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Nota Bene 

Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont été menés au laboratoire UMR INSERM 1078 

Génétique, Génomique et Biotechnologies (GGB), dans l’équipe « Gene Transfer and 

Combined therapeutic Approachs » (GTCA) dirigée par le Pr. Tristan Montier sous la direction 

du Dr Tony Le Gall. Dans cette équipe, les thérapies à visée curative et antimicrobienne 

associées à la Mucoviscidose font partie des principaux sujets d’étude. 

Le manuscrit est rédigé en différentes sections selon le plan suivant : Introduction, Résultats, 

Discussion & perspectives et Conclusion. À noter toutefois qu’il n’y a pas de section 

« Matériels et Méthodes » car, dans la section « Résultats », chaque partie contient un matériels 

et méthodes et est associée à des références qui leur sont propres.  

La plupart des figures/tableaux ont été repris d’après les données de la littérature. La mention 

« D’après » fait référence aux figures qui ont été traduites et retravaillées. Les figures ne 

présentant pas cette mention sont des figures originales, réalisées au moyen des logiciels 

Microsoft Powerpoint©, BioRender, Microsoft Excel©, Chemdraw© et Prism 7©.  

Dans ce travail, il est important de distinguer le modèle d’étude, les infections 

bronchopulmonaires, et la pathologie dans laquelle elles sont étudiées, la Mucoviscidose. La 

thérapie photodynamique (PDT) et la Mucoviscidose sont deux thématiques dont les 

ressources bibliographiques sont très denses. Ce travail est réalisé sans la prétention de vouloir 

lister de manière exhaustive les travaux associés à ces deux sujets. 

Le terme « complexe du Ruthénium » est abrégé sous l’appellation suivante « [Ru(II)] ». Dans 

la littérature, l’utilisation d’un « photosensibilisateur » (PS) appliqué dans le cadre d’une PDT 

est souvent mentionnée sous l’appellation suivante : « PS-PDT ». Cette même dénomination 

sera employée dans le présent document.  

Note de confidentialité et diffusion : ce mémoire présente plusieurs parties rédigées sous 

forme de manuscrits en préparation et destinées à être publiés dans des journaux à comité de 

lecture. À ce titre, afin d'éviter tous problèmes de publication, ce mémoire ne devra pas être 

diffusé par l'université ou un tiers avant que les dits manuscrits n'aient été publiés. 
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PREAMBULE 

La propagation de bactéries (multi-)résistantes est causée par l’utilisation répétée et inadaptée 

des antibiotiques. Elle est considérée comme l’une des préoccupations majeures en santé 

publique. Le développement de nouveaux antiinfectieux, basés sur des mécanismes d’action 

alternatifs, permettrait de diminuer considérablement les impasses thérapeutiques 

actuellement rencontrées.  

La thérapie photodynamique (PDT) est une stratégie émergente, faisant intervenir une 

molécule photosensible, une source lumineuse et de l’oxygène, dans le but de produire des 

espèces réactives de l’oxygène. Principalement utilisée dans les applications anticancéreuses, 

elle s’avère également intéressante dans le domaine de l’antimicrobien. De plus la 

photoinactivation de divers microoganismes, notamment des pathogènes pulmonaires 

(procaryotes comme eucaryotes), a déjà fait l’objet de plusieurs études. 

Certaines pathologies, telle que la Mucoviscidose (Cystic Fibrosis ; CF), sont des modèles 

particulièrement intéressants pour étudier les infections bronchopulmonaires. L’amélioration 

de la prise en charge des patients CF a considérablement amélioré leur qualité et espérance de 

vie. Cependant, le déclin progressif des fonctions respiratoires s’intensifie en raison de la 

persistance des infections bronchopulmonaires. L’antibiothérapie appliquée peut être 

compromise en raison de nombreux dérèglements physiologiques spécifiques des patients CF.  

Peu d’études ont mis en évidence la pertinence d’une application PDT avec les contraintes 

physiologiques et anatomiques rencontrées chez les patients CF. Envisager cette application 

chez l’Homme nécessite le développement de modes d’administration thérapeutiques 

innovants, à la fois de la molécule d’intérêt (PS) et de la lumière.  

Au cours de cette thèse, l’utilisation de la PDT a été évaluée dans le contexte pathologique de 

la Mucoviscidose en prenant en compte les dérèglements physiologiques (pH, salinité, 

oxygénation) et les barrières biologiques (mucus, biofilms) spécifiques de la maladie. Par la 

suite, des mises au point de modes d’administrations (PS et lumière) ont été réalisées en vue 

d’une application chez l’animal. Enfin, la compatibilité de la PDT avec d’autres thérapies 

(antibiothérapie, thérapie génique) a été étudiée.  
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INTRODUCTION 

 

Ce travail de thèse consiste en l’évaluation de l’efficacité de la thérapie photodynamique 

(abrégée PDT pour « Photodynamic Therapy » dans ce manuscrit) comme stratégie 

antimicrobienne dans le cadre des infections bronchopulmonaires chroniques. Dans la 

première partie de cette introduction, les différentes avancées, les principes d’utilisation et les 

applications associées à la PDT seront évoqués.  La deuxième partie décrira la maladie ciblée, 

la Mucoviscidose, avec une présentation générale de la pathologie, de ses manifestations 

cliniques et des pistes thérapeutiques associées. Enfin, dans une troisième partie, des éléments 

clés de la littérature permettront d’évaluer le potentiel de la PDT comme stratégie 

antimicrobienne dans le cadre de la Mucoviscidose. 

I. La thérapie photodynamique 

L’innovation dans la synthèse de nouvelles molécules thérapeutiques est un processus long et 

coûteux pour le domaine pharmaceutique. Le champ thérapeutique, les mécanismes d’action, 

les voies d’administration et l’efficacité sur le long terme sont des critères essentiels pour 

évaluer l’originalité, la robustesse et la pertinence clinique de nouvelles stratégies. Parmi ces 

dernières, la PDT est en plein essor pour de multiples applications. 

1. Principes et généralités des thérapies basées sur la lumière 

Les thérapies basées sur l’utilisation de sources lumineuses sont reconnues pour leurs 

nombreux bénéfices sur la santé. De l’héliothérapie à la photothérapie moderne, la 

complexification de ces thérapies a mené in fine à l’utilisation de molécules photosensibles 

dans de nombreux domaines.  

1.1. Historique  

Aux temps des Pharaons, de nombreuses civilisations pratiquaient des cultes dédiés au soleil 

et à ses bienfaits sur la santé (Figure 1). De la même façon, les Grecs et Romains avaient 
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coutume d’appliquer des « bains de soleil » dans le but limiter l’aggravation de certains maux 

comme les affections cutanées. Jusqu’au XIXème siècle, l’exposition prolongée au soleil, 

nommée héliothérapie, était la seule forme de photothérapie pratiquée [1]. 

 

Figure 1. Photothérapie dans l’Égypte ancienne | (A) Fresque représentant un culte dédié au soleil. (B) Le papyrus 

Ebers mentionnant l’utilisation de la photothérapie [2]. 

Les avancées scientifiques dans le domaine de l’optique ont permis de mieux comprendre 

l’intérêt thérapeutique de la lumière. Newton l’a défini comme étant composée de particules 

ou de corpuscules ; Christian Huygens, en 1678, compléta cette définition en précisant que la 

lumière est une onde se propageant à la perpendiculaire de la direction de son mouvement 

[3]. Son caractère polychrome fut démontré par Isaac Newton avec l’utilisation d’un prisme. 

Par effet de diffraction, celui-ci décompose la lumière blanche en un mélange de plusieurs 

couleurs, définissant le spectre visible que l’Homme est capable de percevoir. À cette époque, 

l’héliothérapie était utilisée comme traitement dans le cadre de l’œdème, le rachitisme, les 

rhumatismes, la paralysie et les faiblesses musculaires. Par la suite, d’autres domaines du 

spectre ont été utilisés, comme les ondes infrarouges (IR) et les ultraviolets (UV), identifiées 

par Frederick Herschel (1800) et Johann Ritter (1801). A la fin du XIXème siècle, ces avancées 

ont permis à Arthur Downes et Thomas Blunt de démontrer que l’effet antimicrobien observé 

par héliothérapie était dû aux rayonnements UV présents dans la lumière blanche. Cette 

découverte a marqué le début de la photothérapie à spectre réduit dans le domaine médical, 

qui, par la suite, a mené au développement de photothérapies plus complexes et plus ciblées 

[4]. 
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1.2. Modernisation de la photothérapie  

Les premières utilisations en médecine moderne de la photothérapie ont débuté fin du 

XIXème, lorsque le prix Nobel de médecine fut décerné à Nils Finsen (1903) pour sa 

contribution dans le traitement de maladies à base d’irradiations lumineuses, telles que la 

lumière rouge comme traitement contre la variole ou encore les UV contre le lupus vulgaire 

(Lupus vulgaris) (Figure 2) [5,6].  

 

Figure 2. Contribution des travaux du Dr Finsen sur la photothérapie | À gauche : Dane Nils Ryberg Finsen (1860-

1904), prix Nobel de Médecine et Physiologie pour sa contribution au développement de traitements par lumière 

condensée [1]. À droite : Traitement du lupus par photothérapie à l'aide d'un condensateur d'onde lumineuse 

(Lampe Finsen) [7].  

Par la suite, des études ont démontré que la photothérapie pouvait agir sur certains pigments 

du corps humain qualifiés de « molécules photosensibles ». Ainsi, dans le cadre de la jaunisse 

néonatale, la photothérapie a démontré des effets détoxifiants en réduisant considérablement 

l’accumulation de bilirubine, un produit de dégradation de l’hème sécrété par les érythrocytes. 

L’action photochimique résulte d’une photoisomérisation de ce pigment nocif en formant un 

isomère non toxique et facilement éliminé par le corps [4,8]. Ces observations ont contribué à 

l’essor de la photothérapie moderne, nommée la thérapie photodynamique (PDT), mettant en 

avant l’intérêt thérapeutique d’une onde lumineuse sur une molécule qualifiée de 

« photosensibilisateur » (PS).  

Hermann von Tappeiner et Albert Jesionek ont été les premiers scientifiques à démontrer 

l’effet thérapeutique d’une « réaction photodynamique ». Cette dernière fut obtenue en 
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combinant une molécule photosensible (l’éosine) et une source lumineuse (la lumière du jour) 

pour traiter six patients atteints de carcinome basocellulaire (CBC). Ils ont défini cette réaction 

comme un processus photochimique lié à l’absorption lumineuse du PS en présence d’oxygène 

[9]. Le diagramme de Jablonski permet d’illustrer cette réaction (Figure 3). 

 

Figure 3. Représentation simplifiée d’un diagramme de Jablonski décrivant les mécanismes photochimiques et 

photophysiques menant à la production de ROS | 1PS : PS à l’état fondamental en énergie ; 1PS* : PS à l’état 

singulet excité ; 1PS* : PS à l’état triplet excité ; R : molécule réduite ; R●+ : molécule oxydée ; 1O2 : oxygène singulet 

; 3O2 : oxygène moléculaire à l’état fondamental ; O2●- : anion superoxyde ; H2O2 : peroxyde d’hydrogène ; HO●- : 

radical hydroxyle ; CI : conversion interne ; CIS : croisement intersystèmes. (Figure issue de la revue présentée dans 

la partie suivante (Cf Introduction, partie I, 2.3.) [10]. 

De façon générale, le PS se situe à un niveau d’énergie stable, nommé « état singulet 

fondamental ». À la suite d’une illumination, l’absorption d’un photon va permettre au PS 

d’acquérir de l’énergie en passant de l’état fondamental (1PS) à un premier état singulet très 

réactif (1PS*). L’excès d’énergie va ensuite être transformé (i) par conversion interne (CI) sous 

forme de chaleur et/ou par émission de fluorescence, afin que le PS puisse retourner à un état 

fondamental ; ou (ii) par croisement intersystème (CIS) en passant par un état intermédiaire 

dit état « triplet » (PS3*). Ce dernier a comme particularité d’avoir une longue demi-vie et est 

le principal médiateur des phénomènes de photosensibilisation en déclenchant deux types de 

réactions photochimiques : les mécanismes de type I et II [11]. La première réaction a lieu 

lorsque le triplet capture un électron libre d’une molécule réduite (R) pour réaliser un transfert 

d’électron vers de l’oxygène à l’état fondamental (O2). Cette réaction est à l’origine de la 

formation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). Ces dernières sont le résultat de trois 

réductions successives menant à la formation d’anion superoxyde (O2•−), puis de peroxyde 
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d’hydrogène (H2O2) et enfin, de radical hydroxyle (HO•). La seconde réaction génère un 

transfert d’énergie direct à l’oxygène dissout (3O2), ce qui induit la formation d’oxygène 

singulet (1O2). Une fois ces réactions photochimiques réalisées, le PS revient ensuite à son état 

initial et peut ainsi produire une réaction de novo [12]. Par définition, la réaction PDT engendre 

ces deux mécanismes photochimiques en présence de fortes concentrations en oxygène. 

Cependant, Hamblin M. et al., ont récemment défini un mécanisme PDT de type III comme 

étant une réaction photochimique indépendante de celui-ci [13].  

La formation de ROS et de 1O2 peut procurer des effets thérapeutiques intéressants, au vu de 

leurs multiples sites d’action [14,15]. Néanmoins, le type d’application, la source lumineuse, 

la nature du PS et les conditions environnantes sont des éléments déterminants pour obtenir 

les effets thérapeutiques souhaités [16].  

1.3. Photosensibilisateurs (PS) et propriétés photophysiques 

Les PS sont des molécules capables, sous l’effet d’une excitation lumineuse, d’initier les 

réactions photochimiques décrites précédemment. De façon générale, la durée de vie de l’état 

triplet excité a longtemps été considéré comme l’un des paramètres majeurs qualifiant un PS 

comme étant efficace. En effet, plus la durée de vie de cet état excité est importante, meilleur 

est le rendement des réactions photochimiques. Cependant, la découverte et le développement 

de nouvelles molécules ont permis d’identifier davantage de paramètres critiques. 

1.3.1. PS de 1ère et 2ème génération 

Au cours des dernières décennies, la synthèse de PS s’est intensifiée. Initialement, les PS de 1ère 

génération regroupent les dérivés d’hématoporphyrine (HpD) dont le principal représentant 

est le Porfimère sodique I (Photofrin®) (Figure 4) [17]. La FDA (« Food and Drug 

Administration ») a approuvé son utilisation pour le traitement par PDT des patients atteints 

de cancer de la vessie, du poumon (type Cancers Bronchiques Non à Petites Cellules CBNPC) 

et plus récemment, de l’œsophage de Barrett [18]. Le Photofrin® présente l’avantage d’être 

bien toléré aux doses cliniques actuelles et d’être soluble dans l’eau ; cependant, son absorption 

limitée à la longueur d’onde 630 nm (lumière rouge), son degré de bioaccumulation, et sa 

longue demi-vie donnent lieu à une toxicité non négligeable. Il entraîne notamment une 
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photosensibilisation1 cutanée pendant plusieurs semaines [19]. Par la suite, les PS de deuxième 

génération ont été développés. Ils sont caractérisés par (i) de meilleures propriétés 

photophysiques (rendement plus élevé de 1O2) et pureté chimique, (ii) une meilleure 

pénétration dans les tissus profonds et (iii) moins d’effets secondaires [19,20]. Ils sont divisés 

en plusieurs groupes, dont les principaux sont l’acide 5-aminolevulinique (5-ALA), les dérivés 

de porphyrine (Lutetium texaphyrines et benzoporphyrines), phthalocyanines 

(Naphthalocyanines et Zinc phthalocyanines), les chlorines (Tetra(m-

hydroxyphenyl)chlorine) et les dérivés de produits de dégradation de la chlorophylle a 

(Figure 4) [20]. 

 

Figure 4. Exemples de PS de 1ère et 2ème générations utilisés en PDT | Porfimère sodique (Photofrin®), Acide 5-

aminolévulinique (5-ALA, précurseur de porphyrine), et méta-Tétra(hydroxyphényl)chlorine (m-THPC, 

Témoporfine, Foscan®).  

1.3.2. PS de nouvelle génération 

Les PS de troisième génération sont caractérisés par la conjugaison des PS de deuxième 

génération avec d’autres molécules comme des anticorps, des hydrates de carbone, des acides 

aminés et des peptides, ou par encapsulation, avec par exemple des liposomes, des micelles, 

des polymères et autres nanoparticules, pour améliorer la délivrance des PS [19,21–23]. De 

plus, les fonctionnalisations, avec par exemple, des groupements acide carboxylique, amine, 

ester et autres ont été utilisés dans le but d’entraîner une ionisation et/ou une dissociation des 

PS dans un milieu spécifique (température, pH, concentration en sels) [24]. Actuellement, la 

majorité des PS testés sont sous forme de nanoparticules. Par exemple, la « métallisation des 

PS » a participé à leur optimisation, notamment par couplage d’un ion métallique central 

                                                      
1 Photosensibilisation (dans ce contexte) : sont des réactions (immunitaires, allergiques) liées à la phototoxicité.  
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chélaté. Parmi ces derniers, les métaux de transition (cuivre (II), cobalt (II), fer (II) et zinc (II)), 

les métaux de post-transition (Al, Sn) et les métalloïdes (Si), sont capables d’améliorer 

fortement les propriétés photophysiques de certains PS macrocycliques [25]. De plus, le 

couplage de métaux nobles aux PS conditionne leur spécificité d’action sur la zone traitée [26]. 

Dernièrement, les matériaux photosensibles à base de carbone (oxyde de graphène et 

nanotubes de carbone) mais aussi les matériaux inorganiques (les « quantum dots » et 

les nanoparticules d’oxyde métallique) sont de plus en plus utilisés pour leur biocompatibilité, 

leur dispersibilité et leur photostabilité [10]. Les originalités chimiques des PS développés dans 

le but d’une application antimicrobienne seront détaillées plus tard (Cf Section Introduction, 

Partie I, 2.3.). 

1.4. Sources lumineuses 

L’innovation de la PDT passe par l’amélioration des propriétés des PS mais également par le 

développement de modèles d’illumination.  

1.4.1. Biophotonique 

Toutes les sources lumineuses peuvent naturellement convertir l’énergie induite en lumière. 

Celles-ci sont répertoriées en deux groupes distincts : les sources lumineuses dites 

« incohérentes » et celles dites « cohérentes ». L’expérience des fentes de Young repose 

notamment sur la cohérence spatiale d’un faisceau lumineux et permet ainsi de discriminer 

ces deux groupes. Si le faisceau, après avoir passé les deux fentes, ne permet pas l’apparition 

de frange d'interférence, alors la lumière est dite « incohérente spatialement ». C’est le cas 

notamment des lumières polychromiques, telles que la lumière solaire ou celle émise par une 

ampoule halogène. Dans ce cas, la génération de lumière se produit par émission spontanée et 

les photons sont émis de façon aléatoire par les atomes excités. Les rayonnements ainsi 

produits se propagent dans toutes les directions. Dans le cas d’une thérapie lumineuse, les 

sources dites cohérentes, qualifiées de monochromes et directionnelles, sont davantage 

compatibles. En effet, d’une part, l’apport d’énergie lumineuse, nécessaire pour le 

déroulement des différentes réactions photochimiques, est plus importante ; d’autre part, les 

interactions fondamentales de la lumière avec les tissus, à savoir la réfraction, la réflexion, la 
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dispersion et l’absorption, sont mieux maitrisées. Ces dernières définissent les principes 

fondamentaux de la biophotonique. 

Les principales molécules hautement absorbantes dans les tissus comprennent l’eau, 

l’oxyhémoglobine, la désoxyhémoglobine, la mélanine et les cytochromes (Figure 5). Lorsque 

l’absorption de la lumière se produit, le rayonnement absorbé est principalement converti en 

chaleur par le chromophore. Cette capacité d’absorption est définie par la profondeur de 

pénétration optique (δ) (Equation (1)). La diffusion et l’absorption de la lumière dans les tissus 

sont quantifiées par les coefficients de diffusion réduit (µ’s) et d’absorption (µa) [27].  

𝑬𝒒𝒖𝒂𝒕𝒊𝒐𝒏 (𝟏) ∶ δ = 1/√3µ𝑎  (µ′𝑠 +  µ𝑎) 

Selon le tissu ciblé et son degré de pigmentation, µ’s et µa varient, ce qui témoigne d’une 

différence de pénétration et distribution de la lumière dans l’aire ciblée. Par ailleurs, dans les 

tissus, la profondeur de pénétration optique (δ), i. e. la distance à laquelle l’intensité lumineuse 

se réduit à 0,37 de l’intensité initiale, est fortement dépendante de la longueur d’onde (δ < 0,5 

mm à 400–430 nm, δ ≤ 1 mm à 500 nm, δ ≤ 2–3 mm à 630 nm et δ ≤ 5–6 mm à 700–800 nm). 

Ainsi, plus la longueur d’onde utilisée tend vers l’infrarouge, plus la pénétration lumineuse à 

travers les tissus est importante. (Figure 5). 

 

Figure 5. Schématisation des propriétés optiques des tissus biologiques | (A) Coefficients d’absorption de 

plusieurs constituants tissulaires en fonction de la longueur d’onde d’intérêt [28]. (B) Capacité des ondes 

lumineuses (des UV aux IR) à pénétrer les différentes couches cellulaires d'un épithélium : épiderme, derme et 

hypoderme [29].  
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1.4.2. Les différents dispositifs d’illumination 

Actuellement, les lasers sont couramment utilisés pour les applications PDT sur les zones 

superficielles et interstitielles. Leur capacité à produire une source lumineuse 

monochromatique, à faible bande passante et à puissance modulable permet d’obtenir une 

excitation lumineuse d’avantage contrôlée pour un PS donné. Les lasers à colorants (appelés 

« dye lasers ») consistent à utiliser une molécule organique photosensible (par exemple la 

rhodamine) comme source d’émission lumineuse (600-650nm). Les sources d’énergies 

associées sont souvent l’argon, de la vapeur de cuivre ou du phosphate de potassium-titanyle 

(KTP) [30]. Cependant, ces dispositifs sont onéreux et manquent de portabilité. La plupart des 

applications cliniques de PDT utilise des lasers à haute énergie. Ces dispositifs sont plus 

puissants, stables, faciles d’utilisation et moins onéreux que les lasers à colorant [31]. Par 

ailleurs, les LED (« Light Emitting Diode », diodes électroluminescentes) ont également été 

employées dans le cas d’applications cliniques. Ces sources lumineuses ont les désavantages 

d’être moins puissantes et d’émettre une longueur d’onde avec une bande passante plus large 

que les lasers. Cependant, elles disposent de nombreux avantages dans le domaine médicale 

et peuvent délivrer la lumière dans des zones difficiles à illuminer [15]. Les lampes, quant à 

elles, émettent un rayon lumineux à large spectre, ce qui permet, avec un dispositif sans filtre, 

d’exciter tout type de photosensibilisateur. En revanche, leur incapacité à être couplées à des 

lentilles ou des fibres optiques limite leur champ d’application (Table 1). Par ailleurs, les effets 

d’échauffements restreignent leur application pour la PDT.  

Plus récemment, l’utilisation de lasers femtosecondes a été proposée comme source 

d’illumination. Cette technique, basée sur l’excitation à deux photons, repose sur l’utilisation 

d’une lumière incidente caractérisée par une forte densité de photons. Ainsi, deux photons 

d’énergie égale peuvent être absorbés simultanément par un chromophore [32]. Cette 

technologie permet de réaliser des illuminations de courtes durées dans le domaine du proche 
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infrarouge, ce qui offre un avantage considérable pour l’application d’une PDT dans les tissus 

profonds [30].  

 

Table 1. Propriétés des différentes sources lumineuses utilisées classiquement en PDT | Les critères optiques et 

techniques sont considérés pour évaluer les 3 sources lumineuses d’intérêt (lasers, LED et lampes). (D’après [31]). 

Propriétés Laser LED Lampe 

Spectre Monochrome Monochrome Polychrome 

Bande passante Réduite Large Large 

Puissance Haute Faible Faible 

Prix Onéreux Peu onéreux Peu onéreux 

Ouverture Faible divergence Grande divergence Grande divergence 

Effet thermique Fort Faible Moyen 

Couplage Fibres, diffuseurs Pas nécessaire Pas adaptable 

 

L’innovation de ces différents systèmes d’illumination permet (i) de maximiser l’apport en 

énergie lumineuse pour un PS d’intérêt et (ii) de couvrir un champ d’applications plus large. 

2. Applications de la thérapie photodynamique 

Initialement utilisées pour les affections cutanées, la PDT est actuellement appréciée pour 

différentes applications. Les principales propriétés référencées dans la littérature sont 

antitumorales, immunomodulatrices ou antimicrobiennes. 

2.1. Applications anticancéreuses 

L’intérêt la PDT pour les applications anticancréreuses est sa capacité à diminuer la 

progression de tumeur. Cependant, selon la pathologie, son mécanisme d’action peut varier. 

Les PS s’accumulent davantage dans la zone tumorale car la surproduction de récepteurs 

spécifiques des cellules cancéreuses facilite leur absorption ; de plus, la néovascularisation2 

                                                      
2 Néovascularisation : formation de nouveaux vaisseaux sanguins fonctionnels au sein d’une tumeur 
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diminue leurs éliminations [17].  Ces propriétés favorisent la spécificité du traitement pour 

une zone d’intérêt tout en épargnant les tissus sains adjacents [17].  

2.1.1. Mécanismes antitumoraux 

La PDT peut présenter un effet anticancéreux en induisant différents mécanismes de mort 

cellulaire : l’apoptose, la nécrose et l’autophagie. L’activation de ces voies à la suite du 

traitement PDT dépend de multiples facteurs interdépendants : le type de cellules ciblées, la 

localisation, la concentration du PS, les paramètres d’illumination et la concentration en 

oxygène [33,34].  

Les PS ayant une action phototoxique spécifique envers les mitochondries entraînent 

l’initiation de la voie apoptotique via une série de réactions : perte du potentiel de la membrane 

mitochondriale, dégradation spécifique de Bcl-2 (régulateur anti-apoptotique), libération de 

facteurs pro-apoptotiques, tels que le cytochrome C, et activation subséquente de la cascade 

métabolique des caspases. Par ailleurs, les effets phototoxiques agissant sur les lysosomes 

déclenchent la sécrétion de protéases lysosomiques induisant des dommages mitochondriaux 

puis l’initiation de l’apoptose. Les PS responsables de dommages membranaires peuvent être 

à l’origine d’une réponse nécrotique [35]. Lorsque la PDT agit au niveau du réticulum 

endoplasmique, la phototoxicité induit un stress activant l’autophagie et l’apoptose 

L’autophagie peut servir de mode alternatif de mort cellulaire sous PDT à forte dose en raison 

d’une perte considérable de la protéine Bcl-2, mais peut aussi protéger les cellules contre la 

phototoxicité d’une PDT à faible dose [36]. 

2.1.2. Etudes cliniques en cancérologie 

La PDT a été cliniquement approuvée dans le cadre de certains cancers proliférant au niveau 

du système respiratoire. Plusieurs modèles se sont avérés pertinents, en passant des voies 

aérodigestives supérieures (bouche) aux voies respiratoires basses profondes (poumons). 

La PDT a démontré des propriétés intéressantes pour lutter contre les cancers de la bouche et 

du larynx [37,38]. Par exemple, chez plus de 85% des patients atteints de cancers oropharyngés 
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à un stade précoce, le Foscan® a déclenché une réponse complète3. Le traitement des 

carcinomes épidermoïdes de la tête et du cou (CETEC) par PDT a été étudié dans deux 

contextes différents ; elle peut être utilisée comme traitement curatif de la maladie à un stade 

précoce, ou comme soins palliatifs symptomatiques pour les patients à un stade avancé [39]. 

Ces derniers peuvent bénéficier de la témoporfine (approuvée par l’EMA « European 

Medicines Agency ») si les traitements conventionnels n’ont pas pu être appliqués. 

Néanmoins, la proportion de patients CETEC éligibles est très faible, ce qui freine le 

développement de la PDT pour ce type de cancer [18].  

Dans le cadre du cancer de l’œsophage, la PDT basée sur le Photofrin® et la Laserphyrin® (ou 

talaporfin sodique, « NPe6 ») s’est avérée être efficace. Dès 1995, plusieurs études cliniques ont 

démontré la capacité de la PDT à induire une réponse complète chez des patients porteurs de 

petites tumeurs œsophagiennes [40]. Chez les patients atteints d’œsophage de Barrett et de 

dysplasie de haut grade ou d’adénocarcinome muqueux, une éradication complète de la 

dysplasie a été obtenue par combinaison du Photofrin® avec de l’oméprazole [42,43]. Malgré 

ces avancées au cours des 35 dernières années, la PDT comme traitement des cancers 

œsophagiens engendre des sténoses et témoigne d’une moindre efficacité en comparaison avec 

les approches classiquement employées (dissection sous-muqueuse endoscopique, ablation 

par radiofréquence et cryothérapie) [44].  

La PDT a été appliquée également dans le traitement de diverses formes de cancers 

bronchopulmonaires. La Photofrin®-PDT est approuvée par la FDA pour le traitement des 

cancers bronchiques non à petites cellules (CBNPC). Dans ce contexte, elle peut également être 

associée à la radiothérapie par faisceau externe en vue d’obtenir un meilleur effet sur les 

obstructions endobronchiques [45]. Chez ces patients, la bronchoscopie peut être associée à la 

PDT pour délivrer efficacement la source lumineuse dans les bronches. A un stade précoce, la 

PDT peut induire des réponses complètes, mais la récurrence de la maladie se produit souvent 

[18]. La talaporfine (Laserphyrin®) est approuvée au Japon depuis 2004 pour le traitement du 

cancer endobronchique ; notamment à la suite d’une étude de phase II chez des patients 

                                                      
3 Réponse complète : disparition totale des signes de la maladie après traitement 
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présentant un carcinome pulmonaire à cellules squameuses. L’effet de ce PS a favorisé une 

rémission partielle chez sept patients parmi les neuf traités [46].  

Ces études soulignent l’application concrète de cette thérapie dans le contexte clinique et de 

sa polyvalence. En effet, en plus de pouvoir être administrée en surface, elle peut également 

l’être dans des zones difficiles d’accès comme les poumons.  

2.2. Applications immunomodulatrices 

L’effet de la PDT sur la réponse immunitaire est une question complexe et dépendante de 

nombreux facteurs concernant le PS (sa nature, ses critères pharmacocinétiques et son site 

d’action cellulaire) et l’illumination [47]. Dans certaines circonstances, la PDT a la capacité 

d’augmenter la réponse immunitaire de l’hôte contre le cancer [38,39]. 

Le premier intérêt de cette thérapie est qu’elle peut mener à un phénomène de 

photobiomodulation (PBM). Cette dernière, appelée également thérapie par laser de faible 

énergie, repose sur l’utilisation d’une photothérapie à faible dose pour stimuler l’activité de 

chromophores endogènes, tels que les cytochromes oxydase C et les canaux calciques. Cette 

modulation entraine une augmentation de la production d’ATP et régule les facteurs de 

transcription liés à la croissance et à la réparation cellulaire. Plusieurs études utilisant la PBM 

ont démontré l’effet bénéfique de la PDT sur la cicatrisation des plaies,  la diminution de 

l’inflammation et réduction des douleurs [48,49]. Elle a également été employée comme 

traitement dans les pathologies auto-immunes telles que la thyroïdite auto-immune chronique 

et le psoriasis. [50–52]. Récemment, l’émergence de la PBM transcrânienne chez les personnes 

souffrant de lésions cérébrales traumatiques, la dépression grave et la maladie de Parkinson 

s’est avérée intéressante quant à l’amélioration du flux sanguin cérébral [53]. Les applications 

dans le domaine de l’antimicrobien relatives à la PBM ont été davantage détaillées dans la 

section suivante (Cf Section Introduction, partie I, 2.3.). 

L’application locale d’une solution de 5-ALA comme traitement immunomodulateur chez les 

patients atteints de carcinome basocellulaire (CBC) et de kératose actinique induit une forte 

diminution du taux de lésions dans plusieurs études cliniques [54,55]. Depuis, deux 

traitements, l’un à base de 5-ALA (20 % en solution et 10% en gel) et l’autre de MAL 

(aminolévulinate de méthyle, en crème) ont été développés et approuvées par la FDA pour le 
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traitement de la kératose du visage ou du cuir chevelu ainsi que le CBC [18,56]. Ces dernières 

années, la PDT a été particulièrement utilisée comme traitement pour le lichen plan (lichen 

planus), une maladie inflammatoire touchant principalement la peau et les muqueuses de la 

bouche. Par ailleurs, elle se positionne comme traitement de seconde intention, après les 

corticostéroïdes, au vu de son efficacité similaire pour améliorer les signes et les symptômes 

(réduction de la taille des lésions, soulagement de la douleur et augmentation des périodes 

sans symptôme) [57,58]. D’autres maladies auto-immunes rares, comme les « maladies 

bulleuses » de type pemphigoïde, ont été traitées efficacement avec la PDT-5-ALA, réduisant 

considérablement les érythèmes et les papules kératosiques chez les patients [59,60]. Ce PS, 

prometteur pour de multiples pathologies auto-immunes, a également fait ces preuves dans 

des applications de PDT antimicrobiennes [61].  

Globalement, un certain nombre de PS utilisés initialement dans les deux domaines présentés 

précédemment ont été testés pour d’autres applications, comme l’antimicrobien. Cette idée de 

« repositionner les PS » d’une application vers une autre a permis d’élargir le spectre d’action 

de nombreuses molécules photosensibles [10,62].  

2.3. Applications antimicrobiennes 

La PDT a été étudiée comme stratégie thérapeutique dans de multiples domaines médicaux. 

Cependant, son utilisation en clinique a évolué très distinctement entre les applications 

décrites précédemment et les applications antimicrobiennes. Par exemple, depuis 25 ans, la 

PDT anticancéreuse est reconnue comme étant une solution thérapeutique pour le traitement 

de la kératose actinique et du CBC. En comparaison, le premier essai clinique dans le contexte 

de la PDT antimicrobienne s’est déroulé en 2009 dans le traitement des ulcères cutanés. Les 

essais suivants se sont centrés en grande majorité dans le domaine de l’odontologie [10]. L’une 

des raisons pour laquelle la PDT antimicrobienne a connu une progression plus tardive est 

notamment liée à la quasi-exclusivité de l’antibiothérapie comme traitement antibactérien. 

Cependant, depuis les années 1990, l’aggravation des résistances aux antibiotiques a favorisé 

les recherches sur d’autres agents antimicrobiens, dont les nouveaux PS (Figure 6) [63].  
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Figure 6. Découverte des antimicrobiens de type antibiotique et PS au cours du XXème siècle | Chronologie des 

découvertes (i) des résistances aux antibiotiques (bleu) et (ii) des agents antimicrobiens photosensibles (orange) [63] 

La revue suivante présente en premier lieu un état de l’art de l’utilisation de cette stratégie 

thérapeutique, puis, aborde ses avantages et inconvénients dans le domaine de 

l’antimicrobien. Ensuite, un focus sur deux axes d’optimisation de la PDT antimicrobienne est 

discuté ; le premier vise à complexifier chimiquement les PS, qui tendent vers l’élaboration de 

systèmes à multi-composantes, et le second, à combiner cette stratégie à d’autres thérapies 

anti-infectieuses existantes (comme l’antibiothérapie par exemple).  
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Abstract: Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) has become a fundamental tool in modern
therapeutics, notably due to the expanding versatility of photosensitizers (PSs) and the numerous
possibilities to combine aPDT with other antimicrobial treatments to combat localized infections. After
revisiting the basic principles of aPDT, this review first highlights the current state of the art of curative
or preventive aPDT applications with relevant clinical trials. In addition, the most recent developments
in photochemistry and photophysics as well as advanced carrier systems in the context of aPDT are
provided, with a focus on the latest generations of efficient and versatile PSs and the progress towards
hybrid-multicomponent systems. In particular, deeper insight into combinatory aPDT approaches
is afforded, involving non-radiative or other light-based modalities. Selected aPDT perspectives are
outlined, pointing out new strategies to target and treat microorganisms. Finally, the review works out the
evolution of the conceptually simple PDT methodology towards a much more sophisticated, integrated,
and innovative technology as an important element of potent antimicrobial strategies.

Keywords: antimicrobials; ROS; combinatory strategies; photodynamic therapy; multidrug resistance;
nanoparticles; photosensitizers

1. Introduction

Antimicrobial resistance (AMR) occurring in bacteria, viruses, fungi, and parasites is
a global health and development threat, declared by the WHO as one of the top 10 global
public health threats facing humanity. The misuse and overuse of antimicrobials make
almost all disease-causing microbes resistant to drugs commonly used to treat them [1].
Multidrug resistance (MDR) to critical classes of antibiotics has gradually increased in
nosocomial pathogens, including Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter spp. (which
are gathered in the so-called ESKAPE group) [2]. Currently, in Europe, AMR is estimated
to be responsible for 33,000 deaths every year and the annual economic toll, covering extra
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healthcare costs and productivity losses, amounts to at least EUR 1.5 billion [3,4]. Unless
adequately tackled, 10 million people a year will die from drug-resistant infections by 2050,
according to the predictions of the government-commissioned O’Neill report [5].

With the decline in the discovery of new antimicrobials since 1970s, the mainstream
approach for the development of new drugs to combat emerging and re-emerging resis-
tant pathogens has focused on the modification of existing compounds. However, one
key recommendation encourages stimulation of early stage drug discovery [6]. Among
emerging antimicrobial therapeutic alternatives, light-based approaches show particular
promise [7]. Traditionally, phototherapy was already a common practice in ancient Greece,
Egypt, and India to treat skin diseases [8]. At the beginning of the 20th century, Oscar Raab
first described the phototoxicity of the dye acridine red against Paramecium caudatum, and
Tappenier and Jesionek reported the photodynamic effects of eosin suitable for treating
diverse cutaneous diseases. Since then, PDT was established as the administration of a
non-toxic photosensitizer (PS) followed by exposure to light irradiation at an appropriate
wavelength focused on an area to treat [7]. While anti-cancer PDT is a clinical reality
for 25 years [9], PDT as an antimicrobial treatment was demonstrated for the first time
against drug-resistant infections in the healthcare sector in the early 1990s, leading to a
“photo-antimicrobial renaissance era” [7]. Major MDR bacteria have been found susceptible
to antimicrobial PDT (aPDT), independently of their drug-resistance profiles [10,11]. To
date, resistance to aPDT is rarely reported, indicating that the possibility for microbes
to adapt and escape this treatment can occur but is still contained. More effective aPDT
systems are continuously developed, notably via combinatory approaches using multiple
chemical systems and/or modalities. At the current stage of development, aPDT cannot
address systemic infections but it holds great promise for treating localized infections and
to fight AMR.

