fluorochrome SYTO9 (inclus dans le 

mélange) est excité par un laser à 488 nm, et son émission de fluorescence est observée entre 499 et 

570 nm. L’iodure de propidium est excité par un laser jaune à 561 nm, et son émission de 

fluorescence est observée entre 596 et 712 nm. Les émissions sont analysées par un microscope 

confocal à balayage laser LSM880 (Zeiss, Allemagne). Les acquisitions sont traitées par le logiciel Zeiss 

Zen Lite. Les images sont obtenues avec un agrandissement 100X. 
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Inhibition de souches bactériennes par de nouveaux composés photosensibles conjugués à la 
polymyxine B 

L’émergence de nouvelles souches bactériennes résistantes a signé la fin de l’« âge d’or » des 
antibiotiques. L’organisation mondiale de la santé a reconnu l’imminence des problèmes associés à ces 
nouvelles bactéries, qui engendrent de nouveau une mortalité en augmentation. Afin de palier à ce 
problème, de nouvelles alternatives aux antibiotiques sont envisagées par les chercheurs à travers le 
monde. La thérapie photodynamique antimicrobienne est l’une de ces alternatives. Elle a su se 
démarquer grâce à son incapacité à induire la résistance bactérienne. Alors que les résultats furent 
initialement très prometteurs contre les bactéries Gram positif, une moins bonne sensibilité fut 
rapidement observée de la part des bactéries Gram négatif. Afin d’augmenter le potentiel antibactérien 
de cette technique, diverses stratégies furent élaborées comme l’utilisation de photosensibilisateurs 
cationiques, l’ajout d’un agent de ciblage, ou la présence d’un agent de perméabilisation membranaire. 
L’un de ces agents est la polymyxine B, un peptide antimicrobien qui arbore une très bonne affinité avec 
les bactéries Gram négatif. Dans cette étude, nous avons voulu associer chimiquement différents 
photosensibilisateurs avec des dérivés de polymyxines B de façon covalente, par l’intermédiaire d’un bras 
« spacer » ou d’une plateforme. L’association de ces deux familles de molécules a permis d’élaborer de 
nouveaux composés qui ont démontré une activité photobactéricide accrue contre un large spectre de 
bactérie. De plus, ces composés ont montré une affinité augmentée pour les bactéries, ce qui permettra 
de réduire les effets secondaires sur les cellules humaines. Cette étude confirme l’importance d’utiliser 
des peptides antimicrobiens afin d’améliorer la thérapie photodynamique. Ces travaux seront approfondis 
afin de permettre la création de nouveaux traitements dermatologiques basées sur cette nouvelle 
thérapie et efficaces contre un large spectre de souche bactérienne 

Mots-clés : thérapie photodynamique antimicrobienne, photosensibilisateur, peptide antimicrobien, 
bactérie, porphyrine, chlorine, cellulose, nanocristal, cationique, polymyxine 

Bacterial inhibition through innovative photosensitizers conjugated to polymyxin B 

Despite advances achieved over the last decade, infections caused by multi-drug resistant bacterial strains 
are increasingly important societal issues that need to be addressed. New approaches have already been 
developed in order to overcome this problem. Photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT) could 
provide an alternative to fight infectious bacteria. Interesting results have been obtained against Gram-
positive bacteria, but it also appeared that Gram-negative strains were less sensitive to PACT. Enhanced 
efficacy against Gram-negative bacteria had been previously obtained following three differents 
strategies, which are respectively the use of cationic photosensitizers, photosensitizers bound to 
antimicrobial peptides, or a membrane disrupting agent. Polymyxin B is an antimicrobial peptide, known 
as the “last-line” treatment against Gram-negative resistant strains, which has already been used as a 
disrupting agent in order to improve PACT. In addition of this enhancement, this peptide is known for its 
strong interaction for Gram-negative bacteria. Thus, in this work, we designed differents coumpounds, 
consisting of a photosensitizer covalently attached to derivatives of polymyxin B, through a spacer or a 
chemical platform. These combinations have led to the creation of novel compounds which have shown 
highly photobactericidal activities against a wide spectrum of bacteria. Moreover, these compounds 
present enhanced affinity for bacteria, which should significantly reduce side effects on mammalian cells. 
This study confirmed the importance of using antimicrobial in order to target bacterial strains. Thus, such 
results may allow the creation of novels PACT-based dermatological treatments efficient against a wide 
spectrum of bacterial strains. 

Keywords : photodynamic antimicrobial chemotherapy, porphyrin, polymyxin, antimicrobial peptide, 
photosensitizer, chlorin, cellulose, nanocrystal, cationic, bacteria 

 