While excellent earlier authoritative reviews provide a detailed description of
aPDT [12–15], the present review focuses on most recent developments in the field for the
last 5 years, with a focus on aPDT combinatory strategies. It should be noticed that aPDT is
sometimes referred to as photodynamic antimicrobial chemotherapy, light-based antimicro-
bial therapy, photo-controlled antimicrobial therapy, or antimicrobial photo-inactivation.
In this review, all these synonyms were considered to present (i) the current state of aPDT
applications in preclinical and clinical settings, (ii) a state of the art with recent develop-
ments in photosystems, (iii) the implementation of multicomponent nanotechnologies and
recent molecular engineering, and (iv) the exploration of combinatory aPDT approaches
towards possible future therapeutic innovations.

2. PDT: General Presentation and Features
2.1. Photochemical Pathways and Reactive Oxygen Species Production

Generally speaking, a given PS has the potential to produce reactive oxygen species
(ROS) under specific conditions (Figure 1A). Typically, it possesses a stable electronic
configuration called ground state level. Following irradiation and absorption of a photon,
the PS is converted from a low (fundamental) energy level (1PS) to a “Frank Condon”
short-lived, very reactive, excited singlet state 1PS* [16–18]. Subsequently, the PS can lose
energy by emitting fluorescence or heat via internal conversion (IC), thereby returning to
its initial ground state level; alternatively, it can be converted by a so-called inter-system
crossing (ISC) to a longer-living excited triplet state 3PS*. From this state, two types of
chemical reaction pathways can occur, known as Type I electron transfer and Type II energy
transfer, which can take place simultaneously [19]. In the Type I reaction, the 3PS* captures
an electron (e−) from a reducing molecule (R) in its vicinity, which induces an electron
transfer producing the superoxide anion radical (O2

•−) and, after the subsequent reduction,
leads to the generation of more cytotoxic ROS including hydrogen peroxide (H2O2) and
hydroxyl radical (HO•). In the Type II reaction, a direct energy transfer occurs from the
3PS* to the ground state molecular oxygen (3O2) that is then converted to singlet oxygen
(1O2). The ROS thus produced encompass O2

•−, H2O2, HO•, and 1O2, the last two being
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the most reactive and most cytotoxic species but also those with the shortest diffusion
distance. One PS molecule can generate thousands of molecules of 1O2, depending notably
on its 1O2 quantum yield, the surrounding environment, and the respective occurrence of
Type I and Type II mechanisms [12,17,20].
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Figure 1. (A) Modified Jablonski diagram describing the photochemical and photophysical mecha-
nisms leading to ROS production during PDT. (B) Overview of aPDT already applied to the critical
category of pathogens, as defined by the NIAID (https://www.niaid.nih.gov/research/emerging-
infectious-diseases-pathogens, accessed date: 1 September 2021). For each category, the chart speci-
fies the number and the proportion (percent of pathogens already assayed in at least one aPDT study
either before or after 2015).

In addition to the above-mentioned Type I and Type II mechanisms, Hamblin et al.
recently proposed introduction of a Type III photochemical pathway, following which the
radical anion PS•− and/or inorganic radicals formed in absence of oxygen could also lead
to photoinactivation [21]. These authors indeed identified several circumstances in which
oxygen-independent photoinactivation of bacteria using specific PSs can be obtained.

2.2. Biological Effects of aPDT: Potential Targets and Related Mechanisms

The main first targets of aPDT are external microbial structures, i.e., the cell wall, cell
membrane, or virus capsid and envelope [22,23]. Photodynamic inactivation (PDI) can be
obtained against microorganisms growing as planktonic cells and/or in biofilms [13]. In
biofilm matrices, the diffusion of PSs can be delayed or PSs can be sequestered, in spite of
photodamage induced on various components such as polysaccharides and extracellular
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DNA [24,25]. The diffusion potential of ROS depends on (i) the maximal time-limited
diffusion length, especially for 1O2 that possesses a shorter half-life compared with other
ROS, (ii) the photostability in a given environmental medium, and (iii) the chemical
properties of PSs (e.g., molecular size, charge, lipophilicity, stability), which influence the
interactions of the latter with target microorganisms [26]. Photoinactivation of Gram(+)
bacteria can be obtained with a given PS, irrespective of its charge, whereas that of Gram(−)
bacteria generally requires a cationic PS, or a combination of a neutral PS with membrane-
disrupting agents [27].

Internalization of PSs in prokaryotic or eukaryotic cells can also occur, thus causing var-
ious intracellular oxidative damage (such as in organelles in eukaryotic cells, e.g., nucleus
and mitochondria in fungal cells) [28]. To protect their intracellular components, microbial
cells can induce the production of antioxidant defenses such as protective enzymes (such as
superoxide dismutase (SOD), catalase and glutathion (GSH)-peroxidase) or pigments (such
as carotenoids acting as nonphotochemical 1O2 quenchers). Nevertheless, these mecha-
nisms can be insufficient to thwart aPDT-induced oxidative stress because intracellular
components (including antioxidant defenses) can be also irreversibly photodamaged by
ROS [29]. The latter can act on the DNA level through two mechanisms, i.e., alteration or
modulation. Breaks in single-strand and double-strand DNA, and the disappearance of
the super-coiled form of plasmid DNA have been reported in both Gram(+) and Gram(−)
species. Indeed, PSs can interact with nucleic acids via electrostatic interactions and induce
reduction of guanine residues causing DNA cleavage [30]. Again, microorganisms can
induce the overproduction of proteins involved in the repair of photodamaged DNA;
however, some bacteria, such as Helicobacter pylori, possess only a few of such protective
repair mechanisms [31]. Upon PDT treatment, ROS and 1O2 can modify bacterial gene
expression profiles by modulating (i) the quorum sensing pathway, therefore inhibiting
biofilm formation as shown in in vitro models, and/or (ii) the anti-virulence activities by
reducing the gene expression of virulence factors in diverse clinical pathogens [32–35].

Given the multi-targeted nature of aPDT, the possibility for microorganisms to develop
resistance is supposed to be very limited [36]. However, they may be able to respond
to aPDT in different ways. For instance, light response adaptation can occur in some
microorganisms, such as E. coli upon exposure to blue light inducing the production of
a biofilm polysaccharide colonic acid [37]. Moreover, some PSs are substrates of efflux
systems that may be overproduced; specific inhibitors of the latter can be used to restore
phototoxicity [38–40]. After sublethal aPDT, the biofilm-forming ability of bacteria can
increase, making them less susceptible to the same treatment [41]. Each strategy should
thus be carefully examined with regard to the ability of target microorganisms to adapt
and escape treatments. The latter may be noticeably reduced when using at the same time
multiple antimicrobial molecular partners and modalities (read below).

2.3. Important Parameters and Requirements for an “Ideal” aPDT

According to Cieplik et al. [12], an “ideal” aPDT system should meet the following set
of general requirements: (i) PS physicochemical properties: efficient PSs for aPDT possess
most frequently a high hydrophilicity index and at least one cationic charge promoting
interactions with pathogens, especially Gram(−) bacteria; (ii) PS photosensitivity: follow-
ing irradiation, a good PS produces a high rate of cytotoxic oxygen species (Figure 1A),
depending notably on its 1O2 quantum yield, its stability, and the environmental media;
(iii) light source parameters: efficient irradiation of PSs must take into account a coherent
light exposure ensuring a good transmittance efficiency with no side effects; (iv) safety: the
PS has to be specific to target microorganism(s), inducing insignificant or only a few side ef-
fects for the host, including no or few immunity responses; and (v) ease for implementation
in clinical practice: aPDT has to be relatively easy to use (due to the rapid, non-aggressive,
and non-invasive light application), cost-effective, and accessible. It is obvious that the
detailed specification of requirements can vary depending on the target applications. The
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improvement of PSs is an ongoing challenge that implies moving towards more rational
chemical engineering and biological investigations [11,42], as discussed in this review.

3. Positioning of aPDT in Current Human Healthcare Treatments

Over the past years, the number of studies dealing with aPDT has dramatically in-
creased, emphasizing the potential of this therapeutic approach to treat a broad spectrum
of microorganisms including bacteria, fungi, viruses, and parasites (Figure 1B). In this part,
recent in vitro screening studies, preclinical (using animal models) and clinical investiga-
tions are briefly reviewed. Details about the PSs involved and their structures are provided
in Section 4 “State of the art with recent photo(nano)system developments”.

3.1. Curative Preclinical aPDT
3.1.1. Treatment of Bacterial Infections

PDT is a promising alternative approach to antibiotherapy for photoinactivating a
broad spectrum of bacterial pathogens, either Gram(+) or Gram(−), responsible for diverse
infections in humans. The antibacterial versatility of PDT can be highlighted in different
ways, notably by considering lists of critically important human pathogens. First, in recent
years, more attention has been paid to the potential of aPDT to fight against bacteria
involved in hard-to-treat infections, especially those forming the ESKAPE group [2,43].
Second, other critical pathogen lists can be considered, such as the NIAID emerging
infectious diseases/pathogens category that includes biodefense research and additional
emerging infectious diseases/pathogens. To our knowledge, the susceptibility of more
than 50% of the bacteria in the NIAID critical pathogen list has been considered in at
least one aPDT study. In other words, bacteria causing the worst endemic infections
including anthrax, botulism, melioidosis, cholerae, plague, and tuberculosis have already
been considered. On the opposite, vector-borne diseases transmitted by human parasites,
such as Borrelia mayonii and Bartonella henselae have not been addressed in that regard
yet. Multiple experimental settings have been considered to demonstrate the potential
of aPDT to photoinactivate pathogenic bacteria, growing as planktonic forms, but also
in biofilm matrices, and using diverse animal models [44,45]. Among human pathogens,
bacteria implicated in oral infections, especially cariogenic, periodontic, and endodontic
injuries, have probably been the most intensely investigated [46]. Although less considered,
other indications have also been evaluated with aPDT, including osteomyelitis, meningitis,
pneumonia, lung abscess, and emphysema [47,48].

3.1.2. Treatment of Fungal Infections

Fungal infections caused by invasive candidiasis are widely recognized as a major
cause of morbidity and mortality in the health care environment [49]. In addition to the
opportunistic features of some fungi, resistance to first-line antifungals (such as echinocan-
dins and fluconazole) is spreading, compromising the efficiency of conventional antifungal
therapies. Despite the fact that yeasts are naturally more resistant to PDT than bacteria,
noticeable in vitro and in vivo effects against fungal infections have been reported, includ-
ing germ load reduction, biofilm inhibition and clearance, and eradication of persistent
colonization [50–53]. Furthermore, antifungal PDT has demonstrated its potential as an
adjunctive (potentially synergistic) treatment procedure to the conventional fungicide
Nystatin [54]. Chen et al. identified and summarized other fungal infections that may be
treated with aPDT, including onychomycosis, tinea cruris, pityriasis versicolor, chromoblastomy-
cosis, and the cutaneous sporothricosis [55]. Recently, other fungal infections, such as fungi
associated to mucormycosis (recognized as emerging critical pathogens in the NIAID) were
successfully treated with PDT [56].

3.1.3. Treatment of Viral Infections

Although vaccines have drastically reduced the spreading of some of the most virulent
viruses around the world, antiviral research and development remain a healthcare priority
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notably due to emerging viral infectious diseases [57]. PDT holds promises to help treat
the latter, as well as other viruses implicated in complications of some cancers. The oldest,
but also the most current, application of antiviral PDT concerns the decontamination
of blood products potentially containing hepatitis B/C or West Nile virus [23,58]. The
PDI of viral infections was explored in many studies considering other various viruses
including arbovirus, SV40, poliovirus, encephalitis virus, phages, and HSV [59,60]. In
addition, emerging viruses such as Zika, Ebola, or Tickborne hemorrhagic fever viruses
have been considered [23], as well as viruses responsible for epidemic/pandemic crises
such as influenza virus, SARS-CoV-2 virus, and its mutants/variants [61,62].

3.1.4. Treatment of Parasite Infections

Drug resistance is also rapidly spreading in parasites. For example, resistance to
artemisinin (which is used to treat plasmodium infections causing malaria) increases dras-
tically, even when combined with other drugs (WHO, https://www.who.int/news-room/
fact-sheets/detail/antimicrobial-resistance, accessed date: 1 September 2021). Antipar-
asital effect of PDT was demonstrated toward critical parasites in public health such as
tropical pathogens including Leishmania, African trypanosoma, and Plasmodium [63,64].
Another way to limit the propagation of the vectors is to rely on photoinductible biolar-
vicides. Such an approach was investigated in order to control Aedes, Anopheles, and
Culex, which are tropical disease-carrying species [65,66]. This was also investigated in
Lyme disease using safranin-PDT for reducing the reproduction of ticks [67].

3.1.5. Treatment of Polymicrobial Infections

Quite recently, interest has grown to explore the potential of aPDT against polymicro-
bial infections involving multispecies pathogens. A study demonstrated that the suscepti-
bility to PDI of S. aureus and C. albicans growing in mixed biofilms is lower compared with
single-species biofilms, which may be due to the difference in the chemical composition and
viscosity of the composed matrix [24]. Nevertheless, aPDT applications are of interest re-
garding hard-to-treat infections due to polymicrobial biofilms colonization, such as chronic
rhinosinusitis. They could effectively be eradicated by aPDT in a maxillary sinus cavity
model [68]. Moreover, Biel et al. showed that aPDT can eradicate polymicrobial biofilms
in the endotracheal tubes, which are factors leading to ventilator-associated pneumonia [69].
More recently, aPDT was shown capable of significantly improving wound healing in mice
with polymicrobial infections [70]. However, such an approach remains a challenge due to the
respective affinity of PSs to each species being usually reduced in polymicrobial systems.

3.2. Current Clinical aPDT Practices

Many clinical trials have been done for evaluating aPDT approaches in the treatment
of bacterial/fungal oral infections. This is facilitated by the development of easy to use light
sources in dentistry. On the opposite, it can be compromised by the development of persistent
(multispecies) biofilms. Skin infections such as Acnes vulgaris, caused by Propionibacterium
acnes, was one of the first microbial infections to reach the stage of aPDT clinical trial. A
few clinical trials demonstrated that onychomycosis, such as tinea cruris, tinea pedis, and
interdigital mycoses, could be treated with aPDT. Results demonstrated that aPDT is effective
and well-tolerated, but infections can recur frequently [71,72]. Among cutaneous infections,
non-healing chronic wounds in patients with chronic leg and/or foot ulcers were efficiently
treated with aPDT, inducing a significant reduction in microbial load (even immediately after
the treatment), a better wound healing, and no safety issues [73,74]. Osteomyelitis in patients
with chronic ulcers can be treated with aPDT to prevent gangrene and amputations in the
extremities of diabetic patients [75]. Clinical studies for treating H. pylori in gastric ulcers can be
conducted using phototherapy without any PS administration; H. pylori naturally accumulates
intracellular PSs (porphyrins) and therefore could be inactivated by phototherapy thanks to an
ingenious blue/violet light delivery system [76]. A list of recently closed aPDT clinical trials is
provided in Table 1; many other trials (not shown here) are still ongoing.
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3.3. Toward Preventive/Prophylactic Treatments

Beside curative antimicrobial treatments, PDT may be also used to decontaminate
medical equipment and tools in hospitals, for preventive/prophylactic aims [27]. For
example, photoantimicrobial textiles were reported to efficiently photoinactivate bacte-
ria and viruses, suggesting that self-sterilizing medical gowns could be developed [77].
PDT can also decontaminate medical tools similarly to conventional chemical agents, as
demonstrated in a recent comparative study [78]. Its application for the decontamination of
routine informatics tools, office equipment, or packing materials demonstrates sterilization
potential that could be useful to avoid hospital-acquired infections and to protect healthcare
workers. Furthermore, photodisinfection of water and photoinactivation of food-borne
pathogens can bring substantial benefits to people’s daily lives [65].

4. State of the Art with Recent Photo(nano)System Developments
4.1. Single PSs
4.1.1. Organic PSs and Their Derivatives

Organic PSs used in aPDT have been well described in some recent reviews [79–81]
(Figure 2A). Briefly, since the first use of eosin in 1904, various PSs were investigated, espe-
cially in the phenothiazinium group, which includes methylene blue (MB) and toluidine
blue O (TBO). Thanks to an absorption spectrum in the red region of light, these PSs can
be effective in tissues while being less toxic than other PSs. Their aPDT properties are
mostly due to a high ROS production following Type I mechanism (Figure 1A). Structural
derivatives have been also reported, including new MB and dimethyl-MB [42]. Another
group gathers compounds featuring a macrocyclic structure composed of pyrroles, such
as porphyrins and its precursor 5-aminolevulinic acid (5-ALA), phthalocyanines, and
chlorins. Macrocyclic compounds are generally hydrophilic, positively charged, and they
exhibit a good singlet oxygen quantum yield. Modifications of their chemical structure
were intensively studied, especially for porphyrins and phthalocyanines [82–87]. The
halogenated xanthenes gather PSs with a structure similar to that of fluorescein. Among
them, eosin Y, erythrosine, and rose bengal (RB) were the most studied [88–90]. These
compounds are anionic, which can limit their interaction with bacterial cells and their
aPDT effect in spite of good singlet oxygen quantum yields. Natural compounds, including
coumarins, furanocoumarins, benzofurans, anthraquinones, and flavin derivatives are
often found in plants and other organisms. They are characterized by an absorption spec-
trum in white light or UVA. The most used are curcumin, riboflavin, and hypericin [7,80].
Nanostructures such as fullerenes are interesting PSs because of their ability to modulate
Type I and Type II reactions (Figure 1A), depending on the near environment and the
light source applied [91,92]. In this family, some quantum dots (QDs) can act as photoan-
timicrobials [80]. Other synthetic fluorescent dyes such as organoboron compounds (e.g.,
boron–dipyrromethene (BODIPY)), and cyanine dyes (e.g., indocyanine green (ICG)) are
known for their high photostability, high extinction coefficients, and high fluorescence
quantum yields [93].

Over the past five years, some new organic PSs were reported. Among them, opti-
mized natural PSs such as anthraquinones and diacethylcurcumin can be listed. Others in-
clude derivatives of synthetic dyes such as monobrominated neutral red or azure B [79–81]
(Figure 2A).
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4.1.2. Coordination and Organometallic Complexes-Based PSs

Distinctly from metal nanoparticles (NPs; see Section 4.2.1 “Metal-based systems”),
metal complexes, either coordination or organometallic complexes, are of increasing interest
as PSs in PDT [95] (Figure 2B). They generally consist of a central metal core combined with
ligands, involving coordinate covalent bonds (in coordination compounds) or at least one
metal–carbon bond (in organometallic compounds). Compared with organic compounds,
metal complexes have been notably much less considered and still remain largely underex-
ploited regarding their potential use as new antibiotics [96]. Frei et al. recently reported on
the antimicrobial activity of 906 metal-containing compounds. They showed that, consid-
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ering antimicrobial activity against critical antibiotic-resistant pathogens, metal-bearing
compounds displayed hit rates about 10 times higher than purely organic molecules [97].

Metal complexes display a panel of specific properties that make them promising PSs
candidates. The variety of metal ions and ligands can be assembled in scaffolds featuring
very diverse geometries [97,98]. Whereas most organic PSs are linear or planar molecules,
metal complexes can exhibit much more complex—three-dimensional—geometries, which
can improve interaction and molecular recognition with cellular targets, enlarge the spec-
trum of activity, and impact on biological fate [98–100]. Furthermore, the modulation of
the design of metal complexes allows to fine tune their hydrophilic–lipophilic balance,
solubility, photophysical properties, and eventual “dark toxicity” (i.e., the toxicity in the
absence of specific irradiation). Metal complexes can display many excited-state electronic
configurations associated with the central metal, the ligands, or involving both the metal
and the ligand(s) in charge-transfer states (metal-to-ligand charge transfer or ligand-to-
metal charge transfer). Although it is not always considered, the investigation of excited
states of metal complexes (Figure 1A) is however of prime importance. Triplet states can
be more easily accessed due to the enhanced spin-orbit coupling induced by the presence
of the heavy metallic atom. Compared with natural PSs, metal complexes can act, besides
ROS generation, via other mechanisms including redox activation, ligand exchange, and
depletion of substrates involved in vital cellular processes [96,97,101].

Besides their first intended development as anticancer compounds, metal complexes
have also been envisaged as potential “metallo-antibiotics”, benefiting from the knowledge
accumulated about their chemical properties and biological behaviors [102]. Quite recently,
several metal compounds were characterized for their activity in aPDT. For instance, plat-
inum(II), molybdenum(II), ruthenium(II), cobalt(II), and iridium(III) were proposed as new
classes of stable photo-activatable metal complexes capable of combating AMR [11,103–108].
In particular, many mononuclear and polynuclear Ru(II/III) complexes have been con-
sidered as potential antibiotics, antifungals, antiparasitics, or antivirals, which have been
recently extensively reviewed [107]. It is worth noticing here that, within a series of
906 metal compounds, ruthenium was the most frequent element in active antimicrobial
compounds that are nontoxic to eukaryotic cells, followed by silver, palladium, and irid-
ium [97]. Ru(II) polypyridyl complexes were assayed in several aPDT studies. For instance,
Ru(DIP)2(bdt) and Ru(dqpCO2Me)2(ptpy)2+ (DIP = 4,7-diphenyl-1,10-phenanthroline, bdt
= 1,2-benzenedithiolate, dqpCO2Me = 4-methylcarboxy-2,6-di(quinolin-8-yl)pyridine) and
ptpy = 4′-phenyl-2,2′:6′, 2” -terpyridine) were tested with S. aureus and E. coli [109]. The
complexes were found active against the Gram(+) strain and to a lesser extent against
the Gram(−) strain, such difference in susceptibility being commonly reported in studies
using other PSs [110] (Figure 2B). This observation was further detailed and rationalized
by us when investigating a collection of 17 metal-bearing derivatives; two neutral Ru(II)
complexes (Ru(phen)2Cl2 and Ru(phen-Fluorene)2Cl2) as well as a mono-cationic Ir(III)
complex (Ir(phen-Fluorene)(ppy)2+; ppy = phenypyridyl ligand) were found almost in-
active, whereas a dicationic Ru(II) (Ru(phen-Fluorene)(phen)2

2+) was found to be the
most active against a panel of clinical bacterial strains [11]. More recently, Sun et al. de-
scribed a Ru(II) complex bearing photolabile ligands; they showed its ability to safely
photoinactivate intracellular MRSA while inducing only negligible resistance after bacterial
exposure for up to 700 generations [111]. Although the precise mechanism(s) of action is
not well-established in every case, Ru(II/III) compounds are also increasingly considered
for their potential anti-parasitic activity for combating neglected tropical diseases such
as malaria, Chagas’ disease, and leishmaniasis. Moreover, potent antiviral activities have
been noted for the ruthenium complex BOLD-100, particularly against HIV and SARS-
CoV-2 [112]; importantly, this compound appears to retain its activity on all mutant strains
of the SARS-CoV-2 [107]. All combined, metal complexes—especially ruthenium-based
compounds—can display antimicrobial activity via multiple, likely synergistic, mecha-
nisms, involving notably their ability to produce ROS. Therefore, they are of major interest
for a wide range of aPDT-related applications.
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4.2. Multicomponent PSs and Nanoscale Implementation: Extension to Nanoedifices with PSs

The eventual limitations in the use of singular photoactive molecules as PSs for aPDT
applications reside notably in the recurrent lack of solubility and stability in the target media
(typically leading to aggregates and/or PS quenching), biocompatibility (“immune stealth”)
and bioavailability, but also in the relative absence of selectivity for a prospected target
(e.g., efficiency in the interactions with a defined target, stimuli-responsive or alternate
triggers for controlled release). Thus, the widespread nanoscale implementation into the
development progress of upgraded PSs has indubitably provided significant flexibility to
first address these drawbacks, and implicitly contribute to the optimization of the aPDT
activity via an extensive panel of mainly exclusive features specific to nano entities; the
latter typically include an advantageous surface to volume ratio (with a high PS per mass
content), access to unique chemical/physical/biological properties (e.g., optical properties
with QDs or magnetic ones with superparamagnetic iron oxide NPs (SPIONs)), and almost
inexhaustible synthetic options in the design of nanoplatforms [113–115].

Due to their paramount structural diversity and intrinsic variety of properties, the
classification of the so-called “PS nanosystems” or “nano-PSs”—which partly include
and overlap with “conjugated systems” and “combinatorial strategies”—remains rather
challenging; however, we can usually identify the following criteria as the main pillars to
rationalize and compare these aPDT nanomaterials [27,80,116]:

(i) Role(s) and nature of the nanocomponent(s) in the PS nanosystems: the two criteria
typically considered for the discrimination of nano-PSs are the role and nature of
the nano building block(s) involved. With regards to the role of the latter, we can
conventionally discern on the one hand the “PS nanocarriers” (e.g., polymersomes or
Au NPs) in which the nanomoiety acts as a delivery system for singular PS molecules
(e.g., MB) while either complementing, facilitating, or enhancing the aPDT activity
(depending on the nature and eventual intrinsic properties of the nanovector), and
on the other hand, the “PS active” nanoagents with the nanocomponent endorsing
the role of PS. Among the examples, some versatile nanotemplates may ultimately
display a dual role, i.e., “active PS” and “PS conveyor” (e.g., ZnO NPs), while distinct
nanomoieties might be simultaneously required for the design of utterly sophisticated
hybrid nano-PSs (e.g., Au@AgNP@SiO2@PS) [117,118]. In addition to the chemical
composition, the nature of the nano building block(s) will also be defined by the
fundamental characteristics of nano-objects, such as size, shape, topology, and crystal
structure, which will all ineluctably contribute to tailor the biological behavior of the
nanomaterials and the interactions with the targets (e.g., with the membranes of the
bacteria) [119]. Moreover, for the same nanocore, the nature and role of the eventual
surfactant(s) involved (e.g., silica coating or poly(ethylene glycol) (PEG) coating for
metal NPs) can drastically alter the overall behaviors of the nanosystems.

(ii) Type of interactions between the nano entity and the PS, and localization of the PS in
the nanosystems: other criteria of relevance when describing nano-PSs—specifically
PS nanocarriers—reside in the nature of the interactions between the nanocomponent
and the PS molecules involved, but also the location of the PSs. Thus, we can distin-
guish the common cases of PS molecules “embedded” within a nanovector either by
physisorption or functionalized (chemisorption), and alternately the nanoplatforms
with surfaces decorated with PSs, again, either by physical or chemical adsorption.
The differences between the two types of interactions and distinct localizations of the
PSs implicitly imply distinctive chemical engineering and related requirements, and
may potentially impact the resulting stability of the nanoedifices, but also the aPDT
activity. For instance, in the case of PS molecules located inside the edifice and not
released, the selected “nanomatrix” should adequately permit the photoactivation
process of the internalized PSs, be sufficiently porous/permeable to both triplet and
singlet oxygen and eventual ROS generated by the photosensitizers (i.e., efficient
internal diffusion of molecular oxygen to react with the PSs then external diffusion of
1O2 to the targets) while also presenting inertness to the latter to not compromise or
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quench the aPDT activity. Meanwhile, with surfaces of nano-objects decorated with
PSs, the PSs may then contribute to some extent as an interface with the biological
medium or the target.

(iii) Biological impacts of the PS nanosystems: in addition to the biocompatibility and
aPDT efficiency (including the critical concentrations just as the half-maximal effective
concentration EC50, minimum inhibitory concentration MIC, or 50% growth inhibition
concentration GIC50), the eventual biodegradability, elimination process, or ecotoxicity of
the aPDT nanomaterials can markedly vary from one system to another (based on factors
such as composition and size/shape), but are rather difficult to evaluate or compare; ergo,
these factors are not systematically addressed in the reports.

(iv) Relative sustainability of the nano-PSs for aPDT applications: the reproducibility,
eco-friendliness, and cost-effectiveness parameters of the synthetic protocols and
production of aPDT nanomaterials, as well as the ease of storage and use, and the
stability over time are also ultimately to be evaluated for any system aiming to be
viable and reasonably applied; however, similar to (iii), these parameters are complex
and so scarcely investigated.

Thus, in the overview presentation of the different PS nanosystems hereafter, the
chemical features (i) and (ii) have been conventionally defined as the main criteria for the
classification. Alternatively, the nature of the aPDT applications has also been used as the
main criterion for classification in some references [120]. Another approach consists of
systemizing all the nanosystems dedicated to a given PS (e.g., curcumin) [121].

Within the extensive collection of aPDT nanomaterials reported to date, the majority
belongs to the category labeled as “PS nanocarriers” with the nanocomponent acting as a
delivery system for PS molecules; however, increasing examples involving PS-active nano
building blocks have emerged as well. Overall, this multipurpose role of the nanomoi-
ety may include avoiding aggregation (e.g., dimerization, trimerization) and correlated
PS quenching, enhancing “solubility” (i.e., dispersibility), stability and bioavailability,
allowing “biological stealth”, on-demand release and target specificity, and ultimately trig-
gering eventual synergistic aPDT activity with the complementary or ameliorative intrinsic
properties of the nanocomponent; although irrevocably confirmed in many nano-PSs, the
mechanisms involved in the synergy may differ from one system to another, and often
remain partly or integrally unresolved due to the complexity of these tacit multiparameter
contextures [113]. It is noteworthy that most systems comprise “classic”/”traditional”
organic PSs (natural or synthetic, e.g., curcumin, MB) with fewer examples involving metal-
lated PS molecules such as the recent review from Jain et al. dedicated to ruthenium-based
photoactive metalloantibiotics [108]. Among aPDT nanomaterials, we can thus identify
various families of nanoplatforms based on the nature of the nanocore, starting here with
the inorganic vectors followed by the organic templates; as an indication, in the common
cases of “multi-component nano-PSs”, the classification has been defined hereafter ac-
cording to the main/prominent nano building block involved in the composition, i.e.,
metal-based systems, silicon-based systems, carbon-based systems, lipid-based systems,
and polymer-based systems. Regarding the following presentation of aPDT nanosystems,
it is important to specify that it is not exhaustive, but instead provides a panorama of the
main categories of nanosystems—either colloids or surfaces [27,122]—and their related
specificities, with an emphasis on recent developments.

4.2.1. Metal-Based Systems

Metal-based nanostructures have been extensively investigated—both as “PS cargo”
and PS active entities—through the exploration of the richness and diversity of the re-
spective subcategories related to this class of compounds, as detailed below. Each of the
below-mentioned inorganic classes presents distinct specificities of relevance for aPDT
applications, with a choice to be defined on a case-by-case basis according to the target, the
nature of the PSs involved (with possible preferential affinity), or the anticipated comple-
mental or synergistic role of the selected nano entity (based upon its chemical, physical,
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and/or biological features, with the eventual PS molecules located either at the surface
of the NPs or within, when present). It is important to notice that the nanocores from
each subcategory can be either further implemented, with silica or polymer coating for
example, or combined (multicomponent nano-PSs) in order to adequately optimize the
efficiency of the systems [117]; however, the outcomes of these hybridity processes are
complex to anticipate with systematic rationality, with either enhancement or quenching of
the properties observed depending on the composition of the combinations.

Metal NPs

Metal NPs—mainly gold, but also silver—maybe considered among the “gold stan-
dards” in nanomaterials through the history and expansion of nanosciences in terms of
dedicated publications and vastness of related possible applications [123]. As already well
documented for Au and Ag NPs, the reasons are numerous and reside notably in their
relatively easy accessibility with low-cost and highly reproducible (large scale) biogenic
and chemical synthetic routes, in addition to the flexibility to finely tailor the properties
via a refined size and shape control (with narrow size distribution and diverse shapes),
and the facility for functionalization with various types of molecules. Moreover, gold
NPs display biocompatibility, low toxicity, and immunogenicity, almost chemical inertness
(distinctly from their inherent catalytic properties), while silver nanomaterials present in-
trinsic antimicrobial activity against a broad spectrum of microorganisms and related MDR
infections (e.g., towards Gram(−) and Gram(+) mature biofilms of MRSA), and disruption
of biofilm formations while being safe for mammalian cells [124–126].Ultimately, both Au
and Ag NPs share nano features specific to noble metal systems, i.e., localized surface
plasmon resonance (LSPR, arising from their resonant oscillation of their free electrons
upon light exposure) and resonance energy transfer (RET), with subsequent optical and
photothermal properties of enhancing appositeness in aPDT applications and PDI efficacy
(e.g., ROS production) [127–129]. For the most part, Au and Ag NPs of various shapes (e.g.,
spheres, rods, cubes) are combined with organic PS molecules such as RB and MB [128–136],
but also with metallated PSs such as ruthenium complexes, metallophthalocyanines, and
metalloporphyrins [108,137,138]; the corresponding PS nanovehicles can also be labeled
as “conjugates” but they strictly differ from the “mixtures” involving metal NPs and PS
molecules [139]. Other noble metal NPs, viz., platinum, have also been employed in aPDT
applications due to their multitarget action to inactivate microbes, although to a lower
degree up to now owing to synthetic limitations [27,140]. Alternately, redox-active cop-
per NPs are typically less costly and easier to access and present unique features among
which the faculty to generate oxidative stress to various microbes through the genesis of
ROS [141], such as in the recently developed copper–cysteamine (Cu–Cy) nano-PS that
can be activated either by UV, X-ray, microwave, or ultrasound, to produce ROS against
cancer cells and bacteria [142,143]. More unwontedly, approaches to treat subcutaneous
abscesses lead to the use of acetylcholine (Ach) ruthenium composite NPs (Ach@RuNPs) as
an effective appealing PDT/PTT dual-modal phototherapeutic killing agent of pathogenic
bacteria, with Ach playing a role in targeting the bacteria and promoting the entry into the
bacterial cells [108]. While belonging to the same category, each metal displays particular
specificities; consequently, with the objective of optimization, nano-PSs resulting from al-
loys or multimetallic NPs have been further designed such as the Au@AgNP@SiO2@PS and
AA@Ru@HA-MoS2 (AA: ascorbic acid, HA: hyaluronic acid) nanocomposites [117,118].

Metal Oxides

Similar to gold and silver, metal oxides such as iron oxide, titanium oxide and zinc
oxide have been cornerstone contributors in the global evolution of applied nanomaterials
(particularly in medicine), due notably to intrinsic magnetic and optical nanoscale features,
with the latter typically available at “room temperature” and commonly finely tunable
via shape, size, and crystal structure parameters [144]. Indeed, specific single-domain
superparamagnetic iron oxide NPs (SPIONs)—either magnetite (Fe3O4) or maghemite
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(γ-Fe2O3) of various shapes and sizes, including ferrite or doped derivatives—exhibit an
outstanding magnetization behavior with no remanent or coercive responses upon expo-
sure to a magnetic field. As a result, such magnetic NPs have legitimately generated interest
and use as magnetic resonance imaging (MRI) and magnetic particle imaging (MPI) agents,
as well as magnetic fluid hyperthermia (MFH), magnetic cell separators [145], or drug
delivery conveyers with the possibility to guide the NPs to the targeted area via external
magnetic fields [146]. More recently, iron oxide nano-objects proved to be also of perti-
nence for aPDT applications not only as a magnetic “nanocargo” for various organic and
inorganic PSs such as curcumin, MB, ICG, BODIPYs, porphyrins, metallophtalocyanines,
or ruthenium derivatives among others [27,108,147–155], but also with peroxidase-like
activity to enhance the cleavage of biological macromolecules for biofilm elimination [156].
Extension in the design of more elaborate multicomponent architectures involving hybrid
iron oxide nanocore led inter alia to Ag/Fe3O4, Ag/CuFe2O4, CoFe2O4, and Fe3O4/MnO2
NPs conjugated with different PSs [27,117,147,150,151,157–160].

Other oxides have also drawn heavy attention, in particular zinc oxide and titanium
oxide, as the photophysical properties of these wide bandgap semiconducting nanoma-
terials efficiently translate into a multi-level antimicrobial activity including PS vessel
and/or PS active agent (with possible coupled aPDT response), and/or membrane dis-
ruptor [161–164]. Thus, ZnO and TiO2 nanoplatforms possess the ability to alter microbes’
integrity—through alternate mechanisms involving ROS and/or metallic ions—in the dark
or via photoactivation [165]. The latter is customarily triggered by UV or X-ray irradia-
tion, with the eventual possibility to adequately shift to other wavelengths such as visible
light irradiation in virtue of diverse modification methods of the oxides encompassing
notably: doping or surface alteration (e.g., F-doped ZnO, coatings or oxygen deficiency),
coupling with other bandgap semiconductors (e.g., ZnO/TiO2) or sensitizing dyes, and
composites [121,156,164,166–171]. Furthermore, beside the size and shape of the NPs, the
crystallographic phase appears to be a tuning parameter of particular importance for the
antimicrobial effects of some oxides, especially for TiO2 with the distinction between the
anatase, rutile, and brookite structures [172–175]. Although reported to a lesser extent, the
list of alternate oxides exhibiting potential in aPDT applications comprises CuO/Cu2O,
MnO2, and rare earth oxides to mention just a few [141,176–180].

QDs and Metal Chalcogenide Nanomaterials

Aside from zinc/titanium oxides, distinct semiconductors such as QDs and metal
chalcogenide (e.g., metal sulfide) nanomaterials (involving elements from different groups
in the periodic table) proved to be efficient disruptors against various multi-drug-resistant
microorganisms. Due to their smaller size of a few nanometers (ca. up to 10 nm), QDs
differ from other nano-objects with physical and optoelectronic properties governed by the
rules of quantum mechanics, high chemical stability and resistance to photobleaching, and
near-infrared (NIR) emission (typically above 700 nm) notably allowing for deep-tissue
imaging [181]. Appositely comparable, metal chalcogenide likewise reveals unorthodox
physio and physicochemical properties, accordingly garnering a legit interest for antimi-
crobial applications [182]. Consequently, not only can these nano building blocks carry
PS molecules and alter the integrity of microbial walls/membranes or gene expression,
but they may as well act as PSs; when coupled with other PSs, synergistic interactions
in the QD-PS edifices might occur resulting from mechanisms such as Förster resonance
energy transfer (FRET, non-radiative energy transfer from QD donors to PS acceptors) to
generate free radicals and ROS. Among examples of such QDs and metal chalcogenide
aPDT systems can be cited CdTe QDs and related CdTe-PS conjugates, CdSe/ZnS QDs
combined with PSs, InP and InP-PS, Mn-doped ZnS, MoS2, but also CuS and CdS nanocrys-
tals, with ultimately hybrid systems involving for instance CoZnO/MoS2 or AgBiS2–TiO2
composites [123,183–196].
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Metal–Organic Framework (MOF) Nanoscaffolds, Upconversion Nanomaterials and Other
Metal Ion Nanostructures

Although less investigated than the above-mentioned alternatives, other original
metal-based nanostructures identified as MOF nanostructures, upconversion nanoplat-
forms, and alternate metal ion nanomaterials tend to further consolidate their promising
potential for aPDT applications. Considering their towering surface area and porous
ordered structure with substantial loading capacity (e.g., adsorption of O2 and ensuing
photocatalytic production of 1O2 via a heterogeneous process), stable versions of col-
loidal nano-MOFs—or less common covalent organic frameworks (COFs), i.e., reticulation
variants typically defined by non-metal “nodes” instead of metal ones—have emerged
as efficient heterogeneous photosensitizers—with frameworks acting as PSs or entrap-
ping PSs—towards antimicrobial applications (e.g., enhanced penetration for bacterial
biofilms eradication), with porphyrin-based or porphyrin-containing MOFs and COFs,
or Cu-based MOFs embedded with CuS NPs for rapid NIR sterilization among recently
reported solutions [197–205].

Moreover, upconversion NPs (UCNPs) generally involve actinide- or lanthanide-
doped transition metals and refer to the nonlinear process of photon upconversion, viz., a
sequential absorption of two or more photons resulting in an anti-Stokes type emission (i.e.,
emission of light at a shorter wavelength than the excitation wavelength); when translated
into biomedical context, UCNPs can be typically activated by NIR light—characterized by
deeper tissue penetration and reduced autofluorescence, phototoxicity, and photodamage
when compared with UV or blue light—and produce high energy photons for optical imag-
ing or more recently aPDT when combined with PSs [206–209]. Intrinsically limited by low
upconversion quantum yield, the current focus consists of developing hybrid UCNPs to im-
prove aPDT efficiency; thus, auspicious progress has been achieved with examples such as
{UCNPs (NaYF4:Mn/Yb/Er)/MB/CuS-chitosan)} multicomponent nanostructured system
revealing a superior antibacterial activity with the UCNPs enhancing the energy transfer
to MB, the CuS triggering synergistic PDT/PTT effects, and chitosan assuring stability and
biocompatibility [156]. Other examples also include silica coating β-NaYF4:Yb, Er@NaYF4
UCNPs loaded with MB as PS and lysozyme as a natural protein-inducing bacterial au-
tolysis, Fe3O4@NaGdF4:Yb:Er combined with the photo/sonosensitizer hematoporphyrin
monomethyl ether (HMME), UCNPs@TiO2, N-octyl chitosan (OC) coated UCNP loaded
with the photosensitizer zinc phthalocyanine (OC-UCNP-ZnPc), or the UCNPs-CPZ-PVP
system (CPZ: β-carboxy-phthalocyanine zinc, PVP: polyvinylpyrrolidone) to name but a
few [206,210–213].

Alternatively, more disparate metal-ion aPDT systems have been reported such as PS
encapsulated dual-functional metallocatanionic vesicles against drug-resistant bacteria in-
volving copper-based cationic metallosurfactant, or self-assembled porphyrin nanoparticle
PSs ZnTPyP@NO using zinc meso-tetra(4-pyridyl)porphyrin (ZnTPyP) and nitric oxide
(NO) [214–216].

4.2.2. Silicon-Based NPs

This category will be divided hereafter into two main subclasses—porous silicon
(pSi) and (mesoporous) silica (SiO2)—which differ in the oxidation state of the silicon
and display distinctive properties, more specifically different quenching behavior and
photodynamic activity (singlet oxygen quantum yield under irradiation).

Porous silicon NPs (pSi NPs) are among the most promising types of inorganic nanocar-
riers for biomedical applications and have been intensively investigated since the first
publication by Sailor et al. in 2009 regarding their application for in vivo treatment of
ovarian cancer. Composed of pure silicon, pSi NPs indeed exhibit relevant features encom-
passing not only pores with large capacity for drug loading combined with specific surface
area allowing for implemental functionalization, but also degradability in an aqueous
environment, and biocompatibility [217]. Moreover, porous silicon particles are known to
be photodynamically active with related inherent antimicrobial properties by generation
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of ROS under irradiation with light of a specific wavelength [218,219]. Because of the low
quantum yield of singlet oxygen production from porous silicon itself, particles can be
grafted with additional PSs, such as porphyrins, to enhance the yield of singlet oxygen gen-
eration and thereby antimicrobial properties for PDT applications [219,220]. Consequently,
several silicon-based systems have been reported in recent years, mainly for PDT applica-
tions [221,222]. Furthermore, pSi NPs display intrinsic fluorescence, which can be applied
for imaging and real-time diagnostics regardless of any surface functionalization [220,223].

As previously mentioned, pSi has a low singlet oxygen quantum yield due to quench-
ing, which makes silica particles in comparison a more suitable substitutional system
combining similar biocompatibility with improved optical properties. On the other hand,
one of the pivotal advantages to use silica (SiO2) conjugates with PSs is to achieve a better
“solubilization”—or more accurately, dispersibility—of hydrophobic dyes and a better pho-
tostabilization, thus limiting the self-photobleaching of PSs. Further advantages to name
as the most important features of silica are high biocompatibility, antimicrobial properties,
and high surface area for mesoporous silica that can be synthesized easily from commer-
cially available precursors [27,224,225]. Furthermore, SiO2 exhibits an effective PS-grafting
capacity [226]; the latter can be accomplished via adsorption, covalent bonding, binding to
the hydroxyl groups from silica surface, and entrapment during formation in silica particles
or matrix [27]. Recently, Dube et al. reported about the photo-physicochemical behavior of
silica NPs with (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES), and subsequently PS-modified
surfaces for aPDT [150]. In addition, silica coatings have also been reported to prevent
the degradation of nanocarriers (magnetite) and prolong the stability and functionality of
PS systems [227]. Interestingly, coupling PSs to silica or Merrifield resin leads to distinct
advantages; indeed, immobilized Ce6 notably displays significantly higher aPDT efficiency
in comparison with the free form, which is probably due to an enhancement of the ad-
hesion of PSs to bacterial cells resulting in a stronger cell wall disorganization [228,229].
Unsurprisingly, many approaches with encapsulated PSs in silica NPs for potential aPDT
applications have been reported in recent years [229–232].

Distinctly, combinatory approaches involving other nanocomponents, such as silica-
containing core-shell particles or silica-coated inorganic NPs, have emerged to further
implement the properties of silica with the specific features (e.g., magnetic, photoactive,
or antimicrobial properties) from other nanomaterials of relevance [118]. Thus, since the
surface of silica can be easily grafted with PSs and is highly biocompatible, the surface
modification of silica particles using metallic NPs (e.g., Ag NPs) to enhance the antibacterial
photodynamic activity, has been developed for improved aPDT [233] while combinations
with carbon quantum dots have been assessed for imaging-guided aPDT [234]. Another
example refers to sufficient aPDT/PDI systems, more precisely to mesoporous silica-coated
NaYF4:Yb:Er NPs with the PSs (silicon 2,9,16,23-tetra-tert-butyl-29H,31H-phthalocyanine
dihydroxide) loaded in the silica shell to enhance bacterial targeting of E. coli and S. au-
reus [235].

In addition to silica-based NPs or silica-containing core-shell particles, lesser-known
silica nanofibers also proved to be suitable substrates for potential aPDT, PDT, and PDI
applications. As an illustration, Mapukata et al. [236] recently reported silver NP-modified
silica nanofibers with embedded zinc phthalocyanine as PS for aPDT applications. The
nanofiber-based substrates offer the advantage of fast removal after application, which can
allow limiting any dark toxicity [236–238].

Silica NPs and fibrous or dendritic fibrous nanosilica have also been reported for the
formation of nanocomposites to create antimicrobial photodynamically active surfaces for
aPDT or PDI; to create such surfaces, silica NPs can be embedded into polymeric matrices
for enhanced biocompatibility and complementary surface properties from the selected
polymer [239].

Additionally, silica substrates and nanoconjugates offer a suitable platform for combi-
natory approaches since they can be easily modified. For example, Zhao et al. described
polyelectrolyte-coated silica NPs modified with Ce6 [240]. These complexes could be
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extracted, by bacteria, from silica NPs to form stable binding on the bacterial surface,
changing the aggregation state of Ce6 and leading to both the recovery of PS fluorescence
and 1O2 generation. Such bacteria-responsive multifunctional nanomaterials allowed for
simultaneous sensing and treating of MRSA. Another approach is illustrated by the photo-
induced antibacterial activity of amino- and mannose-decorated silica NPs loaded with MB
against E. coli and P. aeruginosa strains [241]. The modification of silica substrates with mannose
led to an increased targeting of P. aeruginosa and reduced dark toxicity of the systems.

4.2.3. Carbon-Based Nanomaterials

Akin to silicon-based nano-objects, the notable diversity of allotropic customizable
carbon-based nanostructures—either conveyers for traditional PS molecules or intrinsically
PS active—legitimizes their distinct consideration in the actual classification of nano-
PSs [242–244], with the following subcategories.

Fullerenes, Carbon Nanotubes (CNTs), and Nanodiamonds

In the evolution of carbon-based nano-objects, fullerenes and carbon nanotubes deriva-
tives may be chronologically introduced as the “first generation”. Discovered in the mid-
1980s, the proper Cn (n = 60–100) spheroidal “soccer ball” π-conjugated structures of
the fullerenes yield tremendous chemical modularity and electrochemical and physical
properties, including photostability, the propensity to act as a PS via Type I or Type II
pathways (Figure 1A) with high ROS quantum yield, and oxygen-independent photo-
killing by electron transfer. Despite their intrinsic hydrophobicity typically requiring
surface functionalization for biocompatibility and related dispersibility, they have proven
even nowadays their effectiveness as broad-spectrum photodynamic antimicrobial agents,
with photoactive antimicrobial coating based on a PEDOT-fullerene C60 polymeric dyad
(PEDOT: poly(3,4-ethylenedioxythiophene)), BODIPY-fullerene C60, diketopyrrolopyrrole–
fullerene C60, and cationic fullerene derivatives among recent examples [80,92,156,245–251].
Mainly developed a few years later, carbon nanotubes (CNTs)—either single wall CNTs
(SWCNTs) describable simply as a single-layer sheet of a hexagonal arrangement of hy-
bridized carbon atoms (graphene) rolled up into a hollow cylindrical nanostructure, or
multiwall CNTs (MWCNTs) consisting of nested SWCNTs—unveil both independent ca-
pacities to produce ROS upon irradiation and high surface area for decoration with PS
molecules [156]. Neoteric specimen of PS-CNTs encompass toluidine blue, polypyrrole,
malachite green, MB, RB, and porphyrins [156,252–257]. Although purportedly older since
it was discovered in the 1960s, diamond NPs or nanodiamonds seemingly remain the lesser
known carbon-based nanomaterials to date; nevertheless, the latter dispose of legit aPDT
arguments with their fluorescence, photostability, proclivity for conjugation with diverse
PSs such as porphyrins or metallated phthalocyanines and silver NPs, but also inherent
antibacterial activity [120,258–262].

Carbon QDs (CQDs)

As the next momentum in the blossoming of “nano-carbon” era, the carbon QDs were
discovered in the early 2000s [263,264]. The physical and chemical properties of these
fluorescent particles, commonly quasi-spherical with less than 10 nm in diameter, can
be finely tuned upon size/shape variations or doping with heteroatoms (e.g., B, N, O, P,
S) [263,265]. By virtue of their biocompatibility and dispersibility, photostability, low toxic-
ity and related eco-friendliness, good quantum yield and conductivity, CQDs have been
investigated for various applications, and more recently as antimicrobial agents; withal,
their environment-friendly features combined with low cost and rather ecological biogenic
or synthetic routes (from natural or synthetic precursors) place them advantageously as
a viable scalable photocatalytic disinfection material compared with alternate nano-PSs.
Late cases involve doped or hybrid CQDs or more conventional conjugates of CQDs with
PSs [121,266–271].
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Graphene, Graphene QDs (GQDs), and Graphene Oxide (GO) Nanostructures

In a similar timescale to CQDs is the quantum leap discovery and blooming of
graphene and graphene oxide materials. Graphene can be defined as a 2D allotrope
of carbon, more accurately a monolayer of atoms with a hexagonal lattice structure (or
single-layered graphite) and identifiable as the “building block” for the discrete fullerenes,
1D carbon nanotubes, and 3D graphite. Despite its stunning mechanical/electronic prop-
erties and chemical inertness, the limitations of graphene, such as zero bandgap and low
absorptivity, lead to the ulterior conversion of the 2D graphene into “0D” GQDs [272,273].
Due to quantum confinement and edge effects, GQDs exhibit different chemical and physi-
cal properties when compared with other carbon-based materials, as well as a non-zero
bandgap, good dispersibility, and propensity for functionalization and doping. Structurally,
GQDs differ from CQDs because they comprise graphene nanosheets with a plane size less
than 100 nm [272,274]. Likewise, graphene oxide (GO) is the oxidized form of graphene
i.e., a single atomic sheet of graphite with various oxygen-containing moieties either on the
basal plane or at the edges. Meanwhile, reduced graphene oxide (rGO) can be summarily
described as an “intermediate” structure between graphene and GO, with variable and
higher C/O elemental ratios compared with GO, but remaining residual oxygen and struc-
tural defects with reference to the pristine graphene structure. Although GO was reported
a couple of centuries ago, GO and rGO nanomaterials have mainly emerged for various
applications after the discovery of graphene since GO is a precursor to prepare graphene,
and both present distinctive physical and chemical properties that differ from graphene.
As a result, countless and rising fast illustrations of graphene derivatives for antibacterial
applications are regularly reported [121,275–280].

4.2.4. Lipid-Based Systems

Due to their amphiphilic nature (typically hydrophilic “head” and hydrophobic “tail”),
some lipids—natural and synthetic—have been extensively studied to develop efficient
biocompatible delivery systems—initially for drugs and DNA/RNA, but also for aPDT
PSs—with synthetic flexibility and structural diversity. Among the prevalent examples, we
can distinguish the micelles (lipid monolayers with polar units at the surface and hydropho-
bic core) and the liposomes (one or more concentric lipid bilayer with a hydrophilic surface
and an internal aqueous compartment). Although sharing similar chemical constituents,
the micelles and liposomes present significant differences to be taken into consideration
depending on the intended application (nature of the target) and the nature of the PSs.
Indeed, the micelles are typically smaller than liposomes (with a diameter starting from a
few nanometers for the micelles, and ca. 20 nm for the liposomes), with distinct stability
and permeability in biological medium and uptake pathways for the PSs into bacteria.
With reference to the nature of the transported PSs, the liposomes display the additional
flexibility to carry both hydrophilic PSs (in the core compartment or between the bilayers)
or/and hydrophobic PSs (within the lipid bilayer), while the micelles are usually easier
and cheaper to prepare [80,156]. As often critical to address for biomedical applications,
the surface charge of these nano-objects can be tailored to further optimize the interactions
with the bacteria, with cationic modification of liposomes identified as a promising aPDT
efficiency “amplifier” [80,156,281]. In addition to recent examples such as the hypericin
loaded liposomes against Gram(+) bacteria [282–286], another emerging and promising
alternative includes the development of modified liposome-like derivatives labeled ei-
ther as “ethosomes”, “transfersomes”, or “invasomes”, which can be briefly described as
ultra-deformable vesicular carriers with upgraded transdermal penetration and increased
permeability into the skin for the PSs compared with conventional liposomes [287–290].
On the other hand, recently reported aPDT micellar systems refer to micelles loaded with
various hydrophobic PSs such as curcumin, BODIPY, porphyrins, hypocrellin A, or hy-
pericin among others [121,291–293]. Furthermore, solid lipid NPs (SLN) composed of
solid biodegradable lipids have been recently highlighted as delivery systems used for
actual mRNA COVID-19 vaccines [294], but they also have been reported as transporters
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for curcumin for the treatment of oral mucosal infection [121]. Besides, we may also
include nanoemulsions in this category of lipid-based nanovehicles since the latter con-
ventionally involve lipids in the oily phase during the formulation process, with recent
curcumin/curcuminoid nanoemulsions [121,295].

4.2.5. Polymer-Based Systems

In direct correlation with the above-mentioned lipid-based systems, polymer-based
nanocarriers have been positioned as a logical extension with the objective to implement
a “degree of freedom” in the synthesis flexibility while expanding the panel of building
blocks available in the design of aPDT nanostructures. A categorization of polymeric
systems for the delivery of PSs to therapeutically relevant sites can be done using as criteria
either the nature of the polymer(s) involved or the type of polymeric (nano)structures.
Thus, in the following, we will use a classification primarily based on the structure of the
polymeric systems with differentiation between NPs (including hydrogels, biopolymers,
and aerogels), polymersomes, polymeric micelles, dendrimers, fibers, and polymeric films
and layers (including hybrid systems and nanocomposites). The nanostructure of polymeric
systems is implicitly highly correlated to the molecular structure, i.e., composition (nature
of the polymer(s), ratios, and distribution and amount of hydrophilic and hydrophobic
moieties), charge, and size, as reviewed recently by Osorno et al. [296]. The refined control
of these parameters enables the design and fine-tuning of specific polymeric nanostructures
spanning from long-ranged ordered lamellar sheets, tubes, and fibers to oval or spherical
particles, micelles, and polymersomes [296] (Figure 2C).

Conjugated Polymers as PSs or Polymer-Functionalized PSs

One of the easiest approaches reported to develop polymeric carrier systems is to
enhance water solubility and biocompatibility of PS molecules through the use of function-
alized polymers, by introducing the PSs in a post-modification reaction to a hydrophilic
and/or biocompatible polymer, or to modify the PS with a polymerizable group (e.g.,
acrylate) to react as a monomer for further polymerization with suitable monomers. Other
apt options are conjugated polymers incorporating a backbone with alternating double
and single bonds which provide photodynamic and optical properties, and therefore
might act as PSs themselves [297,298]. For example, poly[(9,9-bis{6′-[N-(triethylene glycol
methyl ether)-di(1H-imidazolium)-methane]hexyl}-2,7-fluorene)-co-4,7-di-2-thienyl-2,1,3-
benzo-thiadiazole] tetrabromide (PFDBT-BIMEG) is a conjugated polymer which affords
salt bridges and electrostatic interactions with microorganisms; these interactions enable
the simultaneous detection and inhibition of microorganisms [297]. Conjugated polymers
were intensively investigated for the development of multifunctional NPs in antibacterial
applications because of their generally low-toxicity toward eukaryotic cells, their flexibil-
ity, and their high potential to vehicle versatile therapeutic molecules [298]. Improved
PSs based on conjugated polymers or polymerized PSs with antimicrobial photodynamic
properties have been amply reported in recent years [299–303]. For example, Huang
et al. demonstrated the efficiency and selectivity of polyethyleneimine-Ce6 conjugated in
potential aPDT/PDI applications [304].

Other polymeric systems also show antimicrobial properties or preferential target
infection sites and are thus suitable for aPDT applications when combined with PSs. For ex-
ample, cationic polymers, which are known to be highly hydrophilic, can be used to target
cell walls and thus microbial infections. Hence, such polymers are adequate for potential
aPDT applications [305,306]. Exemplary amphiphilic or cationic poly(oxanorbornene)s
doped with PSs, which exhibit pronounced antimicrobial activity (99.9999% efficiency)
against E. coli and S. aureus strains, have been reported [307]. By contrast, anionic polymer
particles and nanocarriers with negatively charged surfaces and membranes invade the
reticuloendothelial system, which leads to elongated blood circulation times [308–310].
Polymers with large fractions of functional groups, such as the biopolymers mentioned
above, can be easily modified and offer many loading sites for suitable PSs. Thus, among
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many suitable materials, hyperbranched and dendrimeric polymers are particularly promis-
ing candidates for PS nanocarriers.

Dendrimers

Dendrimers, dendrimeric polymers, or dendrons are highly ordered and highly
branched polymers, which may form spherical three-dimensional structures with diam-
eters typically ranging from 1–10 nm [311]. The dimensions of dendrimers are relatively
small compared with other drug delivery systems, but as they consist of individual well-
defined molecules, the drug loading can be subtly established with reproducibility. The
incorporation or encapsulation of drugs may be achieved by covalent binding of the PSs
or drug molecules to reactive functional groups along the dendrimeric structure [312,313].
Alternatively, the PS or drug molecule may act as a scaffold from which the dendrimer
is synthesized. Finally, drug or PS encapsulation may occur inside the voids of the den-
drimer [311,314,315]. Thus, dendrimers offer a substrate for PSs with many reaction sites,
and controllable sterical and hydrophobic properties depending on the backbone of the
dendrimer. Approaches using hyperbranched polymers for stimuli-responsive release
of PSs, such as porphyrins, under acidic or reductive conditions, with improved target-
ing of bacterial sites have been reported, such as mannose-functionalized polymers by
Staegemann et al. [316,317].

Polymeric NPs and Nanocomposites

In many cases, polymeric nano-systems are not clearly classified, but instead typically
grouped under the terminology “polymeric NPs”, since the exact structure may not be
fully characterized or considered less relevant with respect to the application efficiency.
Polymeric NPs are commonly defined as physically or chemically crosslinked polymer
networks with a size in the range of 1 to 1000 nm, but if not further defined may also include
nanocapsules, such as polymersomes, micelles, chitosomes, and even highly branched
polymers and dendrimers [318].

In aPDT, polymeric NPs may be either used to encapsulate PS molecules (loading
with PSs), or built from inherent photoactive polymers acting as PSs [303]. Various PS
molecules (e.g., RB, porphyrin derivatives, or curcumin) encapsulated in biocompatible
polymeric NPs, such as polystyrene-, PEG-, polyester- (including poly-beta-amino esters),
or polyacrylamide-based NPs, are widely used in aPDT/PDI approaches, as recently
reported [319–321]. In addition to the role of nanovehicle, the polymeric particles may
also help to address the lack of solubility in the biological medium from the PSs and/or
reduce their toxicity, as reported among others by Gualdesi et al. [320,322]. For instance,
polystyrene NPs with encapsulated hydrophobic TPP-NP(5,10,15,20-tetraphenylporphyrin)
have been reported as nano-PS for efficient aPDI approaches towards multi-resistant bacte-
ria [321]. In addition, biocompatible PLGA (polylactic-co-glycolic acid) NPs were employed
to encapsulate curcumin, which could potentially serve as an orthodontic adhesive an-
timicrobial additive [322]. Alternatively, combinatory approaches such as polymeric NPs
merging a polymeric PS, a photothermal polymeric agent, and poly(styrene-co-maleic anhy-
dride) as dispersants have recently been reported for coupled aPDT/PTT nano-platforms
in aqueous media [323,324]. Furthermore, Kubát et al. reported an increase in the stability
of physically crosslinked polymeric NPs (polystyrene) to comparable nanocapsules (PEG-
poly(ε-caprolactone) (PCL) micelles) equipped with identical PS [319].

The term polymeric NP also includes NPs obtained from natural polymers (e.g.,
chitosan and alginate), hydrogels, or aerogels. Hydrogels are chemically or physically
crosslinked polymeric networks, which are able to absorb large amounts of water due to
their pronounced hydrophilicity, but do not dissolve because of the crosslinking, whereas
aerogels are formed by replacement of liquid with a gas resulting in low-density polymeric
structures [325]. Recently, Kirar et al. reported PS-loaded biodegradable NPs fabricated
from gelatin, a naturally occurring biopolymer, and hydrogel, for application in aPDT [326].
Moreover, also recently, some polymers such as Carbopol-forming hydrogel matrix en-
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trapping PS molecules attracted attention because of their bio/muco-adhesive property,
allowing a prolonged local PS delivery. Nevertheless, the viscosity of such systems can
prevent the efficiency of PDT by decreasing the photostability and ROS production, thus
calling for further optimizations [327,328]. Furthermore, the incorporation of hydrophobic
PSs such as curcumin in polyurethane hydrogel has demonstrated to be an efficient PS
release system [329].

Another suitable hydrogel for aPDT is chitosan, which is a polycationic biopolymer
with good biocompatibility and antibacterial properties [330,331]. Indeed, cationic poly-
mers, which can be antimicrobials by themselves such as chitosan and poly-Lysine, can
assure a better recognition toward bacteria thus improving antimicrobial efficiency. Typ-
ically, polycationic chitosan may form nanogels or NPs in the presence of (poly)anionic
molecules. Alternatively, another promising aPDT approach for the treatment of Ag-
gregatibacter actinomycetemcomitans was recently reported [332,333], in which anionic PS
indocyanine green was used to form PS-doped chitosan NPs. These NPs were shown to
significantly reduce biofilm growth-related gene expression. Other similar approaches
have also been reported, in which PS doped chitosan NPs showed enhanced cellular
uptake and improved antimicrobial properties compared with free PS against different
bacteria [212,334,335].

The above-mentioned approach has not only been implemented with NPs, but also
in thin films and layers to create biocompatible and antimicrobial surfaces [336]. Indeed,
in aPDT and especially aPDI, polymers are also used to create antimicrobial surfaces or
matrices to embed PS units. Thus, combinatory approaches—using cellulose derivatives,
alginates, chitosan, and other polymer-based materials as biocompatible substrates for
PSs and nanocomposites to create photoactive antimicrobial surfaces—have recently been
reported [337–339]. The development of such surfaces, and in particular antimicrobial
membranes, is of considerable interest, especially in numerous and diverse fields in which
providing hygienic and sterile surfaces is essential. As an illustration, Müller et al. reported
polyethersulfone membranes doped with polycationic PS that provide antimicrobial prop-
erties for potential use as filter membranes in water purification or medicine [340]. Other
recent distinctive systems for aPDI refer to self-sterilizing and photoactive antimicrobial
surfaces made from (i) natural polymers such as chitosan doped with chlorophyll [336],
(ii) “bioplastic” poly(lactic acid) surfaces coated with a BODIPY PS [341], or (iii) synthetic
polyurethanes doped with curcumin and cationic bacterial biocides [336,342–345].

Alternatively, other combinatory approaches—in which polymeric nanocomposites
embedding inorganic nanomaterials with relevant complementary features are conceived—
have garnered attention in recent years. Examples include fullerenes or silver NPs that are
incorporated as PSs into polymeric matrices [346], phthalocyanine-silver nanoprism conju-
gates [347], or mesoporous silica NPs loaded into polymer membranes [348]. Additionally,
the embedding of zinc-based PS—such as Zn (II) porphyrin [349]—into polymer matrices
to create antimicrobial polymers and polymeric surfaces for aPDI and possibly aPDT has
also been reported, with pronounced antimicrobial activity against several bacteria strains
and viruses [350,351]. Furthermore, protein-based approaches were developed as reported
by Ambrósio et al. [352] and Silva et al. [353] using BSA (bovine serum albumin) NPs or
BSA conjugated to PSs to improve solubility and biocompatibility.

Lastly, stimuli-responsive polymeric NPs are generally known to be sensitive to an
internal or external stimulus (e.g., pH, temperature, light) and so of utmost interest for the
controlled release of PSs for PDT and aPDT, whereas the stimuli-responsiveness depends on
the structure and properties of the used polymer such as the assembly of polymer chains and
linkages [354]. For example, Dolanský et al. reported light- and temperature-triggered ROS
and NO release from polystyrene NPs for combinatory aPDT/PTT approaches [355]. Unlike
micelles or polymersomes, crosslinked NPs have been reported to be thermodynamically
stable, while stimulus-responsive behavior such as pH-responsive release of PSs has been more
often achieved using self-assembled micellar or vesicular structures [319,356–358].
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Polymersomes

Polymersomes are polymeric vesicles that resemble liposomes, which were previously
described in Section 4.2.4 dedicated to lipid-based systems. Polymersomes are formed
from amphiphilic copolymers, which self-assemble in aqueous media, resulting in capsules.
The lumen of the polymersomes is filled with an aqueous medium and the wall comprises
a hydrophobic interior with a hydrophilic corona on both inner and outer interfaces.
Polymersomes typically form when the weight fraction of the hydrophilic parts (e.g., PEG in
a PEG-b-poly(lactic acid) (PLA) block copolymers) comprises up to 20–40% of the polymer.
They also form at comparatively large water fractions in the solvent shift method [359–361].
At higher weight fractions, the system tends to form micellar structures [296,362,363]. The
hydrophilic and hydrophobic compartments inside the polymersomes enable the uptake
and encapsulation of both hydrophobic and hydrophilic molecules [364–367], making
polymersomes a relevant candidate for the development of advanced nanocarriers for
PSs [368]. In aPDT and similar approaches, efficient delivery of the PSs to the targeted
tissue is essential, not only to minimize toxic side effects and overcome low solubility
in body fluids, but also to enable elongated circulation in the blood stream and prevent
dimerization and quenching of the PSs. Li et al. reported that PSs encapsulated in polymeric
nanocarriers exhibit an increased singlet oxygen 1O2 quantum yield compared with non-
encapsulated PSs [308]; by contrast, non-encapsulated PSs may tend to aggregate and
lose efficiency [308,369,370]. Additionally, most polymersomes offer certain advantages
compared with the established liposome-based systems such as enhanced biocompatibility,
lower immune response, controlled membrane properties, stimuli-responsive drug release,
biodegradability, and higher stability, with those mainly resulting from the individual
design of polymers and polymersomes for the anticipated applications [296,371].

The encapsulation of PSs into specifically designed nanosized polymersomes with
stimulus-triggered release of PSs has been reported in recent years, including tempera-
ture, pH, and light-induced release of the PSs [296,372,373]. For instance, Lanzilotto et al.
recently reported a system used for aPDT consisting of polymersomes of the tri-block-
copolymer poly(2-methyl-2-oxazoline)-block-poly-(dimethylsiloxane)-block-poly(2-methyl-
2-oxazoline) (PMOXA34–PDMS6–PMOXA34) encapsulating water-soluble porphyrin deriva-
tives [372].

Polymeric Micelles

In contrast to polymersomes or liposomes, micelles are particles that contain a hy-
drophobic core. Typical micelles range between 10 to 100 nm in size. More specifically,
polymeric micelles are formed of amphiphilic polymers, with a higher ratio of hydrophilic
parts in the case of block copolymers compared with polymersomes [296,362,363]. They
also form at comparatively small water fractions in the solvent shift method [359–361]. Due
to their structures, micelles are implicitly used to encapsulate hydrophobic drugs or agents,
such as PSs, to convey the latter to the target (e.g., cancer cells or microbial infections)
while overcoming their low solubility in aqueous media [374]. Additionally, encapsulation
may reduce the toxicity of the PSs [375,376]. When compared with polymersomes, one
disadvantage is the lack of flexibility to encapsulate or transport both hydrophilic and
hydrophobic molecules. On the other hand, as reported in the review by Kashef et al. [377],
polymeric micelles are easier to produce, hence they are more cost-efficient than lipo-
somes and potentially polymersomes, while providing similar applicable features [378,379].
Among examples, an aPDT system of polymeric micelles, fabricated from methoxy-PEG
and PCL and loaded with the hydrophobic PS curcumin and ketoconazole for the PDI of
fungal biofilms, has been reported with an increased water solubility and controlled release
of the PSs on display [380]. Additionally, Caruso et al. recently reported the synthesis of
thermodynamically stable PEG-PLA micelles for efficient aPDI of S. aureus, suggesting
that this delivery system is promising in aPDI applications, which also reduces toxicity
compared with pure PSs [291]. Moreover, a significant advantage of polymeric micelles
compared with lipid-based micelles resides notably in the adjustability of properties by
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individual design of the polymer and membrane surface with respect to the selected appli-
cation. Hence, the polymeric micelles can be equipped with target ligands and/or their
morphology can be tuned to increase the cellular uptake of the micelle, PS, or other thera-
peutic agents in a specific tissue, such as in tumors [381]. Like polymersomes, polymeric
micelles can be tuned to release drugs or collapse by application of external stimuli, such
as light, temperature or pH [357,358].

Niosomes

Niosomes are closely related to liposomes. They are vesicular structures consisting
of non-ionic surfactants, including polymers, and lipids such as cholesterol. The addition
of lipids to the non-ionic surfactants leads to increased rigidity of the membrane and the
vesicular structure. Niosomes range from 10 to 3000 nm in size, and also may include
multi-layered systems typically consisting of more than one bilayer. Niosomes offer
enhanced stability and biocompatibility compared with vesicular structures based on ionic
surfactants [288]. Due to the bilayer structure and adjustability of the selected polymers
for the applications of choice, they exhibit similar properties and offer similar advantages
as polymersomes, and can be used for encapsulation of a variety of hydrophobic and
hydrophilic molecules [288,358]. They may also be equipped with targeting ligands, such
as folic acid that enhances uptake into cancer cells for PDT of cervical cancer [382]. A
niosome-based system, using MB as encapsulated PS, has been reported for aPDT treatment
of hidradenitis suppurativa [383].

Polymeric Fibers

Another approach to obtain PS carrier systems relies on polymeric or polymer-hybrid
fibers with diameters in micro and nano range [384–386]. The fibers can either be loaded
after formation with various PSs, such as cationic yellow or RB [387] incorporated into
wool/acrylic blended fabrics to obtain antimicrobial properties, or they can be electrospun
from PS containing polymer solution to form polymeric fibers loaded with PSs [388]. Since
many polymers (such as nylon, cellulose acetate, or polyacrylonitrile) are used in the
textile industry, those materials may offer a novel approach to create substrates or textiles
with self-sterilizing and antimicrobial properties in the presence of visible light [386,389].
Furthermore, combinatory approaches using various NPs, such as magnetite NPs, to
form polymeric fiber-based nanocomposites have shown some efficiency for antimicrobial
photodynamic chemotherapy [390,391].

To conclude this Section 4.2, the list of above-mentioned aPDT nanosystems is non
exhaustive and aims at providing an overview of the diversity and richness in the composi-
tion of aPDT nanomaterials. The next section focusing on “combinatorial strategies” partly
overlaps with the description of aPDT systems, which further complicates the classification
process. Moreover, a distinction must be settled between strict “mixtures” of components
and “chemical combinations” of components in the development of aPDT treatments with
possible synergistic behaviors.

5. Focus on Combinatory aPDT Approaches

Given its intrinsic characteristics, PDT is highly amenable to versatile combinations
with other drugs, treatments, or modalities in view to potentiate therapeutic effects, which
include enhanced efficacy, limitation of side effects, and reduction in the risk of resistance
emergence. Proof-of-concept for various combinatory aPDT are thus being increasingly
recorded, exploiting the additive/synergistic effects arising from single or multiple thera-
peutic species acting via different mechanistic pathways. The following part aims to review
recent works following such strategies (Table 2).

60



Ph
ar

m
ac

eu
tic

s
20

21
,1

3,
19

95
24

of
56

Ta
bl

e
2.

Ex
am

pl
es

of
re

ce
nt

st
ud

ie
s

th
at

co
m

bi
ne

d
aP

D
T

w
it

h
ot

he
r

an
ti

m
ic

ro
bi

al
ac

ti
ve

s
or

tr
ea

tm
en

ts
.

C
om

bi
na

ti
on

w
it

h
A

nt
ib

io
ti

cs
Ta

rg
et

(s
)

In
V

it
ro

an
d/

or
In

V
iv

o
Ef

fe
ct

(s
)

R
ef

er
en

ce
5-

A
LA

+
G

en
ta

m
ic

in
S.

au
re

us
an

d
S.

ep
id

er
m

id
is

In
vi

tr
o:

an
ti

bi
ofi

lm
sy

ne
rg

is
ti

c
ef

fe
ct

[3
92

]

Ph
ot

od
it

ha
zi

ne
+

M
et

ro
ni

da
zo

le
F.

nu
cl

ea
tu

m
an

d
P.

gi
ng

iv
al

is
In

vi
tr

o:
im

pr
ov

em
en

to
fa

nt
ib

io
fil

m
ef

fe
ct

[3
93

]

C
e6

N
P

+
Ti

ni
da

zo
le

Pe
ri

od
on

ta
lp

at
ho

ge
ni

c
ba

ct
er

ia
In

vi
tr

o:
sy

ne
rg

is
ti

c
an

ti
pe

ri
od

on
ti

ti
s

ef
fe

ct
s;

in
vi

vo
:r

ed
uc

ed
ad

so
rp

ti
on

of
al

ve
ol

ar
bo

ne
in

a
ra

tm
od

el
of

pe
ri

od
on

ti
ti

s
[3

94
]

M
B

+
C

lin
da

m
yc

in
/A

m
ox

ic
ill

in
E.

co
li

In
vi

tr
o:

en
ha

nc
em

en
to

fa
nt

ib
io

ti
c

su
sc

ep
ti

bi
lit

y
fo

llo
w

in
g

aP
D

T
tr

ea
tm

en
t;

in
vi

vo
:p

ro
lo

ng
ed

su
rv

iv
al

of
in

fe
ct

ed
G

.m
el

lo
ne

lla
la

rv
ae

[4
3]

M
B

+
G

en
ta

m
ic

in
S.

au
re

us
an

d
P.

ae
ru

gi
no

sa
In

vi
tr

o:
sy

ne
rg

is
tic

ef
fe

ct
on

pl
an

ct
on

ik
cu

ltu
re

s
of

bo
th

ba
ct

er
ia

;p
os

iti
ve

ef
fe

ct
on

P.
ae

ru
gi

no
sa

bi
ofi

lm
[3

95
]

M
B

+
C

ar
ba

pe
ne

m
S.

m
ar

ce
sc

en
s,

K
.p

ne
um

on
ia

e
an

d
E.

ae
ro

ge
ne

s
In

vi
tr

o:
im

pa
ir

m
en

to
ft

he
en

zy
m

at
ic

ac
tiv

ity
an

d
ge

ne
tic

de
te

rm
in

an
ts

of
ca

rb
ap

en
em

as
es

;r
es

to
ra

ti
on

of
th

e
su

sc
ep

ti
bi

lit
y

to
C

ar
ba

pe
ne

m
[3

96
]

[I
r(

pp
y)

2
(p

pd
h)

]P
F 6

)+
C

ef
ot

ax
im

e
K

.p
ne

um
on

ia
e

In
vi

tr
o:

sy
ne

rg
is

ti
c

aP
D

Ie
ff

ec
tw

it
h

C
ef

ot
ax

im
e

[3
97

]

C
om

bi
na

ti
on

w
it

h
ot

he
r

an
ti

ba
ct

er
ia

l
co

m
po

un
ds

Ta
rg

et
(s

)
In

vi
tr

o
an

d/
or

in
vi

vo
ef

fe
ct

(s
)

R
ef

er
en

ce

M
B

or
C

e6
+

au
re

in
1.

2
m

on
om

er
or

au
re

in
1.

2
C

-t
er

m
in

al
di

m
er

E.
fa

ec
al

is
In

vi
tr

o:
pr

ev
en

ti
on

of
bi

ofi
lm

fo
rm

at
io

n
w

it
h

al
lt

re
at

m
en

ts
;

im
pr

ov
em

en
to

fa
ur

ei
n

m
on

om
er

ef
fe

ct
w

he
n

co
m

bi
ne

d
w

it
h

C
e6

-P
D

T
[3

98
]

R
B

+
C

on
ca

na
va

lin
A

E.
co

li
In

vi
tr

o:
im

pr
ov

em
en

to
fR

B
up

ta
ke

,i
nc

re
as

ed
m

em
br

an
e

da
m

ag
es

an
d

en
ha

nc
ed

PD
T

ef
fe

ct
[3

99
]

M
B@

G
N

PD
EX

-C
on

A
+

C
ar

bo
ny

lc
ya

ni
de

m
-c

hl
or

op
he

ny
lh

yd
ra

zo
ne

K
.p

ne
um

on
ia

e
In

vi
tr

o:
en

ha
nc

em
en

to
ft

he
M

B-
N

Ps
m

ed
ia

te
d

ph
ot

ot
ox

ic
it

y
w

it
h

th
e

ef
flu

x
pu

m
p

in
hi

bi
to

r
C

C
C

P
[4

0]

Q
ui

ni
ne

hy
dr

oc
hl

or
id

e
+

an
ti

m
ic

ro
bi

al
bl

ue
lig

ht
M

D
R

P.
ae

ru
gi

no
sa

an
d

A
.b

au
m

an
ni

i
In

vi
tr

o:
ph

ot
o-

in
ac

ti
va

ti
on

of
pl

an
kt

on
ic

ce
lls

an
d

bi
ofi

lm
s;

in
vi

vo
:

po
te

nt
ia

ti
on

of
aB

L
ef

fe
ct

in
a

m
ou

se
sk

in
ab

ra
si

on
in

fe
ct

io
n

m
od

el
[4

00
]

C
om

bi
na

ti
on

w
it

h
ot

he
r

an
ti

fu
ng

al
tr

ea
tm

en
tc

om
po

un
ds

Ta
rg

et
(s

)
In

vi
tr

o
an

d/
or

in
vi

vo
ef

fe
ct

(s
)

R
ef

er
en

ce

5-
A

LA
+

IT
Z

,i
tr

ac
on

az
ol

e;
TB

F,
te

rb
in

afi
ne

;
V

O
R

,v
or

ic
on

az
ol

e
C

an
di

da
sp

ec
ie

s,
de

rm
at

op
hy

te
s,

A
.f

um
ig

at
us

an
d

F.
m

on
op

ho
ra

In
vi

tr
o:

re
du

ct
io

n/
im

pr
ov

em
en

to
fl

es
io

ns
,d

is
ap

pe
ar

an
ce

of
pl

aq
ue

[4
01

]

Ph
ot

od
it

ha
zi

ne
+

N
ys

ta
ti

n
Fl

uc
on

az
ol

e-
re

si
st

an
tC

.a
lb

ic
an

s
In

vi
tr

o:
re

du
ct

io
n

of
fu

ng
al

vi
ab

ili
ty

,d
ec

re
as

e
in

or
al

le
si

on
s

an
d

in
fla

m
m

at
or

y
re

ac
ti

on
;i

n
vi

vo
:d

ec
re

as
e

in
to

ng
ue

le
si

on
s

[5
4]

5-
A

LA
+

It
ra

co
na

zo
le

Tr
ic

ho
sp

or
on

as
ah

ii
In

vi
tr

o:
be

tt
er

el
im

in
at

io
n

of
pl

an
kt

on
ic

an
d

bi
ofi

lm
s

fu
ng

it
ha

n
si

ng
le

th
er

ap
y

[4
02

]

61



Pharm
aceutics

2021,13,1995
25

of56

Table
2.C

ont.

C
om

bination
w

ith
im

m
unotherapy

Target(s)
In

vitro
and/or

in
vivo

effect(s)
R

eference
Schiffbase

com
plexes

E.colietS.aureus
In

vitro:blockage
ofthe

production
ofinflam

m
atory

TN
F
α

cytokine
[403]

Porphyrin
+

phtalocyanine
H

IV
-infected

cells
In

vitro:specific
phototoxicity

againstinfected
cells

[404]
C

om
bination

w
ith

sonodynam
ic

therapy
(SD

T
)

Target(s)
In

vitro
and/or

in
vivo

effect(s)
R

eference

C
e6

derivative
Photodithazine

+
R

B
C

.albicans
In

vitro:inactivation
ofbiofilm

(viability
and

totalbiom
ass)

[405]

U
C

N
Ps

+
hem

atoporphyrin
+

SiO
2 -R

B
1

A
ntibiotic-resistantbacteria

In
vitro:greater

antibacterialeffectw
ith

SD
T

and
PD

T
atonce

[406]
C

om
bination

w
ith

electrochem
otherapy

Target(s)
In

vitro
and/or

in
vivo

effect(s)
R

eference
H

ypericin
E.coliand

S.aureus
In

vitro:better
bacterialinactivation

w
ith

com
bined

therapies
[407]

C
om

bination
w

ith
viralN

Ps
Target(s)

In
vitro

and/or
in

vivo
effect(s)

R
eference

TV
P-A

(lum
inogen)+

PA
P

phage
P.aeruginosa

In
vitro:synergistic

bacterialrecognizing
and

killing;in
vivo:acceleration

ofhealing
rates

[408]

Pheophorbide
A

(chlorophyll)+
JM

-phage
C

.albicans
In

vitro:better
specificity

ofPS
targeting

[409]

R
u(bpy2)phen-IA

+
C

ow
pea

chlorotic
m

ottle
virus

S.aureus
In

vitro:targeted
bacterialphotodynam

ic
inactivation

[410]

C
om

bination
of

severalPSs
Target(s)

In
vitro

and/or
in

vivo
effect(s)

R
eference

C
arboxypterin

+
M

B
K

.pneum
oniae

In
vitro:better

biofilm
eradication

[411]

Phthalocyanines
+

G
raphene

Q
D

s
S.aureus

In
vitro:better

bacterialphotoinactivation
[412]

IC
G

+
M

etform
in

+
C

urcum
in

E.faecalis
In

vitro:better
biofilm

eradication
[35]

Porphyrin
+

Phthalocyanine
Leishm

ania
braziliensis

In
vitro:better

assim
ilation

ofphoto-inactivated
parasites

by
m

acrophages
[413]

C
om

bination
w

ith
phototherm

altherapy
(PT

T
)

Target(s)
In

vitro
and/or

in
vivo

effect(s)
R

eference

R
uthenium

N
Ps

Pathogenic
bacteria

In
vitro:bacterialinhibition;in

vivo:reduction
ofbacterialload

and
repair

ofinfected
w

ounds
[414]

G
raphene

oxide
E.coliand

S.aureus
In

vitro:efficientvector
for

both
PD

T
and

PTT
[415]

IC
G

+
SPIO

N
s

E.coli,K
.pneum

oniae,P.aeruginosa,and
S.

epiderm
is

In
vitro:antim

icrobialand
antibiofilm

activity
ata

low
dose

[148]

A
g-conjugated

graphene
Q

D
s

E.coliand
S.aureus

In
vitro:efficientphotoinactivation

by
PD

T
and

PTT;in
vivo:prom

oted
healing

in
bacteria-infected

ratw
ounds

[280]

PD
PPTT

(phototherm
alagent)+

M
EH

-PPV
(PS)

2
E.coli

In
vitro:better

inhibition
rate

than
PTT/PD

T
system

s
used

alone
[324]

M
esoporous

polydopam
ine

N
Ps

+
IC

G
S.aureus

In
vivo:eradication

ofS.aureus
biofilm

on
titanium

im
plant

[416]

62



Ph
ar

m
ac

eu
tic

s
20

21
,1

3,
19

95
26

of
56

Ta
bl

e
2.

C
on

t.

C
om

bi
na

ti
on

w
it

h
N

O
ph

ot
ot

he
ra

py
Ta

rg
et

(s
)

In
vi

tr
o

an
d/

or
in

vi
vo

ef
fe

ct
(s

)
R

ef
er

en
ce

N
-(

3-
am

in
op

ro
py

l)
-3

-(
tr

ifl
uo

ro
m

et
hy

l)
-4

-
ni

tr
ob

en
ze

na
m

in
e

+
TM

Py
P/

Z
nP

c
E.

co
li

In
vi

tr
o:

du
al

-m
od

e
ph

ot
oa

nt
ib

ac
te

ri
al

ac
ti

on
[4

17
]

Su
lf

on
at

ed
po

ly
st

yr
en

e
N

Ps
(N

O
ph

ot
od

on
or

+
po

rp
hy

ri
n/

ph
th

al
oc

ya
ni

ne
)

E.
co

li
In

vi
tr

o:
st

ro
ng

an
ti

ba
ct

er
ia

la
ct

io
n

[3
55

]

[R
u(

bp
y)

3]
C

l 2
P.

ae
ru

gi
no

sa
In

vi
tr

o:
PD

T/
N

O
sy

ne
rg

is
ti

c
an

ti
bi

ofi
lm

ef
fe

ct
[4

18
]

A
L

A
,a

la
ni

ne
;M

B
,m

et
hy

le
ne

bl
ue

;R
B

,r
os

e
be

ng
al

;C
e6

,c
hl

or
in

e6
;I

C
G

,i
nd

oc
ya

ni
ne

gr
ee

n;
SP

IO
N

,s
up

er
pa

ra
m

ag
ne

ti
c

ir
on

ox
id

e
N

P.
1 ,h

em
at

op
or

ph
yr

in
m

on
om

et
hy

le
th

er
en

cl
os

ed
in

to
yo

lk
-s

tr
uc

tu
re

d
u

p
-c

on
ve

rs
io

n
co

re
an

d
co

va
le

nt
ly

lin
ke

d
R

B
on

Si
O

2
sh

el
l;

2 ,
p

ho
to

th
er

m
al

ag
en

tp
ol

y(
d

ik
et

op
yr

ro
lo

p
yr

ro
le

-t
hi

en
ot

hi
op

he
ne

)(
P

D
P

P
T

T
)a

nd
th

e
p

ho
to

se
ns

it
iz

er
p

ol
y(

2-
m

et
ho

xy
-5

-(
(2

-e
th

yl
he

xy
l)

ox
y)

-p
-

ph
en

yl
en

ev
in

yl
en

e)
(M

EH
-P

PV
)i

n
th

e
pr

es
en

ce
of

po
ly

(s
ty

re
ne

-c
o-

m
al

ei
c

an
hy

dr
id

e)
.

63



Pharmaceutics 2021, 13, 1995 27 of 56

5.1. “Basic” aPDT Combinations
5.1.1. Combination of Several PSs

The simplest combinatory aPDT approach probably consists in combining two or
more PSs in a single treatment. Thus, besides aPDT making use of a single PS, aPDT
may rely on the simultaneous use of several PSs in an attempt to obtain additive or
synergistic antimicrobial effects. The PSs combined may exhibit different photophysical
characters showing complementarities. For example, carboxypterin-based aPDT upon
sunlight irradiation demonstrates a significant planktonic bacterial load reduction [419].
However, eradication of biofilm formation needs a PS concentration 500 times higher than
assays performed with planktonic forms. When combined with MB, Tosato et al. showed
that reasonable concentrations of both PSs exert synergistic effect on both biofilm and
planktonic MDR bacteria [411]. In other studies, alternative dual-PSs aPDT systems have
shown even better antibacterial and antibiofilm properties [35,412].

5.1.2. Addition of Inorganic Salts

The combination of PSs with inorganic salts can modulate the PDT effectiveness,
potentiating or inhibiting the antimicrobial activity through the production of additional
reactive species or quenching 1O2 [420]. As an example, azide sodium can modulate aPDT
effectiveness by promoting or inhibiting the binding of bacteria with PSs, depending on
lipophilicity of the latter. Indeed, azide sodium is a 1O2 quencher, but can also produce
highly reactive azide radicals, via electron transfer from PS at the excited state. This has
been reported with many phenothiazinium dyes and also fullerenes [93,421,422]. Other
salts can amplify the bacterial killing mediated by MB-PDT such as potassium iodide
(KI), a very versatile salt, involved in the generation of short-lived reactive iodine radicals
(I•/I2

•−) [423,424]; similar findings have been obtained when using KI with cationic BOD-
IPY derivatives [425] or porphyrin–Schiff base conjugates bearing basic amino groups [426].
Potassium thiocyanate and potassium selenocyanate could also form reactive species, such
as the sulfur trioxide radical anion and selenocyanogen (SeCN)2, respectively [427]. In
addition, interactions between PSs and target microorganisms could be improved thanks
to inorganic salts. For example, calcium and magnesium cations can modulate the elec-
trostatic interaction between PSs and bacterial membranes [428]. It is worth noting here
that most of the above-mentioned studies were conducted under in vitro settings. While
inorganic salts can be useful to enhance in vitro or ex vivo aPDT effects, the use of such
additives in animals or human beings would need to be carefully examined, considering
the dose to be used and potential concomitant side effects.

5.2. Combinations of aPDT with Other Antimicrobial Drugs or Antimicrobial Therapies

Various classes of antimicrobial drugs or other antimicrobial therapies, which action
does not depend on light, have been considered with regard to their aPDT compatibility.

5.2.1. Antibiotics

Antibiotherapy is an obvious complementary therapy to aPDT, which may allow
obtaining stronger antimicrobial effects and/or restore antibiotic susceptibility. Combi-
nations of PSs with antibiotics have been investigated in numerous studies addressing
various infectious diseases, such as skin and mucosal infections as recently reviewed [429].
Aminosides are the most common antibiotics used in combination with a PS. For instance,
kanamycin, tobramycin, and gentamicin combined respectively to RB, porphyrin, and
5-Alanine have been reported, showing potent effects against bacteria of clinical interest,
notably by improving biofilm clearance and reducing microbial loads [392,430–433]. In
addition, combinations with other antibiotic classes, such as nitroimidazoles (e.g., metron-
idazole) or glycopeptides (e.g., vancomycine), also showed some effect against biofilms
of F. nucleatum and P. gingivalis [393], as well as S. aureus [434]. Further, PSs can also be
useful to combine with antibiotics in order to restore the susceptibility of bacteria to the
latter, notably to last-resort antibiotics. As a recent example, Feng et al. reported the photo-
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dynamic inactivation of bacterial carbapenemases, both restoring bacterial susceptibility
to carbapenems and enhancing the effectiveness of these antibiotics [396]. However, all
combinations of PSs and antibiotics may not be effective, since in some cases antibiotics
can have an antagonistic effect on PS activity [435]. Finally, it is noteworthy that some
antibiotics can act themselves as PSs; Jiang et al. indeed reported light-excited antibiotics
for potentiating bacterial killing via ROS generation [436].

5.2.2. Antifungals

The combination of PSs with antifungals is a powerful approach to thwart growing
antifungal resistance, especially to fluconazole, which is commonly observed in C. albicans
strains [437]. Quiroga et al. showed that sublethal photoinactivation mediated by a tetracationic
tentacle porphyrin allowed to reduce the MIC of fluconazole in C. albicans [438]. Nystatin, a
common antifungal used to prevent and treat candidiasis, was combined with photodithazine-
based PS and red light in C. albicans-infected mice. The combined therapy reduced the
fungal viability and decreased the oral lesions and the inflammatory reaction [54]. Moreover,
other antifungals (e.g., terbinafine, itraconazole and voriconazole) combined to ALA reported
promising results. These combinations could be alternative methods for the treatment of
refractory and complex cases of chromoblastomycosis [401,439].

5.2.3. Other Antimicrobial Compounds

Many other antimicrobial compounds may be used in combination with PSs. Antimi-
crobial peptides (AMPs) are oligopeptides (commonly consisting of 10–50 amino acids)
with high affinity for bacterial cells thanks to an overall positive charge. Their antimicro-
bial spectrum can be modulated through variation of their amino acids sequence. AMPs
encompass a large set of natural compounds that may be used in aPDT. For example,
de Freitas et al. reported that sub-lethal doses of PSs (either Ce6 or MB) and aurein pep-
tides (either aurein 1.2 monomer or aurein 1.2 C-terminal dimer) were able to prevent
biofilm development by E. faecalis [398]. In another study, a membrane-anchoring PS,
named TBD-anchor, demonstrated both bacterial membrane-anchoring abilities and ROS
production [440]. In a similar way to peptide therapy, LPS-binding proteins were used
to improve the contact of PSs with the cytoplasmic membrane of bacteria. For instance,
the antibacterial efficacy of a complex consisting of a combination of RB with the lectin
concanavalin A (ConA) was demonstrated in a planktonic culture of E. coli; ConA-RB con-
jugates increased membrane damages and enhanced the RB efficacy up to 117-fold [399].
In addition, coupling pump efflux inhibitors, such as CCCP EPI (carbonyl cyanide m-
chlorophenylhydrazone), to PSs was also investigated. This highlighted the interest to
combine PSs with molecules acting on targets susceptible to induce resistance modula-
tions [40]. Other antimicrobial molecules may be good candidates to be used in aPDT
strategies. For example, quinine used in combination with antimicrobial blue light was
shown efficient to photo-inactivate MDR P. aeruginosa and A. baumannii [400]. Some cationic
molecules, such as cationic lipids, can have a good affinity for bacterial cell membrane
and a good antibacterial activity [126,441]. Thus, PS-amphiphiles conjugates would also
deserve to be investigated for aPDT applications.

5.2.4. Viral NPs and Phagotherapy

In recent years, viral NPs (VNPs) deriving from phages, animal, or plant viruses have
been proposed as biological vehicles for delivery of PSs. Such carriers can exhibit a series
of advantageous properties including natural targeting, easy manufacture and good safety
profile [442]. Compared with nanomaterials used as PS carriers, VNPs are natural protein-
based NPs that may display higher biocompatibility and tissue specificity. In addition,
VNPs can be tuned through genetic and synthetic engineering with appropriate biological
and chemical modifications (e.g., surface decoration). Alternatively, the combination of
aPDT with so-called phagotherapy may be useful for various reasons, following different
strategies. One study suggests that, following a PDT treatment, ROS damages can cause
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quorum sensing and virulence pathway alterations rendering micro-organisms more sus-
ceptible to other therapies. Among these, phagotherapy is known to be modulated by
multiple virulence factors [443]. Another approach can consist of conjugating phages with
PSs, in order to improve interaction/delivery of the latter into target microorganisms. For
example, Dong et al. showed that a phage carrying the chlorophyll-based PS pheophorbide
efficiently induced apoptosis in C. albicans, thus demonstrating the potential of photother-
apeutic nanostructures for fungal inactivation [409]. However, such an approach has to
be prudently considered regarding the occurrence of phage resistance already reported in
numerous investigations [444].

5.3. Combinations of aPDT with Other Light-Based Treatments

Multiple modalities entirely controlled by light stimuli may be combined with aPDT in
multifunctional antimicrobial treatments. The following part reports some very recent studies
illustrating multiple light-based antimicrobial strategies combined to operate independently,
with potential additive or synergistic effects and without reciprocal interferences. This may be
obtained with a single PS displaying such multiple properties and/or through combination of
PSs with other light-activatable compounds exhibiting complementary properties.

5.3.1. aPDT and Photothermal Therapy

Photothermal therapy (PTT) is a local treatment modality relying on the property of
a PS to absorb energy and convert it into heat upon stimulation with an electromagnetic
radiation, such as radiofrequency, microwaves, near-infrared irradiation, or visible light.
The localized hyperthermia can lead to various damages resulting in microbial inactiva-
tion in the treatment area. Following this principle, ruthenium NPs have been used for
PDT/PTT dual-modal phototherapeutic killing of pathogenic bacteria [414]. Moreover, GO
demonstrated antibacterial effect against E. coli and S. aureus as a result of both PDT and
PTT effects following irradiation with ultra-low doses (65 mW/cm2) of 630 nm light [415].
Furthermore, combination of sonodynamic, photodynamic, and photothermal therapies
with an external controllable source recently reported against breast cancer [445] may
also show promising applications for treating bacterial infection. Mai et al. reported a
FDA-approved sinoporphyrin sodium (DVDMS) for photo- and sono-dynamic therapy
in cancer cells and photoinactivation of S. aureus strains, in in vitro and in vivo models.
However, no bacterial sonoinactivation by DVDMS was obtained [446].

5.3.2. aPDT and NO Phototherapy

Combination of aPDT with NO phototherapy is gaining increasing interest for antimi-
crobial applications [447]. For instance, light-responsive dual NO and 1O2 releasing materi-
als showed phototoxicities against E. coli [355,417]. More recently, Parisi et al. developed a
molecular hybrid based on a BODIPY light-harvesting antenna producing simultaneously
NO and 1O2 upon single photon excitation with green light for anticancer applications;
according to the authors, this system may also act as an effective PS and NO photodonor
antibacterial agent [448].

5.3.3. aPDT and Low Laser Therapy

Photobiomodulation (PBM), also called low-level laser therapy, is a non-destructive
process that may alleviate pain and inflammation or promote tissue healing and regenera-
tion. The use of this method coupled to aPDT is a very recent approach. A concomitant
use of aPDT and PBM was reported as an adjunct treatment for palatal ulcer [449]. In a
clinic-laboratory study, aPDT and PBM showed similar improvement in gingival inflamma-
tory and microbiological parameters compared with conventional treatment [450]. More
recently, some benefits of this combined therapy were reported such as the modulation of in-
flammatory state, pain relief, and acceleration of tissue repair of patients contracting herpes
simplex labialis virus or orofacial lesions in patients suffering from COVID-19 [451–453].
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5.4. Coupling of aPDT with Other Physical Treatments
5.4.1. aPDT and Sonodynamic Therapy

Sonodynamic therapy (SDT), combining so-called sonosensitizers (SS) and ultrasounds
(US) is a relatively new approach for treating microbial infections [454,455]. The ultrasonic
waves have the property to induce a cavitation phenomenon thus enhancing the efficacy
of combined antimicrobial treatments. The rationale for combining PDT with SDT relies
on specific advantages of the latter, notably, a deeper propagation of US into the tissue
than light; therefore, PDT/SDT may be used to treat deeper lesions in vivo, alleviating the
limitations of light propagation and delivery presented by aPDT [405,456]. An approach
combining PDT and SDT, called sonophotodynamic therapy (SPDT), has been reported
to improve microbial inactivation compared with individual aPDT or SDT [457]. Because
of the complicated system of SPDT, its mechanisms have not been clearly revealed yet.
Some studies have demonstrated that sonoporation mechanism induced by US improves
the transfer of large molecules into the bacteria by forming transient pores. Moreover,
US waves could potentiate the microorganisms dispersion in the medium resulting in
(i) a better biodisponibility of therapeutic agent and light diffusion and (ii) a reduction
of microbial aggregation and networks, such as biofilm [457,458]. The mention of a new
class of PS characterized by the dual ability to be activated by both US and light, for SPDT
application, has been questioned. Indeed, Harris et al. recently suggested that this specific
PS/SS class could be useful for antimicrobial application – beside previously reported
anticancer application – with initial investigation using chlorins as dual PS/SS agent [459].
Since this study by Harris et al., a few dual-activated PS/SS have been described that
would warrant further investigations [460,461].

5.4.2. aPDT and Electrochemotherapy

Electrochemotherapy, also called pulsed electromagnetic fields (PEMFs) or electrop-
ermeabilization, is a method consisting in applying an electrical field to cells in order
to enhance their permeability to therapeutic molecules (often chemical drugs or DNA).
Combination of PDT with electrochemotherapy has been used many times to treat cancer
diseases [14,462,463]. One study showed that, compared with aPDT used alone, hypericin
combined with electrochemotherapy allows to achieve more than 2 to 3 log10 CFU reduc-
tion in E. coli and S. aureus, respectively [407]. To our knowledge, no other study combining
electrochemotherapy with aPDT was recorded since then. However, combination of aPDT
and a cell-permeabilization technique with a controllable toxicity degree may be highly
relevant since most PSs can act in extracellular medium without having a specific target.
Accordingly, electrochemotherapy may allow boosting aPDT activity by promoting PSs
internalization into target microorganisms.

5.5. aPDT and Other Antimicrobial-Related Therapies

Immunotherapeutic effects may be obtained as a result of PDT itself or due to other
treatments used in combination. For instance, Schiff base complexes with differential
immune-stimulatory and immune-modulatory activities were reported efficient to elim-
inate both Gram(+) and Gram(−) bacteria. Furthermore, upon photoactivation, these
complexes blocked the production of the inflammatory cytokine TNFα, thereby allowing
to treat at once bacterial infections associated with damaging inflammation [403]. One
recent study proposed the first application of antimicrobial photoimmunotherapy (PIT)
by developing a PS-antibody complex, selective to the HIV antigen anchored to the in-
fected cell membranes [404]. Such an approach supports the therapeutic applicability of
PDT against antimicrobial infections, especially those mediated by intracellular pathogens.
In addition, photodynamic therapy using PSs at sub-lethal concentrations may exhibit
interesting properties for inflammatory and infectious conditions [464]. It was shown
effective to alter immune cell function and alleviate immune-mediated disease, to hasten
the process of wound healing, and to enhance antibacterial immunity. PDT thus appears as
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a promising therapeutic modality in infectious and chronic inflammatory diseases such as
inflammatory bowel disease and arthritis.

6. Other aPDT Perspectives: New Strategies to Efficiently Target Bacteria

Irrespective of the biomedical applications, achieving a precise targeting is crucial
to guarantee both efficiency and specificity. For anticancer PDT, many targeting studies
have been done, notably for evaluating PSs covalently attached to molecules having
affinity for neoplasia or ligands for receptors expressed on tumors. By this way, PSs
may be chosen considering primarily their ability to achieve high PDT effects rather than
depending on their intrinsic targeting properties. Following the same rationale, aPDT-
based combinatory systems can be developed, benefiting from earlier studies performed in
multimodal oncology [465].

6.1. Aggregation-Induced Emission (AIE) Luminogens

AIE luminogens exhibit, in the aggregated state, nonradiative decay and show bright
fluorescence due to the restriction of intramolecular motions [9]. Recently, their interests
for antimicrobial applications have been reported, showing the possibility to simulta-
neously perform detection and image-guided elimination of bacteria for theranostics
applications [466]. In comparison with classical PSs, AIE luminogens in an aggregated state
do not exhibit self-quenched fluorescence and ROS production is better. For instance, Gao
et al. reported a tetraphenylethylene-based discrete organoplatinum(II) metallacycle elec-
trostatically assembled with a peptide-decorated virus coat protein. This assembly showed
strong membrane-intercalating ability, especially in Gram(−) bacteria, and behaved as a
potent AIE-PS upon light irradiation [467].

6.2. Photochemical Internalization (PCI)

PCI may be used to enhance cell internalization of diverse macromolecules. It consists
of PDT-induced disruption of endocytic vesicles and lysosomes improving the release of
their payloads into the cytoplasm of target cells. Although most PCI applications relate
to cancer treatments, PCI could be extended to treat intracellular infections by delivering
antimicrobials into infected cells [468]. For instance, Zhang et al. reported PCI as an antibi-
otic delivery strategy allowing to enhance cytoplasmic release of Gentamicin, to counter
intracellular staphylococcal infection in eukaryotic cells and in zebrafish embryos [469].

6.3. Genetically-Encoded PSs

Internalization of PSs inside target microorganisms could be facilitated thanks to their
conjugation with adjuvants, as mentioned before. Alternatively, it could be possible to
use genetically-encoded ROS-generating proteins (RGPs), also called genetically-encoded
PSs. Such an approach represents a powerful way to “completely localize” PSs inside
target microorganisms for highly specific antimicrobial phototoxicity. Furthermore, in
situ production of RGPs allows to enhance interaction with intracellular targets and better
control the biodistribution of PSs, while limiting side-effects for the host tissues and envi-
ronments [470]. To date, two groups of RGPs have been reported; those that belong to the
green fluorescent protein (GFP) family and form their chromophores auto catalytically, and
those that use external ubiquitous co-factors (flavins) as chromophores [471]. For exam-
ple, Endres et al. compared eleven light-oxygen-voltage-based flavin binding fluorescent
proteins and showed that most were potent PSs for light-controlled killing of bacteria [472].

6.4. pH-Sensitive aPDT

Some studies have reported smart photoactive systems consisting in PSs assembled
in nanoconjugates with acid-cleavable linkers. For instance, Staegemann et al. described
porphyrins conjugated with acid-labile benzacetal linkers and demonstrated the cleavage
of the active PS agents from the polymer carrier in the acidic bacterial environment [316].
In addition, photoacids may be useful to design pH-sensitive aPDT systems. Upon light
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irradiation, such agents promote the spatial and temporal control of proton-release pro-
cesses and could provide a way to convert photoenergy into other types of energy [473].
Thus, proof-of-concept was reported for the use of reversible photo-switchable chemicals
as antimicrobials inducing MDR bacteria photoinactivation mediated by the acidification
of intercellular environment [474]. To our knowledge, no studies have yet reported the po-
tential of photoacids in combination with aPDT systems. However, some pH-sensitive PSs
can induce remarkable variations of antimicrobial photoinactivation levels under different
environmental pH [475]. These observations suggest the potential of photoacids as PDT
potentiators for enhanced antimicrobial applications.

6.5. DNA Origami as PS Carriers

The quite recent development of DNA origami based on well-established DNA nan-
otechnology can serve as an excellent scaffold for the functionalization with different
kinds of molecules and could be a powerful tool, as described by Yang at al., to study in a
real-time conditions the assemble/disassemble of photo-controllable nanostructures [476].
Oligonucleotides organized as DNA origami could thus be used as PS-carrying nanostruc-
tures featuring numerous and dense intercalation sites. In addition, the tightly packed
double helices can avoid the degradation by DNA hydrolases in the cellular environment.
For instance, Zhuang et al. reported the uptake in tumor cells of a PS-loaded DNA origami
nanostructure where it generated free radicals, releasing PSs due to DNA photocleavage,
and induced cell apoptosis [477]. To our knowledge, such an approach has not yet been
investigated for antimicrobial purposes.

7. Discussion

Antimicrobial PDT has the potential to fight against a wide spectrum of infective
agents, including those resistant to conventional antimicrobials, under non-clinical and
clinical settings. Rather than replacement, aPDT may be a complementary approach to
reduce the use of current, especially last resort, antimicrobials. This review aims to give
a non-exhaustive overview of the diversity and richness of synthetic, natural, or hybrid
single PSs and aPDT nanosystems that were recently reported, with respect to their specific
advantages, limitations, and possible evolutions. It is noteworthy that many systems and
strategies primarily developed for anticancer PDT have been or could be applied—per se or
following adaptations—to antimicrobial applications.

Beyond the “chemical space” that can be explored with individual PSs, versatile
combinations with other compounds can allow the design of multimodular/multimodal
systems. Along this line, the various PSs available may be considered as “basic ingredients”.
Apart from offering alternative possibilities for overcoming the most common limitations
of PSs (i.e., solubility, delivery, and specificity), reasons for implementing PSs in complex
systems can be related to (i) the ability to target several types of pathogens at once (extended
antimicrobial spectrum), (ii) synergistic antimicrobial effects, (iii) reduction in the dose of
each combined component, (iv) beneficial effects in severe poly-pathogenic infections, and
(v) reduction in the risk of resistance emergence.

In addition to the many possible variations concerning PSs, optimizations can also con-
sider other critical parameters in PDT, namely light irradiation and oxygenation. The latter
was considered for a long time as an indispensable component. However, control of the
oxygen level in the aPDT system is questionable. Indeed, additional oxygen-independent
phototoxic mechanisms have been reported, for example with psoralens, which can pro-
duce more effective aPDT without oxygen [21]. Furthermore, recent studies suggest that
various strategies could be used to reduce or bypass the limitations of oxygen and light
supplies (read below). All combined, optimizations targeting not only the PSs, but also
light irradiation and oxygen supply, could allow to evolve toward integrative, highly
sophisticated, antimicrobial photodynamic therapy.

Light irradiation and its various modalities have been reviewed in depth by different
authors [12,478–480]. Typically, the irradiation in PDT occurs in the UV (200–400 nm) or
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in the visible light (400–700 nm) with a power of ≤ 100 mW [479]. However, the low
light-penetration depth (around mm) and possible occurrence of tissue photodamage limit
the applicability of this spectral range for PDT. This can be circumvented by application of
a near-infrared (NIR) irradiation (750–1100 nm), particularly via a two-photon excitation,
which is emerging for PDT applications [223,481]. Being a third-order nonlinear optic
phenomenon and corresponding to the simultaneous absorption of two photons with
half the resonant energy, it allows deeper penetration in biological tissues (around 2 cm),
lower scattering losses, and a three-dimensional spatial resolution [482]. Light sources
are also constantly improving. Laser is an exceptional source of radiation, capable of
producing extremely fine spectral bands, intense, coherent electromagnetic fields ranging
from NIR to UV. In comparison, LEDs feature other advantages, notably the possibility to
be arranged in many ways, in large quantity, for irradiating wide areas while inducing
negligible heating [478,479].

Considering that light-emitted sources can become a brake to any PDT applications,
several promising options have been envisaged quite recently. Notably, Blum et al. have
identified a series of “self-exiting way” that allows to abolish the need of light to achieve
efficient PDT [483]. Among them, chemiluminescence was extensively investigated by
using luminol or luciferase energy transfer to induce a chemiexcitation of PS as antibacterial
therapeutics [484]. In addition, other methods may be based on Cherenkov radiation,
which occurs when an emitted charged particle, such as an electron, moves with high
speed through a dielectric medium, such as water. Thus, the polarization of electrons
in the medium produces electromagnetic waves in the visible wavelengths that could
activate PDT reaction. Another way to induce Cherenkov radiation is to use radioactive
isotopes with high beta emissions (e.g., 18F, 64Cu, or 68Ga) as an electronic excitation
source [483]. The relevance of such approaches for the design of a self-induced aPDT
system remains to be evaluated. In addition, another external source of excitation, such as
microwaves, could activate photoactive molecules such as Fe3O4 when they are complexed
with carbon nanotubes. This was recently evaluated by Qiao et al. for treating MRSA-
infected osteomyelitis [48]. Furthermore, X-ray as an activated source can also facilitate
the activation of the PDT system by transferring energy harvested from X-ray irradiation
to the PS used [485]. Kamanli et al. compared pulse and superpulse radiation modes,
showing that the latter is more effective to produce 1O2 and S. aureus eradication than the
former [486].

Oxygen is also a critical limiting factor that determines PDT efficiency, especially in
poorly oxygenated environments. However, it is noteworthy that PDT can be achieved in
cancers that typically feature a low oxygenation rate. To alleviate the possible limitations
of oxygen supply in PDT systems, several strategies have also been recently considered.
One is based on catalase grafting to achieve oxygen self-sufficient NPs in order to convert
H2O2 into available dissolved oxygen in the tumor environment. The abundant ROS
in tumors compared with normal tissues provide a coherent substrate for catalase and
thus allows an improvement of PDT activity [487]. Some multifunctional nanomaterials,
called nanozymes, can also be used in combination with PSs to achieve a catalase-like
activity supplying an oxygen source for the PS functioning [488,489]. In addition, it was
also reported that noble metal NPs – such as Ru, Pt, and Au NPs – exhibit catalase-like
nanozyme activities [490]. The use of catalases or nanozymes may have the crucial role of
oxygen helpers in aPDT for treating deep infections.

The possibilities to design combinatorial aPDT strategies seem unlimited. Those
presented in this review partly overlap with the description of aPDT systems, showing
the complexity of any classification process. Awareness and caution may be raised about
some sort of “paradox” or “dilemma”; indeed, while the seemingly boundless collection
of chemical options and modular tools to develop nanoscale aPDT therapeutics implicitly
defines extensive design flexibility, it staggeringly complicates and bewilders at the same
time the optimization process aiming to compare, rationalize, and identify the “best” option
for each application. Along this line, data concerning structure-activity relationships are
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usually missing, with not many studies yet dedicated to this matter [11,42,91,491]. Similar
to the CLSI guidelines defined for antibiotics, uniform research methodologies would be
useful to assay aPDT systems under well-defined standards and guidelines, considering
notably (i) illumination settings, (ii) positive controls [492], (iii) microorganisms and cell
lines relevant for a given application, and (iv) assessment of antimicrobial efficacy; this
would guarantee better-conducted preclinical and clinical trials of aPDT systems used as
mono or combinatory therapy. Furthermore, a public database compiling the efficacy/side
effects of various systems would also be useful, facilitating meta-analyses for delineating
(quantitative) structure/activity relationships and computational simulations [493].

Finally, in view of translation to clinical practice, a series of precautions and potential
limitations must also be considered, especially when dealing with combinatory strategies.
Beside possible reciprocal interferences (antagonisms) between combined partners, safety
and specificity parameters must also be carefully examined. One main advantage of
aPDT is the possibility to control the production of ROS thanks to the use of nontoxic
PSs triggered with inducers (specific light and free oxygen) and/or enhancers. The vast
majority of PSs are considered safe and dark cytotoxic side effects toward non-target
eukaryotic cells are rarely reported. However, in many cases, more studies are needed
for examining—beyond potential side-effects—other parameters such as bioavailability,
biodispersion, persistence in host cells and body, and elimination pathways. With regard
to combinatory strategies, it is noteworthy that studies conducted to date were mostly
based on in vitro evaluation or using animal models bearing well-defined sites of infection
(Table 2). Thus, much more data in preclinical and clinical settings are required to support
the actual potential of such strategies. Moreover, considering that many microbial infections
are systemic, the use of modalities such as sonodynamic therapy or electrochemotherapy
is at present not realistically feasible. Therefore, in spite of significant progress and real
promise, further important work/innovations are needed to effectively broaden the range
of infectious conditions that could be treated via aPDT approaches. Lastly, cost effectiveness
of multiplexed aPDT therapies over monomodal conventional antimicrobial agents is
another crucial point to be considered in view of clinical applications. Potent, but too
expensive solutions may fail to be used in practice, especially in under-developed countries
where conventional antimicrobials will continue to be used, allowing microorganisms to
increase in resistance.

8. Concluding Remarks

In conclusion, aPDT is a versatile approach that tends to evolve from quite a simple
method to reach much higher degrees of complexity, with several expected advantages,
but also possible drawbacks or undesirable effects. Among the latter, any direct/indirect
impact on AMR should be more thoroughly considered. It is noteworthy that aPDT clinical
trials conducted to date evaluated quite simple PSs. Any increase in the complexity of
therapeutic systems would lead to an increase in difficulty before being able to reach clinical
applications. The development of effective and safe aPDT treatments requires expertise
in many fields of research, including biology (microbiology, cell biology, biochemistry,
pharmacology), chemistry, physics (optical physics), and engineering. This is even more
the case with combinatory strategies involving different modalities as reviewed in this
article. Translation to practical applications also implies strong collaborations with the
different sectors of health care and pharmaceutical companies. In these conditions, aPDT
and its many therapeutic combinations could become a frontline routine treatment to fight
against microorganisms possibly responsible for the next healthcare crises [61].
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Abbreviations

AIE aggregation-induced emission
ALA alanine
AMP antimicrobial peptide
AMR antimicrobial resistance
aPDT antimicrobial PDT
ConA concanavalin A
CNTs carbon nanotubes
Ce6 chlorin e6
CFU colony forming unit
e− electron
ESKAPE Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,

Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter spp.
IC internal conversion
ICG indocyanine green
ISC inter-system crossing
GO graphene oxide
H2O2 hydrogen peroxide
HO• hydroxyl radical
MB methylene blue
MDR multidrug resistance
MRSA methicillin resistant S. aureus
MOF metal organic framework
NIR near infrared
NO nitic oxide
NP nanoparticle
O2 dioxygen
O2
•− superoxide anion radical

1O2 singlet oxygen
3O2 ground state molecular oxygen
PDT photodynamic therapy
PS photosensitizer
PS•− PS radical anion
1PS PS in the ground state
1PS* PS in a first excited singlet state
3PS* PS in a triplet excited state
PEG poly(ethylene glycol)
PCI photochemical internalization
PCL poly(ε-caprolactone)
PLA poly(lactic acid)
pSi porous silicon
PTT photothermal therapy
QD quantum dot
R reduced molecule
R•+ oxidized molecule
RB rose bengal
ROS reactive oxygen species
SS sonosensitizer
SDT sonodynamic therapy
SPDT sonophotodynamic therapy
SPION superparamagnetic iron oxide NP
TB(O) toluidine blue
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UCNP upconversion NP
UV ultraviolet
WHO world health organisation
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3. Avantages et limites principales de la PDT 

Pour agir préférentiellement sur une zone définie, l’administration de la lumière (et du PS) 

doit être localisée. Ce critère présente des avantages mais également des inconvénients. Des 

limitations quant à l’utilisation générale de la PDT sont évoquées dans cette partie.  

3.1. Phototoxicité  

La toxicité des PS peut être évaluée selon plusieurs indices dans l’objectif de définir la fenêtre 

thérapeutique à laquelle ils peuvent être utilisés. Par exemple, pour une application 

antiinfectieuse, certains PS sont antimicrobiens, indépendamment de la lumière. Les activités 

de ces molécules, avec et sans lumière, ne sont pas obtenues avec les mêmes gammes de 

concentration. C’est le cas des dérivés du bleu de méthylène (MB), qui ont une « Concentration 

Minimale Inhibitrice » (CMI), indépendamment de la lumière, 50 fois plus importantes que 

leur « Concentration Minimale  Photoinhibitrice »4 (CMP) [64,65]. Le MB est notamment 

appliqué en systémique lors d’essais cliniques en tant qu’agent antipaludique (non lumière 

dépendant) en Afrique subsaharienne à des doses uniques élevées (2000 µmol/L (10 mg/kg)) 

[66]. De façon générale, reconsidérer les doses administrées en prenant en compte l’effet de 

l’illumination permettrait, de réduire les doses prescrites et pourrait prévenir d’éventuels 

effets cytotoxiques dus aux phénomènes de bioaccumulation5.  

Par ailleurs, malgré une illumination locale, la phototoxicité peut s’étendre au-delà de la zone 

traitée et peut endommager les tissus environnants [63]. Limiter l’action des ROS et 1O2 à la 

zone traitée est difficile à contrôler car ces espèces ne permettent pas de cibler exclusivement 

une composante moléculaire/structurale d’un organisme vivant (Cf Section Introduction, 

partie I, 2.3). De plus, les paramètres physico-chimiques du milieu environnant peuvent 

impacter leur diffusion et leur affinité pour une espèce/molécule donnée [14]. Ainsi, 

l’optimisation de vecteurs délivrant le PS et la mise en place de stratégies combinatoires ont 

pour but de limiter cette toxicité liée aux effets doses [10]. Par ailleurs, d’autres paramètres, 

                                                      
4 CMI et CMP : concentration à laquelle l’agent antibactérien à inhiber 100 % de la croissance bactérienne 

indépendamment de la lumière (CMI) ou combiné à la lumière (CMP) 
5 Bioaccumulation : phénomène d’accumulation d’une molécule dans un tissus/organe 
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tels que la voie d’administration et la délivrance localisée de la lumière sont primordiaux pour 

concentrer au maximum l’effet phototoxique du PS sur la zone à traiter [67]. 

3.2. Voies d’administration du PS 

Selon l’application étudiée, les PS peuvent être administrés par différentes voies ; la principale 

repose sur l’injection intraveineuse. La diffusion et l’accumulation du PS utilisé dans une zone 

d’intérêt dépendent des différences physiologiques (et immunologiques) existantes entre les 

cellules normales et les cellules ciblées [68]. D’autres modes d’administration ont pu être 

utilisés, telles que l’injection intra-articulaire dans le cas de l’arthrite rhumatoïde par exemple 

[69]. Pour les applications antimicrobiennes, l’injection intraveineuse n’est pas la voie 

d’administration la plus adaptée, car la plupart des infections traitées sont des infections 

localisées (de surface), donc non systémiques [70]. De plus, parmi les essais cliniques réalisés 

en PDT antimicrobienne, deux types d’applications prédominent : les infections cutanées et 

buccales [10]. Ces approches ont permis le développement de modes d’administrations 

topiques qui sont compatibles avec une application sur la peau ou les muqueuses (crèmes, 

gels, solutions liquides).  

3.3. Voies d’administration de la lumière 

Le plus souvent, pour traiter les lésions superficielles, l’utilisation de faisceaux externes est 

recommandée (profondeur effective de pénétration de la lumière <10 mm); en revanche, pour 

cibler les tissus profonds et/ou difficiles d’accès, la délivrance de la lumière peut être réalisée 

par des outils spécifiques [71]. Ces derniers sont étudiés, pour la plupart, dans le traitement 

des tumeurs de la tête et du cou, du pancréas, de la prostate et du cerveau. Les fibres laser 

peuvent y être administrées via des aiguilles ou placées dans des cathéters [72]. Malgré ces 

innovations, apporter le système d’illumination dans une zone interstitielle peut être invasif, 

douloureux et peut générer des effets indésirables. Ces derniers comprennent des irritations 

liées aux frottements lors de l’administration, ou des infections, à la suite d’une éventuelle 

contamination du dispositif. A l’inverse, utiliser des modèles extracorporels limitent ces effets 

secondaires. En revanche, des effets de photosensibilisation peuvent être observés [73]. 
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3.4. Etudes pré-cliniques 

Le principal modèle in vivo utilisé pour des applications de PDT est le modèle murin. Bien que 

plusieurs PS aient déjà atteints le stade clinique, la grande majorité des essais se sont limités à 

l’échelle préclinique. L’étude des cancers comprend le plus grand groupe de modèles 

animaux, dont les tumeurs développées peuvent être : (i) syngéniques6 (sous-cutanées ou 

orthotopiques7) (ii) issus de xénogreffes de tumeurs humaines, (iii) autochtones8 ou (iv) issues 

de souris génétiquement modifiées (GEMM) (Table 2). Les modèles infectieux sont le 

deuxième plus grand groupe de modèles animaux. Globalement, l’utilisation de modèles de 

taille plus importante a été rapportée pour des applications de PDT en ophtalmologie, 

athérosclérose, fibrillation auriculaire et en dermatologie [74].  

3.5. Critères cliniques 

L’intérêt de la PDT en clinique est en progression dans certains domaines, mais son acceptation 

dans le milieu médical demeure, de façon générale, mitigée. Pourtant, son efficacité et sa 

facilité d’utilisation sont des avantages. De plus, l’évaluation des coûts estimés pour utiliser 

une PDT dans une application donnée doit également être pris en compte par rapport aux 

traitements conventionnels disponibles sur le marché [67]. L’optimisation des protocoles et la 

standardisation des techniques est cependant nécessaire pour développer l’utilisation de la 

PDT en clinique. En effet, la comparaison de son efficacité avec celles d’autres traitements 

conventionnels n’est pas toujours bien évaluée. Par exemple, dans certains essais cliniques, 

son utilisation est comparée à des traitements de derniers recours (ablations, chirurgies 

locales) [18]. De plus, face à la complexité de certaines pathologies, la PDT pourrait non pas se 

substituer mais complémenter certains traitements conventionnels. Son intérêt combinatoire a 

été évoqué dans la littérature [10,75,76], et fera l’objet d’une étude dans le présent manuscrit 

(Cf Section Résultats, partie II). 

 

                                                      
6 Syngénique : qui est génétiquement identique (de même lignée) 
7 Orthotopique : qui est situé à son emplacement anatomique habituel  
8 Autochtone : liée à l’application d’une substance cancérigène 
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Table 2. Exemple de différents essais précliniques de PDT | Liste des différentes pathologies traitées par PDT 

regroupées par domaine (cancer, infections et les autres). (D’après [74]) 
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3.5.1. Biodistribution 

L’avantage de la majorité des agents photosensibles est qu’ils sont, par définition, fluorescents. 

Cette propriété, combinée à la production de ROS et 1O2, permet d’appliquer une approche 

théranostique9. En effet, pour une approche anticancer comme antimicrobienne, il est 

intéressant de visualiser et traiter la prolifération du cancer ou de l’infection dans un même 

temps. De plus, cette approche génèrerait des informations intéressantes comme les 

paramètres pharmacocinétiques (biodistribution, élimination…) et la progression de la 

maladie dans l’organisme (par traçage de fluorescence). Cela renforcerait la détection précoce 

et la mise en place du traitement avec une intervention minimale [77,78]. Par ailleurs, les 

phénomènes de bioaccumulation à l’origine d’effets secondaires pourraient être clairement 

identifiés. Un suivi en temps réel offrirait des possibilités de thérapies individualisées plus 

raisonnées et plus facile à contrôler [79].  

3.5.2. Innocuité 

Les effets indésirables associés à la PDT comprennent la photosensibilisation, l’érythème, 

l’œdème, la fièvre, l’épanchement pleural, la constipation, l’anémie et l’insuffisance 

respiratoire [80]. Le principal effet secondaire de la PDT est la douleur, qui survient 

généralement au début de l’irradiation, puis diminue progressivement au fil du temps. Elle 

peut être diminuée par utilisation d’une combinaison d’opiacés, d’opioïdes et d’Anti-

Inflammatoires Non Stéroïdiens (AINS) [39]. La photosensibilisation est une autre 

complication courante, qui peut durer plusieurs mois ; dans la majorité des cas, cet effet est 

léger à modéré, et ne nécessite aucun traitement. La maîtrise de la dosimétrie10 et l’optimisation 

des protocoles de la PDT pourraient éviter ces effets secondaires [81]. Par ailleurs, certaines 

études de cas (« case-report ») rapportent un effet bénéfique et/ou indésirable sur un faible 

nombre d’individus et mettent en avant une certaine variabilité inter-patients dans la tolérance 

et l’efficacité des traitements par PDT [57,82]. Ainsi, au-delà des paramètres 

                                                      
9 Théranostique : combine à la fois le thérapeutique et le diagnostic 
10 Dosimétrie : mesure de la dose lumineuse absorbée par un tissu/organe/organisme 
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biologiques/chimiques cités précédemment, le profil clinique (pathologie, âge, diagnostics et 

traitements antérieurs) des patients traités est aussi un élément à prendre en compte.  

L’ensemble de ces critères témoigne du manque de recul sur la mise au point d’une stratégie 

par PDT pour un certain nombre d’application. Cependant, cette stratégie ferait preuve de 

sens dans les domaines de la cancérologie et de l’infectiologie où les agents thérapeutiques 

actuels sont confrontés aux problèmes de résistance. Actuellement, relativement peu d’études 

témoignent de son potentiel pour le traitement des infections bronchopulmonaires [73,83]. 
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II. Les infections bronchopulmonaires : la 

mucoviscidose prise comme maladie cible et modèle 

d’étude 

Les infections respiratoires sont retrouv sous deux formes : les infections aigües et les 

infections chroniques. Le contexte pathologique choisi pour cette étude sont les infections 

bronchopulmonaires chroniques retrouvées chez les patients CF. 

1. Généralités 

Les voies respiratoires correspondent à un ensemble d’organes dont le rôle est d’assurer la 

circulation de l’air entre l’extérieur et l’intérieur du corps via le processus de respiration. Elles 

assurent l’apport en oxygène par inhalation, où l’air inspiré par le nez va ensuite transiter vers 

le pharynx et le larynx, jusque dans la trachée, et atteindre finalement les poumons (Figure 7).  

 

Figure 7. Anatomie des voies respiratoires, de la trachée aux alvéoles (D’après https://www.cancer.gov/types 

/lung/hp/non-small-cell-lung-treatment-pdq) 

Par expiration, l’air, composé principalement de dioxyde de carbone, va ensuite remonter en 

chemin inverse les voies respiratoires et être rejeté par la bouche. Toute personne inspire et 

expire plus de 20 000 fois par jour. En plus des échanges gazeux, les autres fonctions des voies 
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respiratoires sont le réchauffement et l’humidification de l’air inhalé ainsi que la filtration des 

substances nocives et des agents pathogènes. 

1.1. Fonctions respiratoires chez un individu sain 

Afin d’éliminer les agents inhalés potentiellement dangereux (microorganismes, polluants, 

allergènes), la clairance mucociliaire balaye les substances toxiques situées à la surface des 

cellules épithéliales via la présence des cellules ciliées (Figure 8).  

La première ligne de défense immunitaire, appelée immunité innée, fait intervenir des facteurs 

humoraux, tels que les anticorps IgA sécrétés. Ces derniers jouent un rôle important dans la 

protection et la régulation homéostatique des épithéliums muqueux respiratoires, séparant 

l’environnement extérieur de l’intérieur du corps. Leur sécrétions limitent la diffusion de 

nombreux microorganismes opportunistes à travers ces barrières muqueuses minces et 

vulnérables [84]. De plus, la sécrétion de peptides antimicrobiens tels que les cathélicidines, 

les défensines, les protéines de type lactoferrines et les lysozymes contribuent également 

naturellement à l’élimination de ces microorganismes (Figure 8). Les cellules dendritiques 

(CD) vont reconnaitre les antigènes bactériens et piéger les bactéries afin de les transporter 

vers les ganglions lymphatiques. Les bactéries seront alors reconnues par les lymphocytes T 

et B afin de déclencher la réponse immunitaire adaptative. 

 

Figure 8. Schématisation des mécanismes de défense de l'hôte au niveau pulmonaire | Interventions des 

mécanismes physiques, du système immunitaire et des agents antimicrobiens naturels. IgA :  immunoglobuline A. 

(D’après : https://www.jci.org/articles/view/6277/figure/1). 
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La plupart des pathogènes pulmonaires atteignent les poumons par la diffusion de 

gouttelettes dans l’air, par leur micro-aspiration dans l’oropharynx ou par diffusion via le 

système sanguin [79]. Dans la majorité des cas, ils sont éliminés grâce à la clairance 

mucociliaire en synergie avec l’activation de systèmes de défense des voies supérieures. 

Cependant, certains microorganismes peuvent pénétrer les surfaces distales d’échange gazeux 

et ainsi coloniser les épithéliums pulmonaires [80]. 

1.2. Infections respiratoires basses 

Les infections respiratoires basses (IRB) sont actuellement des causes de morbidité et de 

mortalité aussi bien chez l’adulte que l’enfant. Elles affectent diverses zones de la trachée aux 

alvéoles pulmonaires en passant par les bronches et les bronchioles. Les principales 

pathologies sont les pneumonies, les bronchopneumonies (bronchite aiguë) ou les maladies 

respiratoires chroniques (BPCO) (Figure 9).  

 

Figure 9. Les différentes IRB chez l'Homme | Répartitions des IRB au sein des poumons avec leurs conséquences 

et les infections bactériennes associées. (D’après [85]). 

Leur traitement est basé sur le degré de sévérité de l’infection, lui-même défini par la 

symptomatologie et l’étiologie. Cette dernière peut être virale (Haemophilus influenzae) ou 

bactérienne (Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus (noté S. aureus 

ou S. a) et Pseudomonas aeruginosa (noté P. aeruginosa ou P. a)  ou parfois même fongique (C. 

albicans) [86]. Certaines IRB peuvent être également une résultante d’un dysfonctionnement 
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des fonctions respiratoires lié à des pathologies d’origines génétiques, telles que l’asthme ou 

encore la Mucoviscidose. 

2. La Mucoviscidose 

La Mucoviscidose est une pathologie d’origine génétique donnant lieu à de nombreuses 

manifestations cliniques. De ce fait, elle peut servir de modèle d’étude pour la mise au point 

de divers traitements, notamment au niveau pulmonaire. 

2.1. Généralités 

2.1.1. Historique et épidémiologie 

La Mucoviscidose, aussi appelée la maladie des mucus visqueux, est une maladie génétique 

multiviscérale qui affecte les épithéliums glandulaires de nombreux organes. Au Moyen-Age, 

la pathologie était identifiée lorsque la mère embrassait le front de l’enfant et détectait un goût 

salé. Une des premières descriptions médicales a été l’observation de lésions pancréatiques, ce 

qui mena, au XXème siècle, à l’appellation de la maladie « fibrose kystique du pancréas ». La 

terminologie « cystic fibrosis » reste la plus couramment utilisée. 

Cette pathologie représente aujourd’hui la maladie génétique la plus fréquente parmi les 

populations caucasiennes, affectant 1/4600 naissances. Son mode de transmission est 

autosomale récessif, donc non lié au chromosome sexuel. Ainsi, si deux parents sont porteurs 

hétérozygotes d'une mutation pathogène du gène CFTR, leur risque d'avoir un enfant 

homozygote malade est de 25 % (Figure 10). La fréquence des porteurs sains de la maladie est 

d’environ 1⁄252, soit 4 % de la population générale occidentale. Bien que cette pathologie rare 

soit létale, la qualité et l'espérance de vie des patients ont été considérablement améliorées ces 

50 dernières années ; en France notamment, l'espérance de vie à la naissance était de 7 ans en 

1965 et dépasse 50 ans depuis 2014.  
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Figure 10. Epidémiologie et mode de transmission | A gauche : Schématisation du mode de transmission 

autosomique récessif de la mucoviscidose (https://fr.wikipedia.org/wiki/Mucoviscidose#/media/Fichier: 

Autosomal_recessive_-_fr.svg). A droite : Répartition géographique des nouveaux nés atteints de mucoviscidose 

dans le monde analysée lors d'un recensement en 2020 [87].. 

2.1.2. Etiologie 

L’origine génétique de la Mucoviscidose est caractérisée par la présence de mutations au sein 

du gène CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), présent sur le 

chromosome 7. Chez un individu sain, la protéine CFTR, en synergie avec d’autres protéines-

canal, a pour rôle de réguler les efflux ioniques entre les cellules.  

Actuellement, plus de 2000 mutations identifiées contribuent à l’hétérogénéité des profils 

physiopathologiques de la maladie. De façon générale, les mutations sont catégorisées en 6 

classes selon leur impact sur la fonctionnalité/structure/mobilisation de la protéine CFTR 

(Figure 11) [88]. Les mutations de classe I sont souvent celles à l’origine des phénotypes les 

plus sévères. Elles ont pour conséquence de produire un décalage du cadre de lecture suite à 

l’apparition d’un codon stop prématuré, ce qui mène à l’absence de synthèse protéique de 

CFTR. Les mutations de classe II, quant à elles, induisent la délétion d’un acide aminé 

conduisant à la formation d’une protéine mal conformée. De ce fait, la quantité de protéine 

fonctionnelle adressée au pôle apical des cellules épithéliales est insuffisante. La mutation 

majeure de cette catégorie est la F508del et demeure la plus répandue dans le monde. Les 

mutations de classe III vont engendrer un défaut d’ouverture du canal CFTR, ce qui a pour 

conséquence de diminuer les échanges ioniques. Les mutations de classe IV perturbent le 
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mouvement des ions ainsi que leur sélectivité. Les mutations de classe V sont situées 

principalement dans la région promotrice du gène entrainant une diminution de l’expression 

du transcrit et, de ce fait, une synthèse protéique moins importante. Enfin, les mutations de 

classe VI conduisent à la formation d’une protéine CFTR tronquée et par conséquent instable 

à la membrane. 

 

Figure 11. Catégorisation des différentes classes de mutations (de I à VI) du gène CFTR | Pour chaque classe, les 

informations suivantes sont décrites : (i) l’impact des mutations sur la protéine CFTR, (ii) les principales mutations 

et (iii) les approches thérapeutiques requises pour compenser le défaut de la protéine CFTR (D’après [89]). 

Le dysfonctionnement de la protéine CFTR créé des déséquilibres physiologiques dans 

l’environnement pulmonaire, ce qui mène, in fine, à la colonisation chronique par divers 

pathogènes.     

2.2. Environnement pulmonaire  

Le déséquilibre ionique provoqué par la protéine CFTR dysfonctionnelle a un impact majeur 

sur certains paramètres physico-chimiques du liquide interstitiel pulmonaire (nommé 

« Airway Surface Liquid », ASL). Chez un patient CF, l’efflux anormal d’ions se traduit par 

une augmentation de Na+ et Cl-, ce qui, en combinaison avec un efflux d’ions bicarbonates 

important, favorise l’acidification de l’ASL (Table 3). Par ailleurs, la clairance mucociliaire 

chez un individu CF est fortement diminuée, ce qui mène une accumulation dans l’ASL de 
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déchets, composés en majorité de débris cellulaires, d’eau et de sels. Ce mélange, visqueux, 

épais et pauvre en oxygène, constitue un mucus particulièrement propice à la colonisation 

bactérienne chez les patients. 

Table 3. Les différents paramètres physico-chimiques de l'ASL retrouvés chez les individus sains versus chez 

les patients CF |ASL : « Airway Surface Liquid », VEF : Volume Expiratoire Forcé 

 

2.3. Infections respiratoires  

La propagation de pathogènes étant favorisée par une clairance mucociliaire déficiente chez 

les patients CF, certains microorganismes parviennent à atteindre et coloniser les voies 

pulmonaires. Combinée aux changements physiologiques, l’inflammation pulmonaire 

participe également à la chronicité des infections. 

2.3.1. Infections bactériennes 

Les bactéries retrouvées chez les patients CF sont, dans la majorité des cas, caractérisées de 

pathogènes opportunistes11. Ils peuvent, dans le microenvironnement pulmonaire des patients 

CF, développer une pathogénicité, notamment en passant d’un phénotype « planctonique » 

(non adhérentes) à « biofilm ». Ce dernier est composé de bactéries sécrétant une matrice 

formée majoritairement d’eau, d’exopolysaccharides (EPS), de protéines et d’ADN 

extracellulaire [90]. La prévalence de ces espèces bactériennes évolue en fonction de l’âge du 

patient (Figure 12). 

                                                      
11 Opportuniste : qui peut développer une pathogénicité (devenir pathogène) dans un environnement donné 
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Figure 12. Répartition des principales espèces bactériennes responsables d’infections respiratoires chez les 

patients CF en fonction de leur âge | Meti S et meti R : méticilline sensible et méticilline résistante. (D’après le 

Registre français de la Mucoviscidose 2017). 

Chez les enfants CF (11-17 ans), S. aureus est la bactérie pathogène la plus retrouvée, avec le 

plus haut taux de prévalence (80%) [91]. Cette bactérie à Gram positif aéro-anaérobie 

facultative commensale est retrouvée chez l’Homme sur la peau et dans les narines 

antérieures. Chez les sujets sains, 30 à 50% des individus seraient colonisés par S. aureus, 

notamment par portage nasal [92]. Souvent, le degré de sévérité de son infectiosité peut 

évoluer avec la production de toxine « leucocydin Panton-Valentine » (LPV). De plus, la 

capacité de cette bactérie à former du biofilm12 et à produire des microcolonies contribue à sa 

persistance dans les voies aériennes (Figure 13) [93]. Les résistances à la méticilline chez S. 

aureus (« Methicilin-resistant S. aureus » (MRSA)) ne cessent d’augmenter. Plusieurs études ont 

démontré que les patients CF infectés par MRSA sont plus souvent hospitalisés et ont besoin 

d’une consommation plus conséquente d’antibiotiques comparé aux patients infectés par les 

souches S. aureus sensibles à la méticilline (MSSA) [94,95]. Bien que la prévalence diminue en 

fonction de l’âge du patient, chez l’adulte, le taux d’infection s’élève à plus de 30%. Dans cette 

catégorie, le taux de patients étant coinfectés par S. aureus et P. aeruginosa est plus important 

[96].  

                                                      
12 Biofilm : communauté de microorganismes d’une ou plusieurs espèces, souvent symbiotique, adhérant entre eux 

et à une surface, et productrice d'une matrice adhésive protectrice. 
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Figure 13. Les principales étapes et acteurs participant à la formation de biofilm chez S. aureus | QS : Quorum 

sensing. EPS : exo-polysaccharides. eDNA : ADN extracellulaire. (D’après [97]). 

Vers l’âge adulte, P. aeruginosa devient l’espèce prédominante. Cette bactérie à Gram négatif 

ubiquitaire est retrouvée principalement dans les milieux aquatiques et dans le sol. En effet, 

les sources de contamination de cette bactérie sont généralement des sources 

environnementales. Elle a été caractérisée pour la première fois en 1892 par Gessard, dans 

l’article intitulé « On the Blue and Green Coloration of Bandages », où l’auteur décrit une 

infection bactérienne de couleur bleue/verte (due à la présence de pyocyanine) dans le pus de 

plaies cutanées [98]. Lorsque ces bactéries contaminent les poumons des patients CF, elles 

s’adaptent à ce nouvel environnement en régulant des facteurs de virulence. Le niveau de 

l’inflammation pulmonaire conditionne leur régulation (Figure 14). Par exemple, les gènes 

impliqués dans la synthèse des flagelles, des pili et du « Quorum Sensing »13 (QS) sont régulés 

positivement, afin de renforcer l’attachement aux cellules épithéliales dans les voies 

respiratoires [93]. Puis, leur régulation négative permet à la bactérie de former du biofilm en 

augmentant la synthèse d’exo-polysaccharides (alginate, PeI et PsI) (Figure 14) [99].  

                                                      
13 Quorum sensing : capacité d’un microorganisme à détecter et à réagir à la densité de population de celui-ci 
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Figure 14. Régulation des facteurs de virulence chez P. aeruginosa dans l’environnement pulmonaire | Evolution 

génétique et phénotypique selon le niveau d’inflammation. QS : Quorum Sensing, LPS : lipopolysaccharides. AMR : 

« Antimicrobial Resistance ». (D’après [100]). 

D’autres bactéries pathogènes (dites minoritaires) participent au développement des 

infections chroniques chez les patients CF. Parmi elles, Burkholderia cepacia complex (Bcc) est un 

genre bactérien qualifié d’émergent chez les patients CF et à l’origine de plusieurs 

complications. Ces bactéries sont connues pour déclencher le syndrome « cepacia », 

phénomène initialement décris chez des enfants CF dont les fonctions respiratoires déclinent 

soudainement tout en étant associés à de la fièvre, une leucocytose ainsi qu’une augmentation 

de certains marqueurs inflammatoires [101].  Les Bcc sont considérées comme étant très 

virulentes, notamment grâce à la synthèse de pili pour l’attachement cellulaire et de protéases 

extracellulaires qui engendrent des dommages tissulaires. Ses capacités à former du biofilm et 

à résister à de nombreux antibiotiques lui confèrent un avantage majeur de survie dans 

l’environnement pulmonaire des patients CF. Actuellement, les infections causées par ces 

pathogènes sont souvent associés à une morbidité élevée [93]. Un autre pathogène, 

Stenotrophomonas maltophilia (S. maltophilia), est responsable de pneumopathies très difficiles à 

traiter chez les patients immunodéprimés et ceux hospitalisés en soins intensifs. En effet, cette 

bactérie est naturellement multirésistante à de nombreux antibiotiques [102]. Les taux de 

colonisation de S. maltophilia chez les patients CF ont augmenté ; leur prévalence actuelle est 

estimée entre 12 et 30% [93,103]. Les espèces appartenant au genre Achromobacter, sont des 

coques à Gram négatifs qui sont également des pathogènes persistants dans les infections 

bronchopulmonaires chez les patients CF [93]. Il a été démontré que 6 espèces appartenant à 
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ce genre sur les 21 existantes représentent 94% des infections à Achromobacter chez les patients 

CF aux Etats-Unis [104]. Leur plasticité génétique leur confère un statut d’hypermutateur, ce 

qui leur est favorable pour s’adapter et persister dans  l’environnement pulmonaire [105]. Au 

sein de ce dernier, Achromobacter peut adhérer aux cellules épithéliales et former aisément du 

biofilm [106]. Une étude française a révélé que la détection de ces pathogènes dans les 

expectorations des patients avaient augmenté de 3,1 à 6,7% de 1999 à 2018 [107]. 

Enfin, l’environnement réduit en oxygène favorise la prolifération de bactéries pathogènes 

vivant en anaérobie. Leur prévalence est difficilement estimable car peu de ces bactéries sont 

cultivables en condition de laboratoire. Prevotella, Veillonella, Fusobacterium, Propionibacterium, 

et Actinomyces sont les espèces les plus retrouvées [93]. Leur rôle dans la pathologie n’est pas 

encore bien identifié, bien que quelques études ont démontré que leur présence pouvait 

favoriser la virulence et la résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa [108]. Outre les 

bactéries, d’autres microorganismes peuvent contribuer au déclin des fonctions respiratoires 

chez les patients CF. 

2.3.2. Infections par d’autres pathogènes 

Parmi les patients CF, les infections virales sont détectées plus fréquemment chez les enfants. 

Leur importance est souvent sous-estimée du fait qu’elles soient rarement diagnostiquées et 

sont difficilement identifiables pour un test donné. Les virus les plus couramment retrouvés 

sont le virus respiratoire syncytial (VRS), le rhinovirus humain, les virus de la grippe A et B et 

le virus parainfluenza [109]. D’autres virus comme le métapneumovirus humain, les 

picornavirus et les coronavirus peuvent être également retrouvés [93].  

Concernant les infections fongiques, deux types de champignons peuvent être identifiés dans 

les expectorations : les levures et les champignons filamenteux. Parmi ces derniers, les espèces 

appartenant au genre Aspergillus sont les plus répandues, avec une prévalence de 78% [110]. 

Bien que les manifestations cliniques soient souvent asymptomatiques, elles peuvent 

cependant être à l’origine de complications en déclenchant une aspergillose 

bronchopulmonaire allergique (ABA)14. Enfin, parmi les levures, les espèces de Candida sont 

                                                      
14 ABA: hypersensibilité à l'Aspergillus fumigatus dont la manifestation clinique principale est l’asthme 
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les plus fréquemment isolées des voies respiratoires avec une prévalence de 80 %. Elles 

peuvent impacter la pathogénicité d’autres microorganismes et ainsi aggraver les 

manifestations pulmonaires [111]. Cependant, il est difficile d’identifier la source de 

contamination de ces espèces car elles font parties du microbiote oropharyngé et peuvent 

migrer accidentellement vers les poumons [93].  

2.4. Diagnostics et traitements actuels 

Les manifestations cliniques chez les patients CF sont très variables d’un patient à l’autre (en 

fonction des différentes mutations), ce qui complique la mise en place d’un diagnostic précis 

et apporter, de ce fait, un traitement davantage adapté [112].  

2.4.1. Dépistage et diagnostic 

En France, depuis 20 ans, le dépistage néonatal systématique se fait dans les premiers jours de 

vie avec le test dit de « Guthrie ». Ce dernier repose sur le dosage de trypsinogène immuno 

réactives (TIR) à partir d’une goutte de sang. Si les résultats se sont avérés être associés à un 

dépistage positif, alors la recherche de mutation (Kit Elucigene® CF30v2) et le test de la sueur 

permettront, s’ils sont positifs également, d’établir le diagnostic. 

 

Figure 15. Programme de dépistage utilisé chez les patients CF permettant la mise en place du diagnostic 

clinique | TIR : trypsinogène immunoréactives.  Kit Elucigene® CF30v2: test génétique permettant la détection de 

29 mutations. DNC : dépistage non concluant. 
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2.4.2. Traitements des troubles digestifs 

La dénutrition concerne entre 15 et 44% des patients selon plusieurs études. L’administration 

d’enzymes pancréatiques et l’ajout de vitamines liposolubles sont recommandés chez les 

patients CF pour lutter contre la malabsorption et l’hypoprotéinémie. Au quotidien, les 

apports énergétiques doivent être légèrement supérieurs aux apports journaliers 

classiquement recommandés (de 100 à 140% selon les besoins). En effet, les régimes 

hypercaloriques sont souvent préconisés avec un enrichissement en éléments nutritifs 

spécifiques (acides gras essentiels, acides gras saturés et acide docosahexaénoïque)[113]. 

2.4.3. Traitements des symptômes pulmonaires 

La Mucoviscidose étant multiviscérale, divers traitements symptomatiques sont appliqués 

dans le but de réduire les infections pulmonaires et l’inflammation, augmenter la clairance 

mucociliaire et renforcer les apports nutritionnels [114]. Les atteintes pulmonaires 

représentent aujourd’hui la principale cause de mortalité, ce qui a, par conséquent, entraîné le 

développement de nombreuses thérapies visant à améliorer les capacités respiratoires. 

L’antibiothérapie demeure à ce jour la seule thérapie antibactérienne préconisée contre les 

infections bronchopulmonaires présentes chez les patients CF. Depuis les premiers traitements 

antibactériens, à savoir un sulfamide (Prontosil ®) et une ꞵ-lactamine (pénicilline) en 1934, 

d’autres antibiotiques ont permis une augmentation considérable de l’espérance de vie. À cette 

époque, le principal germe pathogène était S. aureus et de nombreuses souches étaient encore 

sensibles à la pénicilline. Depuis, la diversité des pathogènes à l’origine des infections 

persistantes n’a cessé d’augmenter, tout comme le développement de nouveaux antibiotiques. 

L’amélioration de leurs méthodes de détection a contribué à une meilleure utilisation des 

antibiotiques administrables chez les patients, bien que les recommandations actuelles ne 

suivent pas de consensus prédéfini. L’identification du principal pathogène respiratoire est 

réalisé par examen cytobactériologique des crachats ou prélèvement de sang. Après cet 

examen, l’antibiothérapie peut être attribuée aux patients en fonction de leur âge, du statut 

microbiologique (analyse qualitative et quantitative de la flore d’expectoration, des résistances 

aux antibiotiques et de l’avancée de l’infection) et de l’état des fonctions respiratoires (Table 

4).  
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Table 4. Liste des antibiotiques les plus couramment utilisés chez les patients CF en fonction du(es) 

pathogène(s) respiratoire(s) retrouvé(s) | La voie d’administration (VA), la posologie, le spectre d’action (parmi 

les principales bactéries CF : S. aureus, P. aeruginosa, B. cepacia, S. maltophilia et A. chromobacter) et les effets 

secondaires sont indiqués pour chacun d’entre eux. IV :  intraveineuse GI : gastrointestinal.   
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Les infections à S. aureus restent le plus souvent sensibles aux antibiotiques usuels, ce qui 

permet l’usage d’antibiotiques à large spectre, tels que les B-lactamines (dicloxacilline, 

flucloxacilline, amoxicilline…), ou à spectre restreint aux Gram positif (acide fusidique, 

rifampicine…). Les souches MRSA sont principalement traitées via l’utilisation de linézolide 

ou vancomycine. Concernant les infections à P. aeruginosa, le traitement préconisé peut différer 

selon l’avancement de l’infection (aigüe à chronique). S’il s’agit d’une primo-infection, une bi-

antibiothérapie parentérale (β-lactamine/aminoside), prolongée par une antibiothérapie par 

voie inhalée, permet généralement d'éradiquer le germe et d'éviter le passage à l'infection 

chronique. Dans ce dernier cas, les périodes d'exacerbation se traitent également par une bi-

antibiothérapie parentérale (β-lactamine ou quinolone/aminoside). Plusieurs études ont mis 

en avant l’intérêt de ces bithérapies pour renforcer l’efficacité thérapeutique des antibiotiques 

et limiter l’apparition de résistances [115]. Les germes B. cepacia, S. maltophilia et A. xylosoxidans 

sont quant à eux connus pour leurs résistances naturelles à de nombreux antibiotiques, 

notamment, à ceux dirigés contre P. aeruginosa. L’antibiothérapie doit être définie selon le 

profil phénotypique des résistances, reconnues par antibiogramme15.  

D’autres traitements sont associés à l’antibiothérapie lors de la prise en charge des atteintes 

respiratoires, à savoir les anti-inflammatoires, la kinésithérapie respiratoire, les 

bronchodilatateurs et les fluidifiants mucolytiques (Figure 16).  

La kinésithérapie a pour objectif de favoriser l’expectoration des sécrétions bronchiques des 

patients CF, en pratiquant plusieurs fois par jour des techniques visant à accélérer le flux 

respiratoire.  Elle apporte un effet immédiat et limite possiblement, à long terme, les effets des 

médiateurs pro-inflammatoires contenus dans les sécrétions muco-purulentes. Ces pratiques 

peuvent être optimisées par la prise de fluidifiants (sérum hypertonique). Par ailleurs, 

l’élimination des sécrétions bronchiques est améliorée par l’utilisation de mucolytiques. Parmi 

ces derniers, la Dornase-α, appelée Pulmozyme ®, permet d’hydrolyser l’ADN extracellulaire 

présent dans le mucus, améliorant ainsi les fonctions pulmonaires [116].  

La réponse inflammatoire associée aux infections pulmonaires chez les patients CF se 

manifeste tôt dans la vie, devient persistante et peut, à terme, mener à une bronchiectasie. 

                                                      
15 Antibiogramme : test biologique de laboratoire qui permet de mesurer la résistance bactérienne à un antibiotique 
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Certains antibiotiques de type aminoside, injectés par voie intraveineuse, peuvent diminuer la 

réponse immunitaire en dérégulant la production de biomarqueurs de l’inflammation 

pulmonaire et systémique [117,118]. Par ailleurs, les potentiateurs/correcteurs CFTR et les 

mucolytiques peuvent avoir des effets bénéfiques sur l’inflammation [119]. L’ibuprofène est 

actuellement le seul anti-inflammatoire recommandé pour le traitement à long terme de 

l’inflammation des voies respiratoires ; cependant, moins de 10 % des patients reçoivent ce 

médicament [120].  

 

Figure 16. Vue d'ensemble sur les molécules thérapeutiques en cours de développement clinique ou 

actuellement utilisés chez les patients CF | (D’après https://apps.cff.org/trials/pipeline, registre de 2017, Thèse 

Angélique Mottais). 

Bien que la mise en place de l’ensemble de ces thérapies ait augmenté considérablement 

l’espérance de vie des patients, une greffe pulmonaire peut être requise dans les stades les plus 

avancés de la maladie, pour lesquels les solutions thérapeutiques sont très réduites. Pendant 

longtemps, elle était l'ultime recours pour prolonger la vie du patient lorsque celui-ci avait 
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atteint le stade de l'insuffisance pulmonaire terminale. Cependant, l’émergence de nouveaux 

traitements, dit « à visée curative », ont récemment prouvé leur intérêt pour restaurer l’activité 

de la protéine CFTR et ainsi améliorer les fonctions pulmonaires [121]. 

2.5. Emergence de nouveaux traitements 

Les traitements actuels administrés chez les patients CF sont principalement symptomatiques. 

Récemment, des traitements davantage curatifs et de nouveaux agents anti-infectieux ont fait 

l’objet d’études cliniques prometteuses. 

2.5.1. Thérapies visant à restaurer l’activité du CFTR 

Les traitements émergents à visée curative ont pour but de restaurer la fonctionnalité de CFTR, 

soit par thérapie de la protéine soit par « médecine génétique ».    

2.5.1.1. Thérapie de la protéine 

Les thérapies protéiques reposent sur l’utilisation de modulateurs qui sont mutation-

dépendants. L’ivacaftor (ou Kalydeco® (VX-770)) agit comme un potentiateur du canal CFTR 

et permet ainsi d’augmenter la sortie d’ions chlorure par les cellules épithéliales en favorisant 

la fréquence d’ouverture du canal [122]. Son utilisation est indiquée chez les enfants âgés de 6 

ans et plus pour les mutations de classe III. L’utilisation du médicament chez les insuffisants 

hépatiques sévères n’est pas recommandée et la prise doit être faite en fonction de l’évaluation 

de la balance bénéfice/risque. L’ivacaftor a permis à des patients portant la mutation G551D 

d’améliorer leur qualité de vie et leur fonction pulmonaire avec un gain de 10,6% du volume 

expiratoire maximal par seconde (VEMS) ainsi qu’une diminution des épisodes d’exacerbation 

[123]. Certains modulateurs sont utilisés en combinaison comme l’Orkambi®, une association 

d’un potentiateur, l’ivacaftor, et d’un correcteur, le lumacaftor (VX-809). Ce dernier permet 

d’améliorer l’adressage à la membrane du CFTR et son indication est préconisée pour les 

mutations où la protéine est anormale mais synthétisée malgré tout [124]. L’Orkambi® est 

indiqué chez les enfants dès l’âge de 6 ans étant homozygotes F508del afin de rétablir la 

protéine CFTR à la membrane plasmique et d’accroître sa fréquence d’ouverture. En effet, une 

augmentation du VEMS de 2,6 à 4% chez 1108 patients bénéficiant du traitement d’Orkambi® 
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a été montrée [125]. Une des dernières thérapies protéiques mise au point est le Kaftrio®, une 

trithérapie combinant deux correcteurs, l’élexacaftor (VX-445) et le tezacaftor (VX-661), et un 

potentiateur, l’ivacaftor. Une amélioration de la fonction respiratoire a été rapportée avec une 

augmentation du VEMS de plus de 13% [126]. Récemment, plusieurs études ont démontré que 

les modulateurs pouvaient impacter positivement le statut microbiologique des patients, en 

agissant, notamment, dans la prévention et la chronicité des infections à P. aeruginosa chez les 

jeunes patients. D’une part, une forte décroissance du taux de positivité pour ce pathogène a 

été observée après plusieurs mois de traitement avec l’ivacaftor [127]. D’autre part, une étude 

a également prouvé, après plusieurs années de traitement avec ce modulateur, la proportion 

de jeunes patients atteints de nouvelles infections a diminué significativement en comparaison 

avec une cohorte non traitée [128,129]. Par ailleurs, envisager une bithérapie en utilisant ces 

molécules modulatrices en combinaison avec des antibiotiques pourrait s’avérer pertinent 

[130]. Le désavantage de la thérapie protéique est son application mutation-dépendante. Les 

stratégies de « médecine génétique », sont quant à elles mutation-indépendante, et pourraient 

restaurer les propriétés structures/activités de CFTR pour n’importe quel profil génétique 

[131]. 

2.5.1.2. Médecine génétique 

Plusieurs stratégies de « médecine génétique » ont été utilisées pour restaurer la quantité de 

protéine CFTR fonctionnelle. Parmi elles, la thérapie génique et la thérapie de l’ARN messager 

consistent à transférer des acides nucléiques d’ADN (ou ARN dans le second cas) codant une 

séquence CFTR sauvage. D’autres stratégies visent à corriger la séquence mutée d’ADN à 

même le génome (ou d’ARN) CFTR via une recombinaison avec une séquence sauvage (Figure 

17) [132,133].  

Une première stratégie de « thérapie médecine » a été considérée, à savoir le transfert d’une 

copie d’un gène CFTR sain dans des cellules CFTR muté. Ce gène sain peut être apporté à la 

cellule avec deux types de vecteurs, les vecteurs viraux et les vecteurs non viraux [134]. Dans 

le premier cas, des études pré-cliniques ont mis en avant leur fort pouvoir immunogène, ce 

qui limite leur progression vers les essais cliniques [135].  
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Figure 17. Présentation schématique des stratégies émergentes de « médecine génétique » visant à restaurer 

l’activité de la protéine CFTR | Description des concepts de base de la thérapie génique (A), de la thérapie par 

ARNm (B), l’édition génomique (C) et l’édition de l’ARNm (D). (D’après [133]). 

Quant à elles, les méthodes d’édition du génome, telle que la méthode CRISPR/Cas9, ont 

démontré des résultats encourageants, dans plusieurs études, en restaurant les propriétés du 

CFTR via l’insertion de la séquence sauvage dans le génome [136–138].  

Le développement de molécules utilisées à la fois dans le transfert de gène (« médecine 

génétique ») et comme antimicrobien, est l’une des thématiques du laboratoire [139,140] et fera 

l’objet d’une étude détaillée dans la section « Résultats » (Cf Section Résultats, partie II,2.). 

2.5.2. Thérapies antiinfectieuses 

Malgré les bénéfices apportés par les antibiotiques, leur efficacité peut être limitée par le 

développement de leurs résistances, qui, favorise la persistance bactérienne [141]. De 

nouvelles stratégies thérapeutiques autres que l’antibiothérapie optimiseraient les traitements 

par antibiotiques. Par exemple, l’administration par voie intraveineuse de nitrate de Gallium 

a montré une amélioration des fonctions pulmonaires chez les patients CF [142]. Malgré le 

développement de ces alternatives, la majorité des traitements antimicrobiens expérimentaux 

consistent à renforcer l’efficacité des antibiotiques actuels. L’efficacité de ces derniers est 

optimisée par (i) l’ajout d’adjuvants (vecteurs lipidiques), (ii) leur utilisation en combinaison 

ou (iii) le développement d’autres modes d’administration (nébulisation) [143].  
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2.6. Voies d’administrations alternatives  

La nébulisation est une voie d’administration d’agents thérapeutiques de plus en plus étudiée 

dans le cadre de la Mucoviscidose, du fait qu’elle permet de cibler plus efficacement les voies 

aériennes, en comparaison à une administration intraveineuse. Elle est associée à une toxicité 

réduite en raison d’une absorption systémique limitée. Cependant, obtenir une solution 

aérosolisable necéssite que les microgoutelettes formées soient respirables et d’une taille 

adaptée pour atteindre la zone d’intérêt. Plus elles seront de petites tailles, plus leur niveau de 

déposition dans les poumons sera profond. Les microgouttelettes de grandes tailles (≥ 5 µm) 

se déposent par impaction, celles à tailles intermédiaires (1-5 µm) par sédimentation et celles 

de petites tailles (<1 µm) par diffusion (Figure 18). 

 

Figure 18. Mécanismes d'assimilation des particules aérosolisées en fonction de la taille des microgouttelettes 

formées | (Source : Thèse Angélique Mottais, d’après [144]) 

Par ailleurs, les forces excercées par le processus d’aérosolisation peuvent altérer les propriétés 

physico-chimiques des molécules testées. Ainsi, le choix du système d’aérosol s’avère 

également un point critique sur la qualité de l’aérosolisation [145]. Schématiquement, on 

distinge  trois types de nébuliseurs : les ultrasoniques, les pneumatiques, et les tamis vibrants 

(Figure 19).  
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Figure 19. Processus d'aérosolisation selon différents systèmes | Les trois principaux sont : l'ultrasonique (A), le 

pneumatique (B) et le tamis vibrant (C). (D’après [145]). 

Le premier utilise un générateur à ultrasons faisant vibrer un cristal piézoélectrique ou quartz. 

Les vibrations génèrent ensuite de fines gouttelettes à la surface de la solution 

médicamenteuse qui sont transmises via un système de ventilation. Les nébuliseurs 

pneumatiques, quant à eux, aspirent le liquide par effet Venturi, pour qu’il soit ensuite projeté 

sur un impacteur et redispersé sous forme de microgoutelettes de toutes tailles. Enfin, les 

nébuliseurs à tamis vibrants reposent sur le passage du liquide au travers d’une membrane 

micro-perforée et génère ainsi des particules de taille homogène. 

De façon général, plusieurs facteurs peuvent limiter l’efficacité d’un aérosol d’agents 

antimicrobiens. Premièrement, lors du processus d’aérosolisation, les molécules doivent 

résister aux forces de cisaillement. Ensuite, une fois arrivées dans les voies respiratoires, elles 

sont confrontées à la présence de différents facteurs enrionnementaux. Elles doivent se 

déposer jusqu’au liquide interstitiel pulmonaire (ASL), composé, chez un patient CF, 

principalement de mucus visqueux et de biofilm. Les molécules devront franchir ces barrières 

physiologiques extracellulaires bronchopulmonaires qui englobent les bactéries ciblées pour 

agir, in fine, sur celles-ci (Figure 20).  

Ensemble, ces paramètres forment les principales limites d’une application par aérosol 

d’agents médicamenteux dans le cadre de la Mucoviscidose. 
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Figure 20. Principales limites observées lors d'une administration pulmonaire d'agents antimicrobien par 

aérosolisation chez les patients CF | ASL : « Airway Suface Liquid ». (Biorender ®) 

2.6.1. Aérosolisation d’agents anti-infectieux 

Les antibiotiques délivrés par aérosolisation ont pour avantage d’atteindre directement les 

zones colonisées par du biofilm et avec des concentrations intrapulmonaires très élevées et 

peu d’effets secondaires systémiques associés [141]. Certaines études ont mis en avant que les 

traces d’antibiotiques retrouvés dans les crachats des patients pouvaient être 100 fois plus 

concentrés lorsqu’ils sont administrés par aérosol en comparaison avec une administration 

intraveineuse (Table 5) [141,146].  
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Table 5. Les différents antibibactériens formulés et utilisés sous forme d’aérosol en clinique | Les formulations 

sont administrables par aérosolisation de solution ou de poudre. Le dosage correspond à la quantité de produit 

administré par cycle d’aérosol, avec comme indiquée, une fréquence d’administration précise. (D’après [141]). 

 

Le Cayston® correspond à une formulation de l’aztréonam avec de la lysine pour inhalation, 

et est disponible comme traitement dans les infections CF par P. aeruginosa. Ses effets 

bénéfiques ont pu être relevés lors de plusieurs essais cliniques. En effet, des améliorations 

dans les symptômes respiratoires, la fonction pulmonaire et les analyses microbiologiques ont 

été rapportées chez des patients ayant reçu auparavant, ou non, un traitement de tobramycine 

inhalable [147,148]. Ces effets n’ont en revanche pas été observés chez les patients infectés par 

B. complex [149]. 

Par ailleurs, une étude randomisée subséquente de phase II, portant sur 151 patients porteurs 

de P. aeruginosa, a démontré que le traitement par inhalation de lévofloxacine pendant 28 jours 

a entraîné une augmentation des capacités respiratoires (VEMS de 8,7 %) [150]. La 

tobramycine peut être utilisée par inhalation soit à partir d’une solution (TIS ou TOBI) soit à 

partir d’une poudre (TIP). Cette dernière présente l’avantage de pouvoir être administrée très 

rapidement et efficacement à l’aide d’un dispositif d’inhalation « podhaler™ ». Dans l’essai 

EVOLVE de phase III, le TIP a considérablement amélioré le VEMS, réduit la densité des 

expectorations de P. aeruginosa et réduit l’hospitalisation liée aux voies respiratoires [151]. 

L’efficacité du TIP a été comparée à celle du TIS dans un essai clinique et ne semble pas être 

différente au niveau des augmentations du VEMS et des taux d’hospitalisations [152].  

La colistine peut également être délivrée sous forme de poudre sèche, le Colobreathe®, est une 

formulation de poudre sèche encapsulée (1 capsule inhalée = 1 dose nébulisée) administrée à 
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l’aide d’un inhalateur portatif (Turbospin®). Son utilisation a été comparée à celle du TIS et ne 

semble pas avoir apporté plus de bénéfices à celle-ci [153]. L’amikacine liposomale inhalée, 

aussi appelée Arikace®, contient de fortes concentrations d’amikacine aqueuse soluble dans 

l’eau, enfermé dans un liposome. Sa forme liposomale lui confère une meilleure 

biodistribution et une meilleure capacité à traverser les barrières biologiques tels que le mucus 

et le biofilm [154]. Des études de phase I ont été réalisées chez 24 patients atteints de 

Mucoviscidose chronique à P. aeruginosa qui ont reçu une dose de Arikace® par inhalation (LC 

Star ®, Pari) une fois par jour pendant 14 jours [24]. Une augmentation du VEMS% a été 

observée dans le temps, toutefois, aucune réduction de densité bactérienne dans les 

expectorations n’a été constatée. Des études de suivi de phase II ont ensuite été réalisées en 

utilisant l’Arikace® à doses multiples. Dans l’ensemble, le traitement était bien toléré et une 

augmentation du VEMS a pu être démontrée, et ce, même sur le long terme. La fréquence 

moyenne des expectorations de P. aeruginosa a également diminué de façon significative [155]. 

Des antibiotiques inhalables dirigés contre S. aureus, telle que la vancomycine (AeroVanc®), 

sont actuellement en cours d’évaluation (NCT01594827). 

Des essais cliniques sont en cours pour traiter les infections bronchopulmonaires des patients 

CF par aérosolisation de molécules antimicrobiennes autres que les antibiotiques. C’est le cas 

notamment du citrate de gallium (AR-501, NCT03669614), de bactériophages (AP-PA02, 

(NCT04596319) et BX004-A, Biomx), de peptide antimicrobien (ALX-009, Alaxia). D’après la 

littérature, l’oxyde nitrique (ON) (RESP301, NCT05101915).  

2.6.2. Aérosolisation d’autres molécules thérapeutiques 

En plus des antibiotiques, l’utilisation de l’aérosol comme voie d’administration peut être 

appliquée pour divers agents thérapeutiques. Elle permet de délivrer efficacement des agents 

améliorant la clairance mucociliaire (mucolytiques et solutions hypersalines), des anti-

inflammatoires, des enzymes pancréatiques et des vitamines [156].  

En conclusion, la complexité de la pathologie donne lieu à la mise en place de traitements 

divers pour réduire les différents symptômes évoqués précédemment. Il est souvent 

intéressant d’utiliser des combinaisons de traitements, comme les antibiotiques en trithérapie 

pour ralentir le déclin des fonctions pulmonaires. Cependant, avoir recours à l’antibiothérapie 
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comme unique stratégie antimicrobienne peut s’avérer parfois être insuffisant pour traiter 

durablement les infections bactériennes. D’autres alternatives anti-infectieuses pourraient 

remédier aux infections pulmonaires en élargissant le choix de molécules antimicrobiennes et 

en diversifiant leurs mécanismes d’action. 
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III. Potentielle application de la PDT comme stratégie 

antimicrobienne dans le cadre de la Mucoviscidose 

1. PDT et pathogènes pulmonaires  

Chez les patients CF, le microenvironnement pulmonaire forme un milieu propice à la 

prolifération de divers microorganismes (Cf Section Introduction, Partie II. 2.3). Pour s’adapter 

à cet environnement, ces pathogènes évoluent en formant des biofilms polymicrobiens 

[109,157]. Le développement d’une stratégie à large spectre comme la PDT (grâce aux 

multiples sites d’action des ROS) serait pertinent afin d’éviter le recours à un large pannel de 

molécule comme pour l’antibiothérapie. 

1.1. Action contre les bactéries d’intérêt 

La liste de microorganismes sensibles à la PDT comprend des espèces bactériennes avec des 

niveaux de résistances aux antibiotiques élevés (Cf Section Introduction, partie I, 2.3.) pouvant 

être retrouvées chez les patients CF. La plupart des expériences réalisées in vitro, ex vivo et in 

vivo de PDT antimicrobienne utilisent des souches bactériennes standards (type ATCC) qui 

ont l’avantage d’être caractérisées génotypiquement et phénotypiquement, contrairement aux 

souches issues d’échantillons cliniques. S. aureus et P. aeruginosa sont, dans ces études, les 

seules espèces bactériennes à avoir été isolées de patients CF (Table 6). Multiplier les études 

sur divers isolats cliniques serait pertinent car il a été démontré que leur phénotype virulent 

et leur capacité à former du biofilm peuvent leur conférer une sensibilité moindre à la PDT 

[158,159]. Cette dernière s’est avérée être efficace également sur de nombreuses espèces 

anaérobies pathogènes – Fusobacteirum, Petrovella, Porphyras, Propionibacterium – retrouvées 

dans la flore buccale [160]. Ces espèces sont les mêmes que celles retrouvées dans les 

expectorations de certains patients CF. Cependant, leur présence dans les poumons de ces 

patients reste controversée car le risque de contamination des expectorations par des 

sécrétions oropharyngées lors du prélèvement n’est pas négligeable [93].  
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Table 6. Liste des espèces microbiennes d’intérêt* ayant déjà fait l'objet d'étude de PDT | * Elles correspondent 

aux principaux microorganismes qui sont propices au développement d’infections pulmonaires chez les patients 

CF. PS : MB : Bleu de méthylène», TBO : Bleu de toluidine O, RB : rose bengale, TMP : meso-Tetra(N-methyl-4-

pyridyl) porphine tetra tosylate, ALA : Acide aminolévulinique. 

 

1.2. Action contre les autres pathogènes 

Les infections bactériennes peuvent être associées à des contaminations virales et/ou fongiques 

[109]. Les parois chitineuses des champignons ne semblent pas prévenir l’effet de la PDT. Dans 

le cas de la PDT antivirale, certaines études ont mis en avant que cette stratégie est efficace sur 

divers types de virus, nus comme enveloppés, à ADN comme à ARN [15]. Dans le cas des 

infections virales chez les patients CF, les virus influenza sont particulièrement présents. 

Récemment, une méthodologie pertinente de prophylaxie et de traitement à l’échelle in vivo a 

été décrite en utilisant une PDT dirigée contre ces virus (Table 6). Les résultats ont démontré 

que le traitement peut déjouer les limites des agents antiviraux actuels en agissant d’abord sur 

l’inhibition de  l’internalisation des virus dans les cellules de l’hôte puis sur l’activité antivirale 

[161]. 

Genre, espèce (identification) PS (dose) Traitement lumineux (dose) Références

S. aureus  (CF) Hypocrelin B (0.5–2.5 µM) LED 470 nm (0.3 J/cm2) Jiang et al. 2013

Ruthénium(II) complexes (25µM) LED 450 nm (4 mW/cm2) Le Gall et al. 2018

P. aeruginosa  (CF) diaryl-porphyrins (10 µM) 410 nm light (20 J/cm2 ) Orlandi, V.T et al., 2019

TMP (2,5 mg/mL) / TBO (0.025 mg/mL) 635 ± 25 nm (100 mW/cm2) Donnely RF. et al. 2007

MB / TMB (0,05-0,25 µg/mL) 635 ± 10 nm (100-200 J/cm2) Cassidy C.M. et al. 2010

TBO (10µM) 630 nm (90 J/cm2) Tseng S.P. et al., 2009

MB (0,6-400 µM) 650 nm (23 J/cm2) Hendiani S. et al., 2019

M. abscessus complex (non CF)  ALA (30-100 µg/mL) LED light (635 nm, 80 J/cm2 ) Yue C. et al., 2022

ALA (100 µg/mL) 585–635 nm (0–160 J/cm2) Wang X et al., 2022

Porphyrins (0,013-30,40 µM) 370–800 nm (270 J/cm2) Guterres KB. et al., 2020

AgTMeP (3-7 nM) LED 400-800 nm (90 J/cm2 ) Guterres KB. et al., 2022

Bcc  (non CF) MB / TMP (0,5 mg/mL) Paterson lamp, 635 nm (200 J/cm2) Cassidy C.M. et al., 2012

Curcumine (50µM) 425 nm (16 mW/cm2) Hu J. et al., 2018

S. maltophilia  (non CF) Chlorophylle (15µM)
LEDs 402 (42 mW/cm2) et 440 nm      

(44 mW/cm2)
Buchovec I. et al., 2022

Anaérobes  (non CF) Gursoy H et al., 2013

Scedosporium spp.  (non CF) MB  (8 µg/mL) 635 ± 10 nm (12 J/cm2) Lu Q. et al. 2017 

Aspergillus spp  (non CF) RB, TBO (31-125µM) nd Kim JR, Michielsen S. 2015

Candida spp  (non CF) Zinc phthalocyanine 640 ± 20 nm (13.9 mW/cm2) Prandini JA. et al., 2022

Influenzae  (non CF) Psoralens UV Nakashima K. et al., 1979

Chlorin-e6 (3,8 µg/mL) 671 nm (15 J/cm2) Jeong H et al., 2020
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2. L’application de PS dans les voies pulmonaire 

2.1. Administration du PS 

L’administration de PS et de la lumière sont deux défis majeurs pour une application PDT 

dans les interstices, et tout particulièrement, dans les voies pulmonaires. Dans ce cas, la voie 

systémique peut être envisagée comme mode d’administration du PS. Cependant, administrés 

par voie intraveineuse, ces molécules pourraient atteindre les poumons dans des quantités 

trop faibles. Cependant, si la dose utilisée est augmentée pour pallier à ce problème, des effets 

systémiques indésirables, tels que la photosensibilité, pourraient survenir [162]. 

L’aérosolisation de PS est actuellement l’une des alternatives à cette problématique, bien 

qu’elle soit peu de fois évoquée dans la littérature. En 2011, une étude pilote a été menée afin 

d’évaluer les capacités d’une solution de MB à générer des microgoutelettes avec un système 

pneumatique PARI TurboBOY® [159] (Figure 21). Généralement, avec ce nébuliseur, les 

antibiotiques aérosolisés chez les patients CF mesurent entre 3 et 5 µm, un diamètre optimal 

pour permettre une administration ciblée dans les bronches. Les particules de MB générées 

dans cette étude sont de diamètre similaire.  Une seconde étude vient compléter cette première, 

en analysant la capacité de trois PS (Vert d’indocyanine (ICG), Photodithazine® et Photogem 

®) à être délivrés via le système pneumatique CompA.I.R™ NE-C801 (Omron) (Figure 21). Le 

diamètre des gouttelettes générées par ce nébuliseur est de 9 µm en moyenne, peu importe le 

PS testé [162]. L’aérosolisation de PS utilisés lors de cette thèse a fait l’objet d’une étude 

préliminaire résumée dans la section « Résultats » (Cf Section Résultats, partie I, 2.). 
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Figure 21. Nébuliseurs utilisés pour l'aérosolisation de PS | À gauche : PARI TurboBOY® (Pari) et à droite : 

CompA.I.R™ NE-C801 (Omron) 

2.2. Compatibilité physiologique 

Au vu des données actuelles de la littérature, il est difficile d’évaluer la compatibilité de la PDT 

dans les conditions physiopathologiques retrouvées dans les voies respiratoires de patients 

CF. Une étude a été réalisée au cours de cette thèse afin d’évaluer la tolérance à la PDT en 

prenant en compte l’impact du microenvironnement pulmonaire (Cf Section Résultats, partie 

I, 1.1). Le mucus et le biofilm sont deux barrières physiologiques particulièrement 

problématiques pour traiter efficacement les infections pulmonaires. Donnelly et al. ont 

déterminé, à l’aide d’un dispositif de cellule de Franz, la capacité de plusieurs PS (TMP et TBO) 

à traverser  une couche de mucus artificiel (Figure 22). Les résultats ont démontré que 

seulement 25 à 47% des PS étudiés peuvent diffuser dans ce milieu mimant le mucus 

pulmonaire de patients [164]. 

 

Figure 22. Exemple de dispositif « cellule de Franz » permettant d'étudier la diffusion de molécules 

thérapeutiques à travers une couche de mucus | (D’après [165]). 
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Ces chiffres attestent de la nécessité de formuler ces PS sous forme de nanoparticules (NP) 

avec des adjuvants leur permettant de diffuser plus efficacement à travers cette barrière. Par 

exemple, le chitosan16, l’acide poly(acide lactique-co-glycolique (PLGA) et le polyéthylène 

glycol (PEG) ont facilité la diffusion de 5,10,15,20-tetrakis(m-hydroxyphenyl)porphyrin 

(THPP) au travers du mucus gastrointestinal sécrété par des cellules HeLa [166,167]. D’autres 

formulations incluant notamment la mucine elle-même, peuvent permettre aux PS de mieux 

pénétrer dans le mucus [168].  

Alternativement,  une stratégie combinatoire PS/mucolytique (hypéricine/N-acétylcystéine 

(NAC)) peut booster les effets antibiofilms de la PDT [169]. La NAC, en plus de ses effets 

mucolytiques et antibiofilms [170,171], pourrait également jouer un rôle d’antioxydant et 

photo-stabilisateur en « détoxifiant » les ROS produits par la PDT. Plusieurs études confirment 

cette hypothèse en montrant qu’un pré-traitement à la NAC entraine une meilleure tolérance 

cellulaire à la phototoxicité  liée à la PDT [172,173]. Ce résultat intéressant serait le fruit d’une 

stimulation d’un antioxydant intracellulaire (le glutathion) par la NAC [174].  

La deuxième matrice à franchir, à savoir le biofilm, est connue pour diminuer drastiquement 

l’efficacité des antibiotiques dans le cadre des infections bronchopulmonaires [175]. L’une des 

stratégies potentielles pour réaliser une PDT antibiofilm est de formuler les PS avec des 

polymères neutres (silice ou copolymères amphiphiles P123) ou chargés positivement 

(Polyéthylèneimine (PEI)) [176–178]. Les formulations de PS incluant des liposomes 

cationiques sont également intéressants pour faciliter la pénétration du PS au sein du biofilm 

[179].   

Chez les patients CF, en plus de ces barrières, le degré de destruction parenchymateuse et de 

bronchiectasie dans les poumons modifie considérablement la distribution et la 

biodisponibilité pulmonaire d’agents nébulisés [158].  

 

 

 

                                                      
16 chitosan : polyoside composé de la distribution aléatoire de D-glucosamine liée en ß- et de N-acétyl-D-glucosamine 
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Par ailleurs, les antibiotiques relativement perméables à haut taux d’absorption, comme les 

fluoroquinolones (FQ), ne présentent pas plus d’avantage à être administré dans les poumons 

en comparaison avec les autres modes d’administration couramment utilisés (oral ou 

intraveineux).  

Les antibiotiques formulés ont un taux d’absorption moins important. Ainsi, le temps de 

résidence pulmonaire est plus long et permet d’obtenir un effet antimicrobien plus longtemps 

[159]. Dans le cas des PS, le taux d’absorption et le temps de résidence, sont des constantes 

difficilement anticipables au vu des rares études analysant leurs caractéristiques 

pharmacologiques.  

Cependant, en général, les PS sont des molécules relativement hydrophobes, ce qui pourraient 

sous-entendre, qu’ils pourraient être sujet à un phénomène de bioaccumulation. Peu d’études, 

en comparaison avec les antibiotiques, attestent de leur innocuité et leur biodistribution dans 

un modèle animal [180]. 

3. Délivrance de la source lumineuse 

L’efficacité de la PDT dépend de la dosimétrie, du temps d’exposition et du mode 

d’administration de la lumière [28]. La délivrance de la lumière dans les interstices comme les 

voies pulmonaires peut nécessiter la mise au point de systèmes pour cibler efficacement les 

voies respiratoires basses [71]. Par exemple, la délivrance de la lumière par laser peut être 

améliorée par couplage avec des fibres à bout franc pour des applications cutanées. Des 

cylindres de diffusion ou des lentilles sont adaptées pour élargir considérablement la zone 

d’illumination aux extrémités de la fibre (300-380°) [181]. Dans les essais cliniques appliqués 

au cancer de l’œsophage, des fibres endoscopiques avec un cathéter à ballonnet sont 

d’avantage appropriées pour illuminer la zone d’intérêt (Figure 23) [31]. 
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Figure 23. Différents systèmes de couplage de fibres optiques utilisés pour des applications de PDT | Les fibres 

sont couplées à (A) des diffuseurs frontaux pour les applications de surface, (B) des diffuseurs cylindriques pour 

cibler les interstices et (C) des cathéters à ballonnet pour atteindre les voies respiratoires/digestives [18] 

Récemment, des simulations informatiques ont suggéré que les fibres avec diffuseurs 

cylindriques sont plus efficaces que les fibres coupées à plat pour délivrer la lumière 

thérapeutique (Figure 24) [182].  

 

Figure 24. Différents systèmes de fibres optiques existants permettant la réalisation d’une PDT dans les 

poumons |(A) Du haut vers le bas : fibre à bout franc, fibre couplée à une lentille et système de cathéter transparent. 

(B) Différence de diffusion lumineuse entre une fibre à bout franc et une fibre couplée à un cylindre diffusant [71]. 

Une méthode tridimensionnelle de visionnage couplée au système d’illumination permettrait 

de mieux cibler les zones d’intérêt et, de ce fait, optimiserait l’effet PDT en réduisant les 

dommages collatéraux sur les régions environnantes [31]. D’autres sources d’excitation 

profonde peuvent également être utilisées, comme le rayonnement proche IR ou encore les 

rayons X. Par ailleurs, les sources alternatives aux ondes photoniques, comme les 
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rayonnements de Tcherenkov et les systèmes « auto-inductibles » activés par des mécanismes 

chimio-luminescents et bioluminescents, permettent d’exciter les PS [28,183].  

Plusieurs paramètres peuvent limiter la délivrance de la lumière dans les voies respiratoires : 

la largeur de la trachée (limiter à 1,5 mm pour un modèle murin), la diffusion de la lumière 

dans le poumon (nécessité d’un diffuseur), le temps d’illumination (s’il y a un échauffement) 

et l’intensité lumineuse.  

4. Evaluation in vivo 

Plusieurs modèles de petits animaux ont été utilisés pour appliquer une PDT antimicrobienne 

pulmonaire. Actuellement, quelques études in vivo ont été réalisées avec des LED et des fibres 

optiques comme mode d’illumination (Table 7). Par ailleurs, un modèle murin infecté 

(pneumonies) a été optimisé avec des systèmes intra et extracorporels [73,83,184]. Dans le cas 

d’une PDT in vivo sans effet observé, il peut s’avérer complexe de savoir si l’inefficacité du 

traitement dans les poumons n’est pas due à un défaut d’optimisation dans la délivrance du 

PS, de la lumière ou les deux.  

Table 7. Exemples d'études in vivo utilisant la PDT pour traiter des pathologies pulmonaires | ICG : Indocyanine 

green 

 

 

En conclusion, cette thèse a pour objectif de répondre à la problématique suivante : La PDT 

est-elle une stratégie antimicrobienne pertinente dans le cadre des infections 

132



bronchopulmonaires chez les patients atteints de Mucoviscidose ? Pour répondre à cela, 

plusieurs études ont été réalisées au cours de cette thèse. Nous avons pris pour exemple les 

limites de l’antibiothérapie actuelle chez ces patients. Parmi elles, le microenvironnement 

pulmonaire, très particulier dans le cas de cette pathologie, fait intervenir de nombreux 

dérèglements physiologiques.  

Ces variations seront prises en compte dans un premier temps. Ensuite, une étude préliminaire 

visant à mettre en place une application chez l’animal a été réalisée. Dans une dernière partie, 

la compatibilité de la PDT avec d’autres thérapies a été étudiée. 
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RESULTATS 

I. Evaluation de complexes de Ruthénium(II) comme PS 

dans le cadre des infections bronchopulmonaires 

Dans l’étude réalisée par Le Gall T. et ses collègues en 2018 [185], un criblage de complexes du 

Ruthénium(II) en tant que PS antimicrobiens a été réalisé contre des souches de S. aureus et P. 

aeruginosa. Cette étude a permis d’identifier des PS d’intérêt sur la base de leur phototoxicité 

pour réaliser les travaux suivants. L’objectif est d’évaluer leur efficacité comme agents PDT en 

faisant varier individuellement les paramètres physiologiques du microenvironnement 

pulmonaire chez les patients CF.  

1. Pertinence de la PDT dans le contexte physiopathologique 

Le microenvironnement pulmonaire chez les patients CF est la résultante, directe et indirecte, 

d’un dysfonctionnement de la protéine CFTR causé par une(des) mutation(s) au sein du gène 

CFTR. En effet, la déshydratation et l’accumulation du mucus visqueux entrainent la 

colonisation des poumons par des pathogènes qui amplifie l’inflammation chronique des voies 

respiratoires. Actuellement, peu d’études sur la PDT ont été réalisées en prenant en 

considération ce contexte physiopathologique. 

1.1. Impact des conditions physiologiques et microbiologiques  

Certaines études ont démontré que, chez les patients CF, l’efficacité de l’antibiothérapie 

pouvait être compromise sous l’effet de différents facteurs environnementaux pulmonaires. 

Dans une première étude, nous avons étudié les limites du modèle PDT développé en prenant 

en considération les déséquilibres physicochimiques (pH, salinité, oxygénation) et 

microbiologiques (dysbiose, infections polymicrobiennes, adaptations phénotypiques) 

retrouvés dans les poumons chez les patients CF. Ce travail, initialement présenté lors de 

différents congrès (PDD-PDI, AEBIN School, SFNano), a été publié dans le Journal 

Pharmaceutics. 
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Abstract: Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) depends on a variety of parameters notably
related to the photosensitizers used, the pathogens to target and the environment to operate. In
a previous study using a series of Ruthenium(II) polypyridyl ([Ru(II)]) complexes, we reported
the importance of the chemical structure on both their photo-physical/physico-chemical properties
and their efficacy for aPDT. By employing standard in vitro conditions, effective [Ru(II)]-mediated
aPDT was demonstrated against planktonic cultures of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus strains notably isolated from the airways of Cystic Fibrosis (CF) patients. CF lung disease
is characterized with many pathophysiological disorders that can compromise the effectiveness of
antimicrobials. Taking this into account, the present study is an extension of our previous work,
with the aim of further investigating [Ru(II)]-mediated aPDT under in vitro experimental settings
approaching the conditions of infected airways in CF patients. Thus, we herein studied the isolated
influence of a series of parameters (including increased osmotic strength, acidic pH, lower oxygen
availability, artificial sputum medium and biofilm formation) on the properties of two selected [Ru(II)]
complexes. Furthermore, these compounds were used to evaluate the possibility to photoinactivate
P. aeruginosa while preserving an underlying epithelium of human bronchial epithelial cells. Al-
together, our results provide substantial evidence for the relevance of [Ru(II)]-based aPDT in CF
lung airways. Besides optimized nano-complexes, this study also highlights the various needs for
translating such a challenging perspective into clinical practice.

Keywords: antimicrobial photodynamic therapy; antimicrobial resistance; biofilm; benchmark
analysis; cystic fibrosis; micro-environment; ruthenium complexes

1. Introduction

Photodynamic therapy (PDT) consists of administrating a non-toxic photosensitive
molecule, called photosensitizer (PS), followed by light irradiation to generate reactive
oxygen species (ROS) including singlet oxygen molecules (1O2) producing multiple non-
specific alterations to living organisms in an area to treat [1–3]. This three-partners (O2, light
and PS) reaction may be used in a wide range of biomedical settings, notably for anticancer
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and antimicrobial applications [2,4,5]. Antimicrobial PDT (aPDT) has been suggested as
a promising alternative or complementary treatment to current antibiotic therapy [3,6–9].
Indeed, since aPDT does not require any interaction with a specific molecular target and
may be more resilient than the latter, it could allow overcoming the increasing spread of
multidrug-resistant (MDR) micro-organisms [6–8,10]. Although many in vitro investiga-
tions have been done ascertaining the potential relevance of such a strategy, much fewer
studies have been conducted so far under in vivo infected conditions [11,12]. However,
the activity of PS strongly depends on the environment (where the therapeutic effect must
occur), which should be thus considered as an additional critical parameter in PDT [13].

Metal complexes constitute a vast pipeline of potential active drugs with great promise
for various biomedical applications [14–16]. As recent examples, silver N-heterocyclic
carbenes with long N-alkyl chains [17], titanium(IV) complexes [18] or platinum cyclo-
octadiene complexes [19] have been reported for their antibacterial properties. Regarding
ruthenium complexes, ruthenium(II) polypyridyl complexes (hereafter abbreviated as
[Ru(II)]) are endowed with peculiar properties, making them promising chemotherapeutic
candidates [20–22]. They constitute attractive PS for PDT, notably because (i) they strongly
absorb visible light, (ii) they display tunable photophysical properties, (iii) they can ef-
ficiently produce ROS upon light irradiation and (iv) they are generally not cytotoxic in
the dark [23–25]. Recently, we conducted a structure–activity study using a variety of
[Ru(II)] and a series of Gram-positive or Gram-negative clinical bacterial strains [23]. The
molecular structure of [Ru(II)] was shown to strongly impact their photophysical properties
and in turn their ability to perform bacterial photo-inactivation. Notably, the polar and
amphiphilic characters of asymmetric complexes were associated with both a higher affinity
for bacteria and a greater aPDT efficiency. This in vitro study emphasized the phototoxic
potential of [Ru(II)] against various bacteria, irrespective of their antibiotic resistance profile,
and thus their relevance to overcome antimicrobial resistance (AMR). Of note, the clinical
bacterial strains included in that study were responsible for diverse infections in humans,
notably in the airways of cystic fibrosis (CF) patients.

CF (OMIM 219700) is a lethal inherited disorder frequent in Caucasian populations [26].
It is generally due to mutations occurring in the CF transmembrane conductance regulator
(CFTR) gene, which encodes a protein channel inserted in the apical membrane of epithelial
cells, where it regulates the luminal secretion of chloride and water. In CF patients, the
pathophysiological disorders occurring in lung airways and the resulting pulmonary
symptoms strongly impact their lifespan and quality of life [27]. The dysregulation of
CFTR and other ionic channels leads to the dehydration of the airway surface liquid
(ASL), with the consequent impairment of mucociliary clearance and the accumulation of
a hyperviscous mucus [28]. This provides appropriate conditions for lung colonization
by opportunistic pathogens, especially Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa
growing in the form of hard-to-treat biofilms [27].

As a first line to treat CF lung infections, antibiotherapy has significantly increased
the quality of life and the median survival age of patients. Nevertheless, pulmonary
physiological impairments (especially sticky sputum formation, lowered pH and osmotic
and oxidative stresses) alter the efficiency of antibiotics by reducing their stability and
diffusion, leading to sub-inhibitory concentrations in sputum [29,30]. Furthermore, bacteria
in biofilms can resist to 100–1000 times higher doses of antibiotics compared with the same
bacteria growing as planktonic cells [31]. In contrast with systemic antibiotic administration,
aerosolized and nebulized deliveries allow for significant improvements (up to 100 times) of
their concentrations in CF sputum [32–34]. However, continuous antibiotherapies increase
the risk of resistance emergence that can severely limit the remaining antibiotic options in
patients with advanced diseases [35]. Today, MDR micro-organisms, notably belonging to
the WHO priority pathogen list [36], are increasingly reported in CF patients [37,38]. For
all these reasons, CF lung disease can be considered a challenging model system to develop
novel antimicrobial treatment targeting infected airways. To our knowledge, besides many
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other antimicrobial approaches, the potential of aPDT has been scarcely considered in that
respect to date.

The present study aimed to further expand our previous study on [Ru(II)] com-
plexes [23], prospecting for the use of such compounds for performing aPDT in CF lung
airways. Thus, two compounds (hereafter noted as [Ru(II)]1 and [Ru(II)]2, respectively;
Figure 1) were selected considering their photo-physical and physico-chemical properties.
They were used to conduct evaluations while taking into account CF pathophysiological
disorders that may impact their activity (Table S1). In light of the results obtained, the
relevance of [Ru(II)]-based aPDT for treating CF lung infections is critically discussed.
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Figure 1. Chemical structure and relevant features of [Ru(II)] used in this study. The partitioning
index LogP is a measure of the difference in solubility of the compound in 1-butanol and in water.
I0/I is a measure of the singlet oxygen production efficiency, as determined using a Stern–Volmer
analysis. LogP and I0/I were calculated and reported in our previous study (in which the counter-ion
was hexafluorophosphate for both compounds) [23]. “Phen”: 1,10-phenanthroline.

2. Materials and Methods
2.1. Materials
2.1.1. Photosensitizers

Two [Ru(II)] were used as PS, i.e., [Ru(Phen)3]2+ (PF6
−)2 and [Ru(Phen)2(Phen-T-

Fluorenyl)]2+ (Cl−)2, hereafter abbreviated as [Ru(II)]1 and [Ru(II)]2, respectively (Figure 1).
[Ru(II)]1 was purchased from StremChemicals (CAS. 60804-75-3, StremChemicals, New-
buryport, MA, USA), whereas [Ru(II)]2 was synthetized as previously reported [23]. For
both compounds, powders and solutions were stored in the dark at room temperature
(RT). Unless otherwise stated, stock solutions were prepared in DMSO at 5 mM. In ev-
ery test, [Ru(II)] were tested for concentrations ≤ 64 µM, thus bringing DMSO to final
concentrations that did not exceed 1%, as recommended in CLSI guidelines.

2.1.2. Illumination Set-Up and Light Treatment Procedure

Illumination treatments were performed using a home-made illumination device
(Figure 2). This custom-built experimental system was designed to perform simultaneous
top and bottom illumination with two wide (310 × 310 mm) panels (each incorporating
225 14W pure blue LEDs; λ: 450–470 nm) facing each other at adjustable distances. LED
panels were placed on both sides of a plate that could be used to expose standard multi-well
plates in a central exposure area (CEA). The heating resulting from light emission was
measured using a temperature sensor placed in the middle of the CEA and monitoring tem-
perature variation during irradiation. A PM160 wireless handheld power meter (Thorlabs,
Bergkirchen, Germany) was used to measure light transmittance in various experimental
settings, as detailed in Results section.
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Figure 2. Illumination set-up. Schematic representation (a) showing the two LED panels ( 1© and 2©)
placed above and underneath an in-between plate ( 3©) used to hold materials placed in a central
exposure area ( 4©). The picture in (b) shows the illumination of a 96-well plate containing [Ru(II)]
samples. Fluorescence was clearly visible to the naked eyes. Light transmittances was measured
through various samples with increasing thicknesses, including ASM and its individual components
(c) as well as several bacterial inoculums prepared in saline (d). The dashed lines correspond to 50
and 70% transmittances, respectively. See Figure S1 for more technical details about this setup.

Unless otherwise stated, the illumination device was used for light treatment, as fol-
lows. A total of 20 min after the addition of [Ru(II)], the samples to irradiate were placed in
the CEA, and then top and bottom exposure to LED light was repeated twice for 5 min, with
5 min under ambient light in between each exposure. The whole procedure was car-
ried out at room temperature. A typical irradiation cycle thus lasted no more than
15 min in total (which was found to be sufficient to obtain PDT effects in many cases). The
effect of that treatment was assessed by comparing samples subjected to light with the
same samples kept in the dark. In this manuscript, the above-mentioned conditions are
denoted “ON” (light-treated condition) and “OFF” (non-irradiated control), respectively.

2.1.3. Bacterial Strains

A series of S. aureus or P. aeruginosa strains were used in this study: the laboratory
strain S. aureus RN4220 [39], the methicillin-resistant S. aureus (MRSA) N315 [40], the
P. aeruginosa (Schroeter) Migula (ATCC® 19660™, hereafter noted PA19660) and the CF-
originating P. aeruginosa PAH [41]. All bacterial routine handlings were conducted with
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Luria Bertani (LB) broth at 37 ◦C. Detailed information about each strain is available in the
Supplementary Materials (Table S2).

2.1.4. Cells

A new bioluminescent cell line was derived from the human CF bronchial epithelial
cell line CFBE41o- [42]. The protocol used to establish this genetically modified cell line
(hereafter noted CFBE-Luc) is detailed in the Supplementary Materials. They were grown in
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum,
1% antibiotic and 1% L-glutamine (complete culture medium hereafter noted EMEMc; all
components obtained from Lonza, Levallois-Perret, France). Incubations were performed
at 37 ◦C in a humidified atmosphere containing 5% CO2.

2.1.5. Specific Media

Artificial sputum medium (ASM) was prepared as previously reported [43]. Mannitol
Salt Agar (Thermo Fischer Scientific, Hampshire, UK) and Pseudomonas Isolation Agar
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) were used to specifically determine the number of
colony forming units (CFUs) of S. aureus and P. aeruginosa, respectively. Acetate buffers at
various pH were prepared as described in the Supplementary Materials (Table S3). Saline
solution (hereafter noted 1X NaCl) corresponded to 0.9% NaCl (Versol, London, UK).

2.2. Bacteria and Cell Culture Conditions
2.2.1. Bacteria Growing as Planktonic Cells

Overnight cultures of the bacteria were prepared by inoculating 5 mL of LB broth with
a single colony picked from an LB agar plate, followed by incubation at 37 ◦C for 12–16 h.
For experiments requiring bacteria in the exponential phase, 10 µL of overnight culture
were used to inoculate 10 mL of LB broth, with subsequent incubation for approximately
5 h at 37 ◦C. After centrifugation at 2000× g for 10 min at 4 ◦C, the supernatant was carefully
discarded to isolate bacterial pellets. The latter were suspended in required solutions at
the desired bacterial density, assuming that OD600 of 0.6 and 1.2 corresponded to 107–8

CFU/mL for P. aeruginosa and S. aureus, respectively [23].

2.2.2. Bacteria Growing as Sessile Cells in Biofilms

S. aureus and P. aeruginosa overnight cultures were prepared as mentioned in the
previous section. After the centrifugation and resuspension of bacterial pellets in LB, 10 mL
of diluted suspension was prepared (at 106 CFU/mL) and then used to inoculate a 96-well
round bottom microplate (Costar, Kennebunk, MI, USA). Incubation was then carried out
for 20 h at 37 ◦C under static humidified conditions.

2.2.3. Co-Cultures of Bacteria and Eukaryotic Cells

Co-culture experiments involving eukaryotic and prokaryotic cells were conducted
using CFBE-Luc and PA19660, respectively. Briefly, CFBE-Luc were first grown (without
bacteria) under either of the two following types of culture conditions. (i) For cultures in
submerged conditions, cells were seeded in 96-well plates (Sarstedt, Numbrecht, Germany)
at a density of 50,000 cells in 200 µL of EMEMc per well and were incubated for 24 h at
37 ◦C before subsequent use. (ii) For cultures at the air–liquid interface (ALI), cells were
seeded in 0.4 µm pore membrane inserts (Sarstedt, Numbrecht, Germany) at a density of
150,000 cells in 200 µL of EMEMc per insert and were incubated at 37 ◦C. After 1 week, the
culture medium in the apical chamber was removed, and the cells were maintained at ALI
for at least 3 weeks, with the culture medium in the basal chamber being renewed every
3–4 days. Trans-epithelial electrical resistance was measured using an EVOM2 epithelial
Volt/Ohm meter (World Precision Instruments, Hertfordshire, Germany).
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2.3. Characterizations of [Ru(II)] under Various Experimental Conditions

All below-mentioned fluorescence and absorption measurements were performed
using the multiplate reader Mithras2 LB 943 (Berthold Technology, Thoiry, France).

2.3.1. Fluorescence and UV Visible Spectra

For fluorescence measurements, 50 µM [Ru(II)] in 200 µL was introduced per well
of a black 96-well plate (Thermo Fischer Scientific, Roskilde, Denmark). Measurements
were performed with excitation at 460 ± 15 nm and emission readings at 590 ± 22 nm.
For UV-visible spectra, UV/vis transparent flat-bottom multi-well plates (Greiner Bio-One,
Frickenhaussen, Germany) were used with 50 µM [Ru(II)], in either 1X NaCl or water.
Absorption was measured from 230 to 630 nm (increment = 5 nm) at 25 ◦C.

2.3.2. PS interaction with Bacteria

Bacteria (108 CFU/mL) were mixed with 50 µM [Ru(II)] in water or saline. A first
measurement was performed to determine the total fluorescence. Then, a centrifugation at
2000× g for 10 min at 4 ◦C was performed to pellet bacterial cells. The supernatant and
pellet were carefully isolated, and a second fluorescence measurement was performed on
these two fractions. The fluorescence distribution in the latter informed about the strength
of the interaction between [Ru(II)] and the bacteria (assuming that the higher fluorescence
in the pellet, the stronger interaction of [Ru(II)] with bacteria).

2.3.3. PI Assay

Bacteria (108 CFU/mL) were mixed with 50 µM [Ru(II)] in saline. Following the
centrifugation of samples at 2000× g for 10 min at 4 ◦C, the bacterial pellets were isolated
and suspended in 1 mL of 100 µM propidium iodide (PI; Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA). As a positive control of permeabilization, bacteria previously treated with 70%
isopropanol were subjected to the same. These mixtures were incubated for 5 min at RT.
Following another centrifugation, the supernatant was discarded, and bacterial pellets
were suspended in 1X NaCl. Fluorescence was read with excitation at 488 ± 8 nm and
emission at 617 ± 15 nm.

2.3.4. Determination of Singlet Oxygen Production

The singlet oxygen sensor green (SOSG) fluorescent probe (Fisher Scientific, Eugene,
OR, USA) was used to quantify 1O2. Briefly, 50 µL of 50 µM [Ru(II)] was mixed with 50 µL
of Tris buffer at pH 7.0, supplemented or not with 107 CFU/mL of bacteria. Then, 10 µL
of SOSG was added to reach a final concentration of 10 µM. After incubation for 20 min
in the dark, light treatment was performed before reading fluorescence, with excitation at
504 ± 6 nm and emission at 525 ± 12 nm.

2.3.5. Determination of Intracellular ROS Production

The 2′,7′-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA; Merck, Darmstadt, Germany), a
cell permeant reagent fluorogenic dye, was used to quantify intracellular ROS production.
It is converted in DCFH carboxylate anion (DCFH), a non-fluorescent compound, by
cellular esterase. In the presence of ROS (e.g., hydroxyl anion or hydrogen peroxide), it is
oxidized in dichlorofluorescein (DCF), which is highly fluorescent. Briefly, 108 CFU/mL
of bacteria were exposed to 10 µM of DCFH-DA in 1X PBS for 30 min. Bacteria were then
collected by centrifugation at 2000× g for 10 min at 4 ◦C and were washed with 1X NaCl.
Another centrifugation was performed, and bacterial pellets were mixed with 200 µL of
25 µM [Ru(II)] in 1X NaCl. After irradiation, fluorescence was measured with excitation at
485 ± 12 nm and emission at 535 ± 12 nm.

2.3.6. Hypoxic Condition Assay

Sunflower oil (Merck, Darmstadt, Germany) was deposited at the surface of a given
medium to prevent any contact with ambient air. Janus Green B (JGB, Merck, Darmstadt,
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Germany) mixed in the medium (0.03 %, w/v) was used as a fluorescent hypoxic indicator, as
previously reported [44]. More details are given in the Supplementary Materials (Figure S7).

2.4. Assessment of Antibacterial PDT Effects
2.4.1. Assessment of PDT Effects on Planktonic Cells

The determination of the bacteria still alive following a given treatment was performed
using several methods. First, the spotting method provided a rough demonstration of the
specific effect of light and any possible dark toxicity. For doing so, 5 µL of each condition
(just before and then after light treatment) was dropped on a nutritive (non-selective) agar
plate using a multichannel pipette. Following the incubation of the plates overnight at 37 ◦C,
it was possible to distinguish between full, intermediate or no antibacterial effect compared
to control conditions. Second, semi-quantitative bacterial counting was performed to
roughly estimate the number of CFU/mL. For doing so, control and test conditions were
subjected to serial 10-fold dilutions (10 µL in 90 µL of 1X NaCl), and then 5 µL of each
dilution was spotted on an LB agar plate. After incubation at 37 ◦C for 24–48 h, counting
was performed to estimate the bacterial density in each sample. Third, growth kinetics
allowed for the estimation of reductions in bacterial density down to 105 CFU/mL, as
previously reported [23]. Briefly, 195 µL of LB liquid medium per well was inoculated
with either 5 µL of a given test condition or 5 µL of serial dilutions of a control inoculum
of the same bacteria. The plate was then introduced into the Mithras2 LB943 microplate
reader (Berthold). Incubation was carried out at 30 ◦C for at least 16 h, with stirring and
OD readings (at 600 nm) being repeated every 10 min. The number of viable bacteria was
inferred by comparing the kinetics of test conditions with those of the control inoculums
(containing from 105 to 100 CFU/mL) [23].

2.4.2. Assessment of PDT Antibiofilm Effects

PDT eradication assays were conducted following protocols reported earlier [45],
with some modifications. We distinguished two experimental set-ups, which we named
pre-delivery and post-delivery, depending on the timing of the addition of [Ru(II)] to
bacteria with respect to the biofilm formation. Briefly, for the pre-delivery eradication assay,
S. aureus RN4220 or P. aeruginosa PA19660 at a density of 106 CFU/mL was first mixed
with a given [Ru(II)] at 50 µM in 0.5X NaCl. After incubation for 20 h at 37 ◦C under static
conditions, the planktonic phase was carefully discarded, and the isolated biofilm was
subjected to light treatment. The latter was performed using a modified procedure, with
15 min instead of 5 min at each step (to allow for obtaining better PDT effects). For the post-
delivery eradication assay, the above-mentioned bacteria were grown (without [Ru(II)]) for
20 h at 37 ◦C under static conditions. Then, the planktonic phase was discarded, and the
biofilm was carefully washed twice with saline solution before being covered with 100 µL of
50 µM [Ru(II)] in 0.5X NaCl. After incubation for 20 min, light treatment was performed as
detailed above. For both eradication assays, antibacterial effects were assessed immediately
after light treatment using the procedures described above (see Section 2.4.1) and in the
Supplementary Materials. Ciprofloxacin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) at a dose of
16 µg/mL was used as a positive control.

2.4.3. Assessment of PDT Effects on Bacteria in Co-Culture Experiments

Following the cell culture in either of the two above-mentioned culture conditions
(see Section 2.2.3), 50 µL of bacteria (105 CFU/mL of PA19660) mixed with either of the
two [Ru(II)] compounds (at 50 µM in 0.5X NaCl) were deposited over CFBE-Luc cells. The
light treatment was performed 15 min later. Then, the mixture containing bacteria and
[Ru(II)] was removed, and the bacterial load was immediately determined by enumeration.
The culture medium of submerged cells or cells cultured at ALI was replaced with fresh
antibiotic-free medium. After 24 h incubation, the cells were lysed with the Passive Lysis
Buffer (Promega, Charbonnières-les-Bains, France). For every test, luciferase expression
and total protein content were determined using the Luciferase Assay System (Promega,
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Charbonnières-les-Bains, France) and the BC assay kit (Uptima, Interchim, Montluçon,
France), respectively. The data were expressed as relative light units (RLU) per milligram
of total proteins, as previously reported [41].

2.5. Statistical Analysis

For every assay, tests were performed in technical triplicates (n = 3), and at least
2 independent experiments were performed (N ≥ 2). The results presented correspond to
the mean and standard deviation (mean ± SD) for all the variables. Data were compared
by using Student’s t-test processed with Prism software version 6.00 (GraphPad, San Diego,
CA, USA). Statistically significant differences were denoted as follows: ***, p-value ≤ 0.001;
**, p-value ≤ 0.01; *, p-value ≤ 0.05. Non-significant differences were noted “ns”.

3. Results

In this study, two [Ru(II)] (Figure 1) were compared in a series of assays, in an attempt
to unveil the isolated influence of various factors showing relevance to the conditions
in CF lung airways (Table S1). We first performed photophysical characterizations to
assess both the illumination protocol and the [Ru(II)] selected. Then, various experimental
conditions were considered to underpin and weigh the parameters that could interfere
with [Ru(II)]-mediated aPDT.

3.1. Characterizations of the Illumination System and PS
3.1.1. Assessment of the Functioning of the Illumination System

All light treatments in this study were performed using a custom-built illumination
system made of light-emitting diodes (LED) specifically suited for the [Ru(II)] evaluated
(Figure 2A). LED panels were set equidistant (15 cm) from an in-between plate bearing a
central exposure area (CEA). This allowed us to obtain an effective homogenous illumina-
tion field over wide areas, with a maximum of ~ 4 mW/cm2 (or mJ/s/cm2) and less than
10% variation of the light power measured in different locations of the CEA (Figure S1). The
heating induced by the illumination was monitored, showing that the temperature increase
as a function of illumination time was moderate and negligible in every case (Figure S1).
Indeed, the light treatments performed in this study (consisting of 5 to no more than 15 min
of continuous irradiation) led to an estimated temperature increase lower than 2 ◦C. Even
after 1 h of continuous illumination, an elevation of no more than 4 ◦C above RT could be
measured. Importantly, results were the same whether the temperature probe was placed
in the CEA in the air or in a liquid (not shown). Thus, it can be stated that the short-lived
irradiations performed herein did not induce any noticeable temperature increase in the
samples, and light-induced heating did not play any significant role in the results obtained.

Furthermore, light transmittance was assessed through liquid samples of various
thicknesses, turbidities and compositions (Figure 2B). For practical reasons, the light emitted
from one panel (either the top or the bottom one) was measured after its diffusion through
liquid samples contained in a wider well than the diameter of the surface active captor
of the power meter (i.e., 1.55 cm and 0.95 cm, respectively). In particular, we studied
NaCl, KCl, casamino acids, egg yolk emulsion and mucin, as well as their combination
in ASM [43]. It was found that light transmittance was the most affected by ASM, mainly
due to its content in mucin and egg yolk emulsion, causing increased light scattering.
Then, the inoculum of bacterial samples was also shown to curb light diffusion, regardless
of the bacteria considered. Overall, light transmittance was lowered when the medium
was more turbid, complex or viscous. Other measurements demonstrated the benefit
of top and bottom illumination to better irradiate samples in their entirety (not shown).
All combined, these trials qualified our system for a controlled screening under multiple
experimental conditions.
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3.1.2. Photophysical Characterizations of [Ru(II)]

UV-visible absorption and fluorescence measurements were determined for both
[Ru(II)], either in water or in saline solutions of different ionic strengths, before then after
light treatment (Figures 3 and S2).
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Figure 3. Photophysical properties of [Ru(II)] in water or in saline solutions. Absorption in the
UV-visible spectrum (a,b) and fluorescence (c,d) were determined with [Ru(II)]1 (a,c) and [Ru(II)]2
(b,d). In every test, [Ru(II)] concentration was 50 µM in 200 µL. Fluorescence measurements were
performed before (OFF) then after (ON) light treatment. Mean ± SD with n = 3. The fluorescence
background is ~0.05 RFU in every case. “RFU”: relative fluorescence unit.

Considering UV-visible absorption, the two compounds exhibited clearly different
spectra, which did not vary in the same direction when increasing the salt concentra-
tion in the solution. (1) In water, [Ru(II)]1 showed (i) an intense band between 250 and
280 nm, due to an intra-ligand (IL) electronic transition, (ii) a band around 300–400 nm
likely attributed to an intra-ligand charge transfer (ILCT) involving the phenanthroline
unit and (iii) a broad band around 450 nm corresponding to metal-to-ligand charge transfer
(MLCT) characteristic of such polypyridyl ruthenium complexes. The large width of the
MLCT band is attributable to vibronic broadenings and/or the overlap of more bands
corresponding to different close-lying electronic transitions [46]. Compared with [Ru(II)]1,
[Ru(II)]2 exhibited a strongly different UV-visible spectrum, characterized with lower ab-
sorption at every wavelength, but exhibiting clearly visible bands. (2) In saline solutions,
[Ru(II)]1 spectra were almost indistinguishable, even for high salt concentrations (up to
10X NaCl). In contrast, [Ru(II)]2 showed more sensitivity to saline, which could be detected
right from the lowest concentration tested (i.e., 0.1X NaCl). For 10X NaCl, the spectrum
was smoothed with less visible bands. Overall, spectra for both compounds as measured in
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water or saline (up to 0.9% i.e., 1X NaCl) were very similar to those reported earlier in 1X
PBS [23]. Noticeably, they were unchanged following light treatment (Figure S2).

Considering fluorescence, [Ru(II)]1 was found to be more fluorescent than [Ru(II)]2,
irrespective of the condition considered. Furthermore, whereas [Ru(II)]1 fluorescence
intensity was almost the same in every condition, it was reduced by about half for [Ru(II)]2
in saline conditions. Light treatment also provided distinct results depending on the
compounds, with [Ru(II)]1 fluorescence remaining the same whereas it was significantly
reduced for [Ru(II)]2. These results may be ascribed, at least in part, to the difference in
solubility of these two complexes, as denoted by their respective LogP value (Figure 1),
resulting in obvious (clearly visible) turbidity, light scattering and lesser light diffusion
occurring for [Ru(II)]2 in saline solutions. The lowered fluorescence signal specifically
noted for [Ru(II)]2 after light treatment, in water or saline, is also remarkable, but not
explained at present. Importantly, all measurements were performed over a period that
did not permit any noticeable precipitation.

All combined, these results further point out that the molecular engineering of such
complexes can have strong impacts on their physico-chemical and photophysical properties.
This is especially verified under saline conditions approaching those in CF lungs (Table S1).

3.1.3. Singlet Oxygen and ROS Productions

The abilities of [Ru(II)] to produce 1O2 and ROS were investigated in various exper-
imental conditions. For 1O2 production, we used the cell impermeant derivative SOSG
probe, which is highly selective for 1O2 and does not show any appreciable response to
•OH or •O2

−, as claimed by the manufacturer. The SOSG functioning primarily relies on
O2 availability and can be used in the absence or presence of cells. Upon light treatment,
in the absence of bacteria, the production of 1O2 was detectable with [Ru(II)]1 and to a
lesser extent with [Ru(II)]2 (Figure 4). In the presence of bacteria, this production was also
detected, and it was found to be enhanced for [Ru(II)]2 with S. aureus (Figure S3). Regarding
ROS production, we used the DCFH-DA probe that is cell-permeable and requires the
use of live cells. Upon entering a bacterial cell, DCFH-DA is hydrolyzed by esterases
to the non-fluorescent 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein, which can be then oxidized by a
variety of ROS to the strongly fluorescent dichlorofluorescein. Despite some background
and signal variations, it was noticeable that both compounds were able to induce ROS
production, as demonstrated by the fluorescence increase measured after light treatment.
[Ru(II)]1 appeared to be more efficient than [Ru(II)]2 for both 1O2 and ROS productions,
which could be stronger in the presence of S. aureus than P. aeruginosa. These findings
were actually in accordance with findings we reported earlier using other experimental
determination methods (Figure 1) [23].

3.1.4. Bacteria/Ru(II) Interaction and PI Assay

The capacity of [Ru(II)] to interact with bacteria in solution was evaluated by consid-
ering the ability of the former to absorb at the surface of—and co-precipitate with—the
latter, as reported earlier [23]. Fluorescence measurements were performed to track [Ru(II)]
after a centrifugation step. In the absence of bacteria, the fluorescence in the solution
did not vary, and no pellet was formed, meaning that [Ru(II)] did not precipitate in any
condition considered. On the other hand, in the presence of bacteria, the centrifugation
led to pellet the latter, and the fluorescence in the solution could decrease, reflecting an
interaction between bacteria and [Ru(II)]. As shown in Figure 5, very different results
were obtained with the two [Ru(II)] assayed, depending on the strains, the ionic strength
and, in some cases, the light applied. For [Ru(II)]2, it was noteworthy that it fully pre-
cipitated with bacteria in almost every condition considered, showing its propensity to
interact with S. aureus and (to a slightly lesser extent) with P. aeruginosa. When consid-
ering [Ru(II)]1, the salinity prevented its capacity to interact with any bacteria, whereas
in water, some interaction could be measured, with various intensities depending on the
bacteria considered. Noticeably, light treatment (performed before the centrifugation step)

144



Pharmaceutics 2022, 14, 1664 11 of 25

was found to significantly increase the interaction capacity of [Ru(II)]1 when mixed in
water with either of the two S. aureus strains evaluated (but not with P. aeruginosa strains;
Figures 5 and S4).
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Figure 4. Production of singlet oxygen and intracellular ROS upon light treatment of [Ru(II)]. Results
were obtained using SOSG (a) and DCFH-DA (b), respectively; S. aureus and P. aeruginosa were
RN4220 and PA19660, respectively. [Ru(II)] = 25 µM in Tris-HCl for SOSG and 1X NaCl for DCFH-DA.
Mean ± SD with n = 3 (representative results of N = 2). ***, p-value ≤ 0.001; **, p-value ≤ 0.01;
*, p-value ≤ 0.05. See Figure S3 for more data.
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Figure 5. Interaction assay between [Ru(II)] and bacteria when mixed either in water or in
1X NaCl. Results were obtained using [Ru(II)]1 (a,b) or [Ru(II)]2 (c,d) with S. aureus RN4220
(a,c) and P. aeruginosa PA19660 (b,d). See Figure S4 for results obtained with other bacterial strains.
[Ru(II)] = 25 µM. Mean ± SD with n = 3 and N ≥ 2. **, p-value ≤ 0.01.

145



Pharmaceutics 2022, 14, 1664 12 of 25

We also investigated several possible effects of [Ru(II)] on the integrity of bacterial
cells. First, the surface charge of bacteria did not change following the mixture with a
given [Ru(II)] in water, neither before nor after light treatment (Figure S5). Indeed, in
every case, S. aureus and P. aeruginosa exhibited zeta potentials of around −15 mV and
−20 mV, respectively. Second, the ability of [Ru(II)] to permeabilize bacterial cells was
evaluated by conducting a PI assay. Live cells are normally non-permeable to PI, which can
thus be used as a dye to detect dead cells in a population. This highlighted again that the
two [Ru(II)] yielded different results in the experimental conditions considered. Indeed,
no obvious permeabilization could be found with [Ru(II)]1 when mixed with S. aureus or
P. aeruginosa. On the other hand, whereas no effect was found towards P. aeruginosa, [Ru(II)]2
could permeabilize S. aureus cells, which was clearly observed when light treatment was
applied (Figure S5).

3.2. Impact on aPDT of Different Parameters during Light Treatment

The possible impact on the photodynamic inactivation of various parameters relevant
with respect to CF lung condition was evaluated in dedicated experiments. In every case,
bacteria were mixed with either [Ru(II)] and subjected to light treatment in the specific
conditions detailed below. Immediately after, the remaining viable cells were determined
by growing these under standard, non-selective conditions, as detailed in the Material
and Methods section. This allowed us to study the potential impact of each parameter
specifically during the duration of light treatment.

3.2.1. Impact of Salinity

The effect of salinity on the antibacterial effects mediated by either of the two [Ru(II)]
was evaluated with two S. aureus and two P. aeruginosa strains. The results obtained
showed that, in many cases, better aPDT effects (but also stronger light-independent
toxicity) are obtained in water compared to saline solution (Table 1). With respect to the
antibiotic-resistant profile of bacteria (Table S2), no correlation could be clearly shown with
susceptibility to a given [Ru(II)], in accordance with previous studies [3,23]. These results
further point out the critical importance of salinity on [Ru(II)]-mediated PDT, irrespective
of the compound used.

Table 1. MIC 1 of [Ru(II)] following light treatment performed either in water or in 1X NaCl.

[Ru(II)]1 [Ru(II)]2
OFF ON OFF ON

S. aureus
RN4220

NaCl >64 2 >64 64 32
Water >64 32 64 8

N315
NaCl >64 >64 64 64
Water >64 64 64 32

P. aeruginosa
PA19660

NaCl >64 64 >64 32
Water 8 8 8 8

PAH
NaCl >64 >64 8 8
Water >64 64 Nd Nd

1 The concentrations evaluated were: 2, 8, 32 and 64 µM; 2 in µM. Representative data obtained with n = 3 and
N = 2. “Nd”: not determined.

Considering these results, subsequent experiments were conducted with adjusted
saline and [Ru(II)] concentrations (as specified below), to allow for the highlighting of the
impact of other parameters on aPDT.

3.2.2. Impact of Acidic pH

Bacteria were mixed with either [Ru(II)] in buffers at different pH (7.0, 6.5 or 6.0)
encompassing the values commonly measured in the CF ASL (Table S1). After light
treatment, bacterial density was determined to distinguish the possible effects of light and
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pH towards P. aeruginosa and S. aureus. First, it was checked that, for a given strain, the
growth ability was not affected following transient incubation in the various conditions
assayed (Figure S6). As shown in Figure 6, the pH could impact the antibacterial effects,
depending on both the bacteria evaluated and the [Ru(II)] used. For [Ru(II)]1, significantly
higher reductions in the density of bacteria (either S. aureus or P. aeruginosa) were measured
at a neutral pH than at an acidic pH. For [Ru(II)]2, the PDT effects towards S. aureus
were almost the same at the various pH investigated. Noticeably, better effects against
P. aeruginosa could be obtained for the lowest pH, thus showing an opposite trend as
compared with [Ru(II)]1.
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Figure 6. PDT effects of [Ru(II)] at various pH. Results were obtained using [Ru(II)]1 (a,b) or [Ru(II)]2
(c,d) with S. aureus RN4220 (a,c) and P. aeruginosa PA19660 (b,d). [Ru(II)] concentration was adapted
to each strain evaluated: [Ru(II)]1 was 40 and 10 µM, whereas [Ru(II)]2 was 0.1 and 1 µM in acetate
buffers, when assaying S. aureus and P. aeruginosa, respectively. Mean ± SD with n = 3 and N = 2.
***, p-value ≤ 0.001; “ns”: non-significant.

These results thus underscore that the pH of the environment can indeed impact, in
multiple ways, the PDT activity of the two [Ru(II)] considered herein.

3.2.3. Impact of Reduced Oxygenation

Since CF patients suffer from impaired ventilation, and since oxygen is a pivotal
parameter in PDT, the impact of reduced oxygenation was also important to study. First, we
checked the possibility to achieve reduced oxygenation in solution by using oil deposition
at the surface of the latter, with Janus Green B (JGB) being used as an oxygen indicator, as
previously reported [44] (see Supplementary Materials Figure S7).

Then, the ability of both [Ru(II)] to achieve aPDT was compared in hypoxic versus
normally oxygenated conditions (with or without oil deposition, respectively, with JGB
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being no longer used). As shown in Figure 7, it was remarkable that, in both condi-
tions evaluated, [Ru(II)]1 and [Ru(II)]2 exhibited almost similar aPDT efficiencies towards
S. aureus and P. aeruginosa. Although further investigations should be conducted, these re-
sults suggest that [Ru(II)] may exhibit PDT effects through an oxygen independent pathway,
as suggested earlier for other PS by Hamblin and colleagues [47].
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Figure 7. PDT effects of [Ru(II)] in normal or hypoxic media. Results were obtained with S. aureus
RN4220 (a) and P. aeruginosa PA19660 (b). [Ru(II)]1 was 50 and 25 µM, whereas [Ru(II)]2 was 0.1
and 1.25 µM in 0.5X NaCl, when assaying S. aureus and P. aeruginosa, respectively. Mean ± SD with
n = 3 (representative data of N = 4). ***, p-value ≤ 0.001; **, p-value ≤ 0.01; *, p-value ≤ 0.05.
“Ud”: undetectable bacteria.

3.2.4. Impact of Artificial Sputum Medium (ASM)

The ability of [Ru(II)] to exert aPDT effects on bacteria in ASM was also evaluated. As
shown in (Figure S8), upon light treatment, no effects could be found with any [Ru(II)].
Taking into account the lesser ability of light to diffuse in ASM (Figure 2B), we adapted the
procedure used for light treatment, using 15 min instead of 5 min at each step. Following
such prolonged light treatment, some aPDT effects could be obtained (Figure 8). Indeed, in
the experimental condition used, both [Ru(II)] slightly but significantly reduced the bacterial
load of P. aeruginosa. On the other hand, only [Ru(II)]2 was able to do the same against
S. aureus. Compared with the evaluations performed in other simpler media, ASM strongly
impacted the ability of [Ru(II)] to exert aPDT. These results suggest that less efficient light
penetration, but also some interaction of [Ru(II)] with some ASM component(s), could
interfere with the ability of these PS to exert aPDT, reducing or abolishing the latter towards
P. aeruginosa and S. aureus, respectively.

3.3. PDT towards Bacteria Grown in Different Conditions
3.3.1. PDT towards Polymicrobial Cultures

The ability of [Ru(II)] to inhibit planktonic bacteria was evaluated, using standardized
inoculums of S. aureus and P. aeruginosa strains. The latter were either used alone or were
mixed at the same density, and then light treatment was performed either directly or after
4 h of co-cultivation. As shown in Figure S9, bacteria grew with the same efficiency in
every condition considered, including in the presence of [Ru(II)], provided that light was
not applied. However, when light treatment was performed, both [Ru(II)] were efficient
to fully photo-inactivate S. aureus, irrespective of the culture condition, i.e., in mono
and polymicrobial conditions. On the other hand, no aPDT effect was obtained towards
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P. aeruginosa in the experimental condition considered. However, the full eradication of
both bacteria could be obtained when increasing [Ru(II)] concentrations (not shown).
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standard light treatment. [Ru(II)] concentration = 25 µM in 1X ASM. Mean ± SD with n = 3 and
N = 2. **, p-value ≤ 0.01; “ns”: non-significant.

3.3.2. PDT towards Bacterial Biofilms

Antibiofilm PDT assays were performed considering the ability of [Ru(II)] to eradicate
biofilms of either S. aureus or P. aeruginosa. For this purpose, the protocols originally
described by Haney and colleagues [45] for assaying antibiotics or peptides were adapted
for the evaluation of PS. In particular, a light treatment step was included, which here
consisted of illuminating biofilm two times for 15 min, with an incubation time of 15 min
under ambient light between each irradiation (“modified light treatment procedure”).

A first assay was conducted to determine the potency of [Ru(II)] incorporated into
biofilm, thus bypassing the presumably limiting diffusion step in the latter. For doing so,
planktonic bacteria were first mixed with a given [Ru(II)] (but without doing any light
treatment at this stage). After incubation for 20 h under static conditions, planktonic
bacteria in the supernatant were carefully discarded, and then light treatment was applied.
Following this, cell viability and biomass were determined by bacterial enumeration
and crystal violet staining, respectively (Figure 9). For S. aureus biofilm, both [Ru(II)]
demonstrated some toxicity in the absence of specific light treatment, with significant
(p < 0.001) reductions in the bacterial load by six and two logs compared to biofilm control,
respectively. The light treatment allowed enhancing this effect by one more log reduction.
For P. aeruginosa biofilm, no dark toxicity was observed, with the same bacterial load being
determined with or without any [Ru(II)] in the absence of light. Upon light treatment, the
bacterial loads were reduced by nine and one log with [Ru(II)]1 and [Ru(II)]2, respectively
(Figure 9). No difference with respect to biomass could be observed, regardless of the
conditions evaluated (Figure S10).

In light of these encouraging results, complementary experiments were performed
following a more conventional biofilm eradication assay [45,48]. Here, biofilm was settled
using bacteria in the absence of any [Ru(II)]. Following incubation for 20 h under static
conditions, the supernatant containing planktonic cells was discarded, and the biofilm was
carefully washed before being exposed to either of the two [Ru(II)]. After light treatment
was applied, antibiofilm effects were evaluated in different ways. First, the cell viability
and metabolic state were determined with a resazurin assay (Figure S11). Upon light
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treatment, no significant difference could be noticed in “control” conditions (i.e., with
biofilms without any [Ru(II)]), whereas a significant reduction in dye absorbance was
found in “test” conditions (i.e., with biofilms treated with [Ru(II)]1), which was dose-
dependent (i.e., stronger for 50 µM than 30 µM of compound) with both S. aureus and
P. aeruginosa. Bacterial enumeration and CV staining were also carried out to further
characterize biofilm eradication effects. Some reduction in the bacterial load in biofilm
could be found, but with many variations (in difficult-to-reproduce experiments), and no
modification of the total biomass could be underscored. Noticeably, the results suggest
that the antibiofilm potency of [Ru(II)]1 following post-delivery may be superior to that of
[Ru(II)]2, a finding in line with the results obtained in the “pre-delivery antibiofilm assay”.
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Figure 9. PDT effect of [Ru(II)] towards bacteria in biofilms (“pre-delivery antibiofilm assay”). The
workflow of the experimentation is presented (a) with the results obtained when assaying S. aureus
RN4220 (b) and P. aeruginosa PA19660 (c). Mean ± SD with n = 3 and N = 3. ***, p-value ≤ 0.001;
**, p-value ≤ 0.01. “Cip”: ciprofloxacin.

3.3.3. PDT towards Bacteria in the Presence of Eukaryotic Cells

Last, we investigated the ability of [Ru(II)] to display aPDT while not affecting a culture
layer of eukaryotic cells. For this purpose, genetically modified human bronchial epithelial
cells (CFBE-Luc) were used, and constitutive bioluminescence was used to monitor viability.
These cells were cultivated either under submerged conditions or in porous inserts to better
model the human airway at the air–liquid interface. In the latter condition, trans-epithelial
electrical resistance measurements were used to assess the formation of tight junctions in
the obtained epithelial monolayer (not shown). P. aeruginosa was mixed with either of the
two [Ru(II)] before addition to the cells. After light treatment was applied, the bacterial
mixture was replaced with a fresh medium (without antibiotics) for submerged cells, or it
was discarded for cells cultured in inserts.

After incubation for 24 h, irrespective of the light treatment applied, bacteria without
[Ru(II)] efficiently grew in both cell culture conditions, which resulted in a strongly reduced
bioluminescence indicative of cell injuries/death due to the growing bacteria (Figure 10).
When assaying [Ru(II)], quite similar results were obtained with submerged cells and
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cells cultured at the air–liquid interface. With [Ru(II)]1, no dark toxicity towards bacteria
was noticed, whereas the bacterial load was significantly reduced upon light irradiation.
However, this effect was only partial, and bacteria were still able to grow to some extent. As
a result, the cells were affected, particularly those cultured at the air–liquid interface,
whereas those under submerged conditions still retained some metabolic activity (as
reflected in quite-high-bioluminescence signals). When using [Ru(II)]2, it was noticeable
that, although some dark toxicity towards bacteria occurred, light treatment allowed us
to obtain a full eradication of bacteria. At the same time, cell viability was preserved,
as demonstrated with bioluminescence levels similar to that of control non-infected cells
(Figure 10). From these results, no obvious adverse effects towards CFBE-Luc attributable
to [Ru(II)] were found.
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Figure 10. PDT effects of [Ru(II)] in the presence of eukaryotic cells cultured in different conditions.
Results were obtained when assaying bacteria (B) with CFBE-Luc cells, with the latter being cul-
tivated either at the air–liquid interface (a,c) or under submerged conditions (b,d). Luminescence
measurements ((a,b); expressed in the unit of RLU/mg of total protein) and CFU enumeration
(c,d) were used to assess cell viability and antibacterial effects, respectively. Mean ± SD with n = 3
and N = 2. ***, p-value ≤ 0.001; “ns”: non-significant. “Ud”: undetectable.

4. Discussion

[Ru(II)] may be used in many biomedical applications, notably to fight against pathogenic
micro-organisms [20]. However, to date, these compounds have been considered and tested
in experimental conditions usually far from clinical settings. Furthermore, their mechanism
of action, which is required for obtaining approval for a given biomedical application, is
not fully unveiled yet or has been investigated only under some specific conditions. In vivo
studies—or studies performed under in vivo approaching conditions—using [Ru(II)] are
still lacking, particularly for antimicrobial purposes [11,49]. In the present study, we
questioned whether [Ru(II)]-based aPDT could be used to fight against lung pathogens
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responsible for infections in CF patients, especially those in the advanced stages of the
disease, for which the chronic use of multiple antibiotics and the resulting selection of MDR
lung pathogens severely limits the options of antibiotic coverage [35].

CF lung disease could be eligible for treatment with aPDT for several reasons, includ-
ing the following. (i) Lung airways can be targeted with a local administration method,
especially via aerosol that allows one to obtain a high load of in situ active drugs with low
systemic side-effects [50–52]. (ii) Because PDT reactions only occur in areas where the PS
accumulates and light is applied, lung pathogens settling at the epithelium surface can be
the first biological targets of PDT-induced oxidative stresses. (iii) Lungs are located inside
the chest and are thus non-exposed to ambient light, which avoids or limits photosensi-
tivity for the host. (iv) The residence time of inhaled drugs within the lungs determines
the duration of antibacterial activity at the site of infection, which may be prolonged for
metal cations due to slower pulmonary absorption compared with some antibiotics [51,53].
(v) CF airways are characterized with hypoxia, especially inside the mucus and biofilms
where pathogens develop. Although O2 has been claimed to be a pivotal element in PDT
reactions, some evidence have been obtained recently for oxygen-independent photoinacti-
vation of bacteria with some PS [47].

Besides these eligibility criteria, CF is characterized by many pathophysiological dis-
orders, making lung infections particularly hard to treat. Loss-of-function mutations in
the CFTR impair the efflux of anions such as chloride and bicarbonate across the apical
membrane of the respiratory epithelial cells. This has many consequences, considering
the multiple roles of bicarbonate secretion in the airways: HCO3

− notably drives ionic
content and fluid on epithelial surfaces, regulates the local pH, allows mucins to unfold and
become slippery and contributes to innate immunity. Slippery mucins are needed to trap
microorganisms and transport them away from epithelial surfaces, whereas a neutral pH is
needed for optimal bacterial killing by antimicrobial proteins such as defensins [54]. When
CFTR is dysfunctional, the lack of bicarbonate secretion disrupts these normal processes.
Electrolytic and osmolality imbalance results in the accumulation of highly viscous secre-
tion, leading to recurrent infections and chronic colonization by opportunistic pathogens.
Particularly, P. aeruginosa in the lungs of CF patients can grow to high densities in the
stagnant mucopurulent secretions that are depleted in oxygen [55]. All these disturbances
can impact the efficiency of antimicrobials [30]. Before this study, it was unclear whether
[Ru(II)] could exert some aPDT under CF lung micro-environments.

In a previous study, 17 mononuclear, homo- or heteroleptic, ruthenium(II) polypyridyl
complexes were evaluated regarding their ability to photo-inactivate bacterial clinical
isolates [23]. This screening was carried out under standard in vitro conditions, using
planktonic bacteria in phosphate-buffered saline (PBS) at a pH of 7.4. This allowed us to
highlight the potent aPDT effects of some [Ru(II)] on CF-associated P. aeruginosa isolates.
Among the compounds investigated, the highly hydrophilic [Ru(Phen)3]2+ (PF6

−)2 showed
the highest 1O2 quantum yield, but, likely due to a defect to stand in the near environment
of bacteria, it was almost ineffective in the experimental condition considered. Contrast-
ingly, the much less efficient 1O2 producer [Ru(Phen)2(Phen-T-Fluorenyl)]2+ (PF6

−)2 was
highlighted as the most effective in that study. We speculated that this compound reached a
compromise with respect to lipophilicity, which was found to negatively impact 1O2 genera-
tion but was required to efficiently interact with bacteria. Although these [Ru(II)] exhibited
a common core, the engraftment of a (Phen-T-Fluorenyl) ligand was thus shown to strongly
impact the photophysical and physicochemical properties determining photodynamic
antibacterial effects.

To expand this work further, we here focused on the two above-mentioned [Ru(II)],
herein noted as [Ru(II)]1 and [Ru(II)]2, respectively (Figure 1), to learn more details about
bacterial photo-inactivation under a wider variety of experimental conditions than consid-
ered before [23] and better approaching CF lung disorders (Table S1). We first conceived
and qualified a custom-built robust experimental system allowing us to perform multiple
tests under various well-controlled experimental conditions (Figure 2). The protocol used
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proved to be reproducible and efficient as a result of both the number of tests performed in
parallel and the requirement of only a few (repeated twice) and short-lived (5 to 15 min each)
successive irradiations. Considering the lower hydrophilicity of [Ru(II)]2, it was formulated
with chlorides instead of hexafluorophosphates to increase water solubility. A stepwise
complexified approach was followed to investigate the antibacterial photodynamic effect
of [Ru(II)] when varying parameters related to environmental conditions.

(1) The photophysical characterizations of [Ru(II)] showed very different behaviors for
the two [Ru(II)], likely primarily associated with their different water-solubilities. In par-
ticular, [Ru(II)]1 absorption in the UV-visible spectrum was almost the same in water and
in saline, whereas [Ru(II]2 absorption was disturbed in NaCl in a saline-dose-dependent
manner. However, for NaCl concentrations in the range of that typically found in CF
airways [56], the UV-vis spectrum of each compound was similar to that in water (Figure 3).
Different abilities for 1O2 and intracellular ROS generations were measured (Figure 4),
further detailing the results previously obtained [23]. The assays conducted to study
the interaction of [Ru(II)] with bacteria possibly leading to some membrane permeabi-
lization allowed us to obtain insight into the potential mechanism(s) of action involved
(Figures 5, S3 and S4). Collectively, these assays underpinned the main role of osmotic
strength and the composition of the surrounding medium determining, in different ways,
the ability of [Ru(II)] to display photodynamic properties.

(2) The impact of different parameters on aPDT during illumination was then assessed,
including salinity (Table 1), pH (Figure 6) and oxygen availability (Figure 7). In many cases,
contrastive results were obtained with the two [Ru(II)] evaluated. PDT towards bacteria in
ASM could also be measured, provided that the light treatment was adapted, underscoring
the impact of complex medium compositions and the need for sufficient light diffusion to
activate [Ru(II)] (Figure 8). These results are consistent with findings reported earlier with
other PS [57].

(3) Bacteria grown in different conditions were finally evaluated to better take into
account CF lung infectious conditions. The latter is a complex lifelong evolving polymicro-
bial disease, typically characterized with “a switching” between S. aureus (early colonizer)
and P. aeruginosa (predominant in adulthood), which constitutes a turning point in the
disease [58]. Particularly, P. aeruginosa adopts a biofilm lifestyle that allows this pathogen
to elude antimicrobials while reaching high titers. (i) Here, we demonstrated the possibility
to use [Ru(II)] in photoinactivation of a given bacteria, whether it was cultivated alone or
mixed with another species (Figure S9). (ii) Biofilm eradication assays were also carried out,
according to two experimental set-ups, which we named pre-delivery and post-delivery
methods, depending on the timing of the addition of [Ru(II)] to bacteria with respect to
the biofilm formation. In independent experiments, some obvious effects were obtained
showing antibiofilm effects of [Ru(II)] either entrapped in or even deposited at the surfaces
of biofilms. Remarkably, upon light irradiation, “pre-delivered” [Ru(II)]1 strongly reduced
the bacterial load in P. aeruginosa biofilm, as efficiently as an antibiotic used as a positive
control (Figure 9). Following the post-delivery method, some PDT effect on the metabolism
of bacteria in biofilms was demonstrated (Figure S11), which could be associated with some
variable reductions in the bacterial load in biofilms (not shown); however, in every case,
no modification of the total biomass could be found (not shown). The ability of [Ru(II)] to
exert some aPDT effect even from the surfaces of biofilms suggests that the diffusion of
ROS was not prevented by the biofilm thickness. These results are actually in accordance
with observations reported before with other PS [59]. However, it is obvious that weaker
effects were obtained when assaying compounds following the post-delivery method; this
clearly points out the limited ability of [Ru(II)] to diffuse and get close to the target bacteria
in biofilms, due at least in part to the biofilm composition and the high amount of slim
especially produced by PA19660. If this limitation is circumvented (such as experimentally
performed in this study; Figure 9), [Ru(II)] can exert potent PDT effects against biofilm-
growing bacteria, despite the presence of extracellular polymeric substances, and towards
bacteria at different growth stages. It is noteworthy here that complementary assays indeed
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showed the potential of [Ru(II)] to act on bacteria growing in either stationary or exponen-
tial phases (not shown). Besides this, the demonstration of aPDT from biofilm-embedded
[Ru(II)] is consistent with the demonstration of the ability of [Ru(II)] to retain some activity
in less oxygenated conditions (Figure 7). In light of the above, we can speculate that [Ru(II)]
may display PDT effects through different photochemical pathways, including an oxygen-
independent mechanism [47]. This warrants further investigations to determine whether
[Ru(II)] can actually retain their activity under the almost-anaerobic conditions that can
be found in CF airways [60]. (iii) Last, we highlighted the potential of [Ru(II)] towards
bacteria grown in the presence of eukaryotic cells. Oxidative stress targeting bacteria could
be obtained while preserving underlying cell cultures either in submerged conditions or at
the air–liquid interface (Figure 10).

All combined, the results obtained gauge the potential of [Ru(II)] under specific
conditions approaching CF lung infections. This study further confirmed the potential
of [Ru(II)]2, as shown in our previous study that used less optimized illumination sys-
tems [23]. Furthermore, salinity is clearly identified as a main limitation for [Ru(II)]-based
PDT. However, we herein demonstrate that modulating the experimental conditions can
drastically modify the ability of a given [Ru(II)] to exert aPDT; an ineffective compound
could indeed become effective under adapted experimental conditions allowing to over-
come its limitations. However, it is noteworthy that, depending on the various conditions
evaluated, one or the other [Ru(II)] performed more efficiently.

Following the present study, several optimizations can be proposed addressing the
chemical structure and/or the formulation of the bare compounds evaluated herein. It
is indeed obvious that the [Ru(II)] considered may be optimized or replaced by other
candidates, and from this point of view, there is ample room for improvement. The results
obtained with [Ru(II)] suggest that they may be highly efficient, provided their respective
drawbacks are bypassed, which may be done following different strategies. For instance,
PEGylated derivatives of [Ru(II)] may be less prone to aggregation and precipitation while
showing improved mucus penetration and antimicrobial activity against bacterial biofilms,
as recently reported, for instance, for tobramycin [61]. Derivatives triggered with two–
photon absorption in near–infrared (NIR) or IR could allow for a better penetration of
the excited beam [24,25,62], which may be crucial for targeting infections in deep organs,
such as the lungs. The encapsulation of ruthenium complexes has also been reported as a
means to overcome the limitations of PS in biological fluids [63,64]. By providing additional
specificity for the bacteria to eliminate, these strategies may allow for avoiding/reducing
adverse events in CF patients in which a sub-optimal antioxidant protection was reported
as a cause of pre-existing oxidative stress [65].

The study design used herein allowed highlighting the impact of multiple parameters
typical of CF lung pathophysiology, especially increased osmotic strength, acidic pH, lower
oxygen availability, mucus secretion and biofilm formation. Other parameters should
be considered, such as lung surfactant, as evaluated with other PS [66]. Some technical
optimizations are anticipated in follow-up studies for better assessing the actual feasibility
to perform efficient aPDT in CF lung airways. The optimization of light treatment is
crucial, as suggested with prolonged illuminations that herein allowed us to achieve
better results when assaying complex samples such as ASM and biofilms. In line with a
complexification by the incremental implementation of multiple barriers, it can also be
informative to perform assays using ALI cultures of primary human bronchial epithelial
cells, producing mucus that could be colonized with biofilm-forming lung pathogens,
thus better recapitulating CF lung disease [67]. This integrated approach should be used
before eventual evaluations conducted in vivo in animals, in accordance with the 3R rule
in animal experimentation. Although investigations using CF animal models can provide
additional clues, it is noteworthy that currently available in vivo models are still not fully
satisfying, since they fail to recapitulate the disease, as observed in CF humans. Notably,
the lung pathology is milder in mouse models compared to humans, and CF mice do not

154



Pharmaceutics 2022, 14, 1664 21 of 25

spontaneously develop airway infections [68]. Thus, studies performed under in vitro
experimental conditions remain crucial.

5. Conclusions

This study aimed to provide proof of principle for a potential therapeutic use of
[Ru(II)]-based aPDT in CF lung airways. Beyond the obvious importance of the molecular
engineering of [Ru(II)], this work corroborates that multiple conditions must be met to
reach optimal activities. We indeed point out that microbial photo-inactivation can be
impacted by environmental features characteristic of the pathophysiological context of CF
lung airways. Accordingly, this study may be used to define requirement specifications
and guidelines for aPDT in this specific biological context and to design dedicated [Ru(II)]
derivatives. In addition, the use of an appropriate administration route and method to
ensure safe and efficient in situ light activation is required. Intensive works are currently
ongoing on these topics in our laboratories. In conclusion, metal complexes such as [Ru(II)]
constitute credible candidates for combating lung infections as a result of their unique
photodynamic properties and also other modes of action, including redox activation, ligand
exchange and the depletion of substrates involved in cellular processes [14,15,69]. Further
research will allow for the gaining of breadth and depth in the utility and feasibility of
[Ru(II)] for application in CF lung airways.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/pharmaceutics14081664/s1, Table S1: Patho-physiological disorders
typically found in lung airways of CF patients that could interfere with aPDT; Table S2: Bacteria used
and their characteristics; Table S3: Volumes of acetic acid and sodium acetate stock solutions to mix
for obtaining buffers at desired pH; Figure S1: Further characterizations of the illumination set-up;
Figure S2: Impact of light treatment on UV-visible spectra of [Ru(II)] in water or in saline solutions;
Figure S3: Production of singlet oxygen upon light treatment of [Ru(II)] in different conditions;
Figure S4: Interaction assay between [Ru(II)] and bacteria when mixed either in water or in 1X NaCl;
Figure S5: [Ru(II)] effects on cell surface integrity of bacteria; Figure S6: Growth kinetics of bacteria
following transient incubation in acetate buffers at various pH; Figure S7: Assessment of hypoxic
conditions with oil deposition at the surface of the medium; Figure S8: PDT effects of [Ru(II)] in
ASM; Figure S9: PDT effects of [Ru(II)] on S. aureus when cultured alone (A) or in mixtures (M) with
P. aeruginosa; Figure S10: Biomass quantification via crystal violet (CV) staining; Figure S11: PDT
effects of [Ru(II)] towards bacteria in biofilms (“post-delivery antibiofilm assay”).

Author Contributions: Conceptualization: T.L.G., R.Y., A.N., M.M., F.T., T.H., R.G., U.J., H.S., G.L.
and T.M.; data curation: T.L.G., R.Y. and A.N.; formal analysis: T.L.G., R.Y., A.N., M.M., F.T., T.H.,
R.G., U.J., H.S., G.L. and T.M.; funding acquisition: T.L.G., M.M., F.T., U.J., H.S., G.L. and T.M.;
investigation: T.L.G., R.Y., A.N., M.M. and T.M.; methodology: T.L.G., R.Y., A.N. and M.M.; project
administration: T.L.G. and T.M.; resources: T.L.G., R.Y., A.N., M.M., T.H., R.G., U.J., H.S., G.L. and
T.M.; supervision: T.L.G.; validation: T.L.G., R.Y., A.N., M.M., F.T., T.H., R.G., U.J., H.S., G.L. and T.M.;
writing—original draft preparation: T.L.G. and R.Y.; writing—review and editing: T.L.G., R.Y., A.N.,
M.M., F.T., T.H., R.G., U.J., H.S., G.L. and T.M. All authors have read and agreed to the published
version of the manuscript.

Funding: This work was supported by a grant from ANR/BMBF (TARGET-THERAPY; PIs: Tony
Le Gall and Holger Schönherr; ANR grant number: ANR-20-AMRB-0009, RPV21103NNA; BMBF
Förderkennzeichen: 16GW0342). Financial support was also obtained from the “Association de
Transfusion Sanguine et de Biogénétique Gaétan Saleün” (France) and the “Conseil Régional de
Bretagne” (France). Raphaëlle Youf is a recipient of a PhD fellowship from the French “Ministère de
l’Enseignement supérieur, de la Recherche et de l’Innovation” (Paris, France).

Data Availability Statement: The raw/processed data required to reproduce these findings are either
available from the supporting materials or cannot be shared at this time, as the data also form a part
of ongoing studies.

Acknowledgments: We are grateful to Lhousseine Touqui and Frédéric Tewes for scientific support
and expertise. We also acknowledge Alizé Hascoët for technical assistance.

155

https://www.mdpi.com/article/10.3390/pharmaceutics14081664/s1
https://www.mdpi.com/article/10.3390/pharmaceutics14081664/s1


Pharmaceutics 2022, 14, 1664 22 of 25

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. The funders had no role in the design
of the study; in the collection, analyses or interpretation of data; in the writing of the manuscript; or
in the decision to publish the results.

Abbreviations
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1.2. Diffusion à travers le mucus et le biofilm  

D’après l’étude présentée précédemment [186], les paramètres identifiés comme étant les plus 

limitants à l’efficacité de [Ru(II)]-PDT sont les barrières physiologiques extracel-

lulaires bronchopulmonaires, i.e. le mucus et la matrice du biofilm. Dans l’étude suivante, la 

capacité des [Ru(II)] à diffuser dans ces matrices et à y produire de l’oxygène singulet a été 

étudiée. Ce draft, initialement présenté sous forme de poster au congrès Eurobiofilm2022, a été 

rédigé en vue d’une soumission au Journal Biofilm. 

Nota Bene 

Dans l’étude réalisée précédemment, le complexe nommé [Ru(II)]1 [Ru(phen)3]2+(PF6-)2 

avaient démontré, si on prend en compte l’ensemble des facteurs environnementaux 

considérés, des résultats encourageants mais moins importants que le deuxième composé 

nommé [Ru(II)]2 ([Ru(Phen)2(Phen-T-Fluorenyl)]2+(Cl-)2[Ru(II)]. En revanche, les facteurs les 

plus limitants pour l’application PDT sont le biofilm et le mucus. En effet, en condition biofilm, 

l’efficacité du [Ru(II)]2 était considérablement diminué. L’étude suivante sera centrée 

essentiellement sur ces deux paramètres, ce qui limite l’intérêt du [Ru(II)]2. 

Pour cette nouvelle étude, un autre composé, commercial comme le [Ru(II)]1, a été sélectionné: 

le [Ru(bpy)3]2+(PF6-)2, dont la terminologie utilisée sera, dans ce draft, [Ru(II)]2. La différence 

chimique majeure entre [Ru(II)]1 et ce PS provient de la nature du ligand bidentale utilisé pour 

former les complexes, à savoir la 1,10-Phénanthroline pour [Ru(II)]1, et la 2,2'-Bipyridine pour 

[Ru(II)]2 (comme illustré dans la figure ci-dessous). L’efficacité de ce PS comme agent de PDT 

antimicrobienne n’a pas encore été décrit dans la littérature.  

 

Figure complémentaire. Structure de [Ru(II)]1, [Ru(phen)3]2+(PF6-)2, et [Ru(II)]2, [Ru(bpy)3]2+(PF6-)2, utilisés pour 

cette étude (D’après Ena T. Luis, et al., 2016) 
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Impact of biofilm and mucus on antimicrobial photodynamic therapy 

using Ruthenium(II) polypyridyl complexes in CF context 

Raphaëlle Youf, et al 

 

INTRODUCTION 

La Mucoviscidose (CF) est une maladie génétique héréditaire caractérisée par la présence de 

mutation(s) au sein du gène CFTR [1].  Ses mutations ont pour conséquence de produire une 

protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) dysfonctionnelle ou 

absente, ce qui mène à des manifestations cliniques dans de nombreux organes, et tout 

particulièrement, dans les voies respiratoires et digestives [2]. Au sein des poumons, la 

production de mucus épais combinée à une inflammation chronique confère un milieu propice 

à la colonisation microbienne [3]. Par ailleurs, l’ensemble des dérèglements physiologiques 

pulmonaires (impactant en particulier le pH, la salinité, et l’oxygénation) conduisent à la 

formation d’un microenvironnement contribuant à la diminution de l’efficacité de 

l’antibiothérapie actuelle [4,5]. Les principaux pathogènes retrouvés, S. aureus et P. aeruginosa, 

sont deux bactéries possédant une forte plasticité génétique et phénotypique, ce qui leur 

permet de contourner l’activité de nombreux antibiotiques [6,7]. Par exemple, éradiquer un 

biofilm peut nécessiter l’utilisation de doses d’antibiotiques 10 à 1000 fois plus importantes 

que celles utilisées en planctonique pour atteindre une efficacité antimicrobienne similaire 

[8,9]. Les biofilms sont définis comme étant des agrégats bactériens en contact avec une surface 

qui peuvent être composés d’une seule espèce (biofilm monomicrobien) ou d’une 

communauté de microorganismes (biofilm polymicrobien) [10]. Ils sont caractérisés par la 

production d’une matrice adhésive et protectrice, composée majoritairement d’eau, de 

polysaccharides et d’ADN extracellulaire. Chez les patients atteints de mucoviscidose (ci-

après notés patients CF), le biofilm en son ensemble forme une barrière physiologique 

diminuant l’efficacité des antibiotiques, qu’ils soient administrés par voie intraveineuse ou par 

aérosol [11,12].  
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De plus, chez ces patients, le mucus, complexifie l’efficacité des antimicrobiens de par ses 

propriétés physico-chimiques et rhéologiques [13,14]. La production de biofilm dans le mucus 

forme une barrière biologique extrêmement difficile à franchir pour de nombreux agents 

thérapeutiques, qu’ils soient antimicrobiens, anti-inflammatoires ou à visée curative [15–18]. 

La thérapie photodynamique (PDT) est une stratégie basée sur l’utilisation d’une molécule 

photosensible (PS), une source lumineuse et de l’oxygène [19]. Le PS, lors d’une excitation 

lumineuse, produit des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de l’oxygène singulet (1O2) [20]. 

Les propriétés antimicrobiennes de ces dernières ont été observées sur un large panel de 

micro-organismes [21]. Contrairement aux PS naturels, retrouvés chez de nombreux 

organismes vivants, les PS synthétiques ont démontré de meilleures propriétés chimiques, 

notamment de par leur solubilité ou leur innocuité [22,23]. En comparaison avec 

l’antibiothérapie, l’effet antimicrobien de la PDT repose sur une production de dérivés 

d’oxygène hautement réactifs, capables d’agir sur de multiples composantes cellulaires [21,24]. 

Par conséquent, l’émergence de résistance à ce type de traitement est fortement réduite et n’a, 

à ce jour, pas été reporté dans la littérature. 

Les complexes de Ruthénium (notés [Ru(II)] dans cette étude) font partie, avec les complexes 

à bases de platine et d’iridium, des PS synthétiques métalliques les plus étudiés dans la PDT 

[25]. Précédemment, la [Ru(II)]-PDT a permis de réduire la prolifération de bactéries 

pathogènes retrouvées chez les patients CF, à savoir S. aureus et P. aeruginosa [26]. De plus, le 

microenvironnement pulmonaire retrouvé chez les patients CF peut faire varier son efficacité. 

Les paramètres physico-chimiques (salinité, oxygénation et pH) et microbiologiques 

(condition de croissance et complexification de modèle microbien) ont été considérés.  

Parmi ces différents critères, les limitations thérapeutiques les plus apparentes sont la présence 

de biofilm et de mucus. Afin de mieux comprendre l’impact de ces barrières sur la PDT, cette 

étude a pour objectif d’évaluer la capacité des [Ru(II)] à pénétrer, à diffuser et à produire de 

l’oxygène singulet  au sein de ces matrices. Pour répondre à cette problématique, deux [Ru(II)] 

ont été sélectionnés, [Ru(phen)3]2+(PF6-)2, nommé [Ru(II)]1, et [Ru(bpy)3]2+(PF6-)2, nommé 

[Ru(II)]2. Un milieu visant à mimer le mucus présent chez les patients CF, nommé Artificial 

Sputum Medium (ASM), sera utilisé.  

 

162



RESULTATS 

Efficacité de la PDT en condition planctonique  

Premièrement, l’effet de la PDT a été comparé en utilisant, lors de l’illumination, deux milieux 

différents (le NaCl 0,45% et l’ASM). Le NaCl 0,45% est le milieu de référence sélectionné pour 

cette étude est car il permet d’obtenir, comme démontré dans l’étude précédente [27], une 

photo-inactivation efficace de S. aureus RN4220 et P. aeruginosa Pa19. Après incubation et 

illumination des mix [Ru(II)]-bactéries dans ces deux milieux, un repiquage sur milieu LB agar 

suivi d’une cinétique de croissance ont été réalisés afin de dénombrer les bactéries après 

traitement. En condition standard (NaCl 0,45%), les deux [Ru(II)] ont la capacité de produire 

un effet PDT contre les deux souches testées (Figure 1AB). En comparaison avec le milieu 

standard, lorsque le traitement est réalisé en milieu ASM, l’efficacité de la PDT est réduite pour 

S. aureus ([Ru(II)]1 : p-value ≤ 0,05, [Ru(II)]2 : p-value : ns) et P. aeruginosa ([Ru(II)]1 et 

[Ru(II)]2 : p-value ≤ 0,001) (Figure 1AB). 

Propriétés des [Ru(II)] dans l’ASM 

Les propriétés des [Ru(II)] dans l’ASM ont été évaluées par des tests (i) d’intéraction du 

composé avec les composants du milieu et (ii) de production de l’oxygène singulet. Afin de 

quantifier les [Ru(II)] interagissant avec l’ASM, les complexes ont été incubés dans ce milieu 

(ASM) et en eau (control). Après centrifugation, des mesures de densité optique (DO) à 455 

nm ont été réalisées sur les surnageants et les culots et sur une gamme de [Ru(II)] dont les 

quantités sont connues. Cette dernière a été utilisée pour déterminer la quantité de [Ru(II)] 

dans chaque fraction. Chaque valeur de DO a été normalisée de façon à retirer le bruit de fond 

généré par l’ASM seul. D’après les résultats obtenus, entre 0,2 et 3,8 nmol de [Ru(II)] (soit 10 à 

13 % m/m) sont retrouvés dans les culots en condition ASM, ce qui indique qu’ils peuvent 

interagir avec les composants de ce milieu (Figure 1C).  Après une illumination en présence 

de la sonde « Singlet Oxygen Sensor Green » (SOSG), la quantification par fluorescence de 

cette sonde dans les surnageants a été lue et normalisée par rapport à la condition contrôle 

(biofilm seul, Fluo. SOSG = 1 U.F.R.).  Que ce soit pour [Ru(II)]1 ou [Ru(II)]2, cette production 

est différente entre les deux milieux. En effet, les [Ru(II)] présents dans ces fractions ne 

semblent pas produire de l’oxygène singulet en condition ASM en comparaison avec la 

condition control (eau) (Figure 1D). 
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Efficacité de la PDT en condition biofilm  

L’effet de la PDT sur la formation du biofilm a ensuite été évalué. Brièvement, 106 CFU/mL de 

bactéries contenant 50 µM de [Ru(II)] ont été incubées pendant 24h après ajout de milieu LB 

ou ASM en condition statique afin de former un biofilm. Dans ces deux milieux, les bactéries 

testées ont la capacité de former du biofilm. En effet, de tests visant à déterminer leur biomasse 

(crystal violet) ont été réalisés dans ce sens (datas non montrées). La partie planctonique a été 

retirée de façon à pouvoir illuminer le biofilm uniquement. Après illumination, chaque biofilm 

a été resuspendu, dissous, dilué (en NaCl 0,9% en dilution sérielle), puis déposé sur gélose LB 

agar afin de pouvoir procéder à un dénombrement bactérien après avoir incubé les plaques 

pendant 24h. D’après les résultats obtenus, lorsque le biofilm a été formé dans du milieu LB, 

le traitement PDT, peu importe le [Ru(II)] testé, induit une diminution significative de la 

densité bactérienne dans les biofilms de S. aureus. En revanche, lorsqu’il est formé dans du 

milieu ASM, le biofilm de S. aureus semble développer une tolérance à l’effet PDT car aucune 

phototoxicité n’est observée, peu importe le [Ru(II)] testé (Figure 2A). Ensuite, une diminution 

de la quantité de P. aeruginosa dans le biofilm après illumination avec [Ru(II)]1 a été observé, 

et ceci, dans les deux milieux testés ( ~ 5 log). En revanche, en utilisant [Ru(II)]2, la charge 

bactérienne est inchangée peu importe le milieu utilisé (Figure 2B). 

Propriétés des [Ru(II)] dans le biofilm 

La quantité de [Ru(II)] a été calculée selon le même protocole que celui utilisé pour la 

quantification en ASM. Cependant, les mesures d’absorbance à 455 nm du [Ru(II)] ont été 

substituées à celles obtenues par lecture de fluorescence. Chaque valeur de fluorescence a été 

normalisée de façon à retirer le bruit de fond généré par le biofilm seul. Pour les deux souches, 

la quantité de [Ru(II)]1 ou [Ru(II)]2 retrouvée dans la section biofilm est de l’ordre de 0,02 à 

0,35 nmol lorsque le biofilm est formé dans du milieu LB (Figure 2C). En revanche, lorsqu’il 

est formé en ASM, les quantités de [Ru(II)]1 retrouvées dans les biofilms sont plus importantes 

(p-value ≤ 0.01). A l’issue de ces tests, la quantification d’oxygène singulet produit par les 

[Ru(II)] au sein de ces biofilms a été évaluée. Pour cela, 10 µM de sonde SOSG ont été ajoutés 

par puits. Ensuite, après illumination, sa fluorescence a ensuite été mesurée dans toutes les 

conditions et normalisée par rapport à la condition contrôle (biofilm seul, Fluo. SOSG = 1 

U.F.R.).  Globalement, les [Ru(II)] retrouvés dans le biofilm de S. aureus sont capables de 
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produire de l’oxygène singulet lorsque le biofilm a été formé dans du milieu LB uniquement 

(p-value ≤ 0.001) (Figure 2D). En revanche, dans ces mêmes conditions, cette production n’a 

pas été détectée dans les biofilms de P. aeruginosa. Dans cette expérience, l’impact du milieu 

ASM sur la production d’oxygène singulet a pu être mis en évidence uniquement pour les 

biofilms de S. aureus. Ainsi, lorsque le biofilm est formé en milieu ASM, les [Ru(II)] retrouvés 

dans cette section ne semblent plus être en mesure de produire de l’oxygène singulet. Ce 

dernier n’a été détecté dans aucune condition avec P. aeruginosa.  

Efficacité de la PDT et propriétés des PS après diffusion dans de l’ASM 

La capacité des [Ru(II)] à diffuser à travers une couche d’ASM a été évaluée dans le montage 

de transwell décrit dans le Matériels et Méthodes (Figure 3). Après diffusion, les 150 µL dans 

l’insert (compartiments D + M) et dans les puits (compartiment A) ont été collectés afin de (i) 

réaliser des tests PDT avec le [Ru(II)] ayant diffusé (compartiment A) et (ii) quantifier le 

[Ru(II)] et l’oxygène singulet dans chaque compartiment. Premièrement, les tests PDT ont 

démontré que les [Ru(II)], après avoir diffusé 4h vers le compartiment (A) sans ASM, 

conservent leurs propriétés photo-toxiques contre S. aureus et P. aeruginosa (p-values 

significatives, exceptées pour [Ru(II)]2 contre P. aeruginosa) (Figure 3AB). En revanche lorsque 

cette couche d’ASM est franchi par les [Ru(II)], leur phototoxicité n’est plus observée. Ce 

résultat peut être expliqué au vu de la faible quantité de [Ru(II)] à pouvoir diffuser au travers. 

En effet, sans ASM, leurs quantités dans (A) et (D) sont similaires (p-value : ns) ; en revanche, 

en présence de cette barrière, seulement 30% des [Ru(II)] ont pu diffuser (Figure 3C). Par 

ailleurs, la quantification de l’oxygène singulet généré par les [Ru(II)] démontrent que ces PS 

ne sont peut-être plus en mesure de les produire après diffusion dans l’ASM dans la fraction 

(A) mais également dans la fraction (D) (Figure 3D).  

Phototoxicité cellulaire 

L’effet photo-toxique des deux [Ru(II)] a été évalué avec 3 lignées de cellules épithéliales dont 

deux bronchiques, les 16HBE et les CFBE, et une alvéolaire, les A549. Après avoir été mises en 

plaque puis incubées pendant 24h, les cellules ont été mises au contact de 50 µM de [Ru(II)] 

dilué dans le milieu de culture cellulaire approprié puis irradiées pendant un cycle 

d’illumination (Cf Matériel et Méthodes). Le jour suivant, les cellules ont été lysées pour 

ensuite d’évaluer la viabilité cellulaire de chaque lignée 24h après traitement (Figure S1). Les 
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[Ru(II)] n’ont démontré, à la concentration la plus élevée testée dans cette étude (50 µM), 

aucune toxicité avec ou sans illumination envers les trois lignées cellulaires testées.  

DISCUSSION 

Actuellement, le rôle des barrières extracellulaires (biofilm et mucus) dans l’efficacité des 

traitements anti-infectieux est controversé. En effet, elles peuvent à la fois être délétères, en 

formant une barrière thérapeutique ou en modulant l’activité de nombreux antimicrobiens ; et 

elles peuvent être aussi une source de nouvelles stratégies antimicrobiennes [28–30]. De 

récentes études ont démontré que, de façon général, l’effet des antibiotiques est plus important 

dans un milieu classiquement utilisé, comme du LB (ou MHB), que dans des milieux 

synthétisés mimant le mucus retrouvé dans les poumons des patients CF, comme l’ASM [31]. 

En revanche, les raisons pour lesquelles les activités sont moins importantes dans ce milieu 

complexifié demeurent incertaines. Dans cette étude, l’effet inhibiteur du milieu ASM sur 

l’efficacité de la PDT peut agir à différents niveaux. En effet, il a été démontré précédemment 

que la transmittance de la source lumineuse était fortement diminuée lorsque celle-ci traverse 

un milieu complexe comme l’ASM (Cf Section Résultats, partie I, 1.1.) [27]. De plus, les tests 

de diffusions apportent un autre élément de réponse.  

Donnelly et all ont démontré que l’efficacité de diffusion de PS classiquement utilisés pour des 

approches de PDT, comme le toluidine blue O (TBO) et porphine tetratosylate (TMP), est 

d’environ 50% à travers 3mm de milieu ASM [32]. Ces résultats ont été obtenus après 6h de 

diffusion dans une cellule de Franz, un dispositif adapté pour réaliser des tests de diffusion. 

Dans la présente étude, d’après les résultats obtenus, seul 30% des [Ru(II)] peuvent traverser 

efficacement une couche d’ASM de l’ordre de 1 mm. Une autre explication pourrait être 

également la variation de la photostabilité des PS dans ce milieu. Ce dernier contient de la 

mucine porcine qui pourrait altérer les propriétés des [Ru(II)], notamment en interagissant 

avec eux (Figure S2).  

En effet, la présente étude a démontré que, dans les conditions expérimentales testées, les 

[Ru(II)] utilisés pourraient ne plus parvenir à produire de l’oxygène singulet dans ce milieu. 

Or, la détection de cette espèce radicalaire est complexe. Elle a été réalisée par utilisation d’une 

sonde chimique (SOSG), qui, à elle seule, ne permet pas de confirmer cette théorie. D’autres 

méthodes de détection pourraient compléter cette étude, comme par exemple, en utilisant (i) 
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d’autres sondes plus sensibles et/ou spécifiques, telles que la DPBF ou la ABDA [33] ou (ii) des 

méthodes basées sur la mesure de la phosphorescence de l’oxygène singulet par exemple 

[26,34].  Par ailleurs, utiliser des PS standardisé (comme un gold standard) pour ces tests 

faciliterait les mises au point de la démarche expérimentale. Concernant les [Ru(II)], greffer 

des polymères facilitant la pénétration dans le mucus, comme le PEG (polyéthylène glycol) ou 

des surfactants par exemple, serait une approche pertinente pour améliorer la PDT dans les 

barrières extracellulaires [35,36]. 

MATERIELS ET METHODES 

Matériels 

Molécules photosensibles [Ru(II)] 

Les complexes du Ruthénium(II) polypyridiniques utilisés sont préparés selon le protocole 

suivant : 1 mg de [Ru(II)] est resuspendu en DMSO pur (dimethyl sulfoxide Hybri-Max™, 

SigmaAldrich) de façon à obtenir des solutions à 5 mM. Ces solutions sont conservées, pendant 

une semaine maximum à température ambiante et protégées de la lumière. Le premier 

complexe est [Ru(phen)3]2+(PF6-)2 (Ruthenium-tris(1,10-Phenanthroline) dihexafluoro-

phosphate, nommé [Ru(II)]1, et le second [Ru(bpy)3]2+(PF6-)2 (Ruthenium-tris(2,2′-bipyridyl) 

dihexafluorophosphate), nommé [Ru(II)]2. Les lectures de densité optique (DO) et les lectures 

de fluorescence ont été réalisées à l’aide du lecteur de plaque Mithras2 LB943 (Berthold) 

comme décrit précédemment [27]. La spécificité de chaque lecture en point finale (absorbance 

et fluorescence) a été vérifiée avec des lectures de spectres (UV-VIS et fluorescence).  

Cultures bactériennes 

Les souches utilisées pour cette étude sont S. aureus RN4220 et P. aeruginosa Pa19660 

(Schroeter) Migula (ATCC® 19660™), deux souches de laboratoire ne présentant pas de profil 

de résistance aux antibiotiques. Brièvement, pour chaque souche, des colonies isolées sont 

obtenues sur gélose agar Luria Bertani (LB) après étalement et incubation pendant 24h à 37°C. 

Les pré-cultures sont préparées en prélevant, à partir de ces boîtes, une colonie qui sera ensuite 

ajoutée dans 5mL de LB liquide puis incubée pendant 18-20h à 37°C sous agitation à 220rpm. 

Du milieu de culture mimant le mucus retrouvé chez les patients, nommé ASM (Artificial 

sputum medium) a été préparé comme décrit dans l’étude précédente [27]. 
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Cultures cellulaires 

Trois lignées cellulaires épithéliales, dont deux bronchiques, les 16HBE et les CFBE, et une 

alvéolaire, les A549, ont été utilisées pour ce travail.  Elles ont été cultivées en milieu Essentiel 

Minimum Eagle (EMEM, Lonza) pour les 16HBE et CFBE, et en DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle Medium, Lonza) pour les A549. Chaque milieu a été complémenté avec 10% de sérum 

de veau fœtal (SVF), 1% d’antibiotique de type Pénicilline-Streptomycine et 1% de L-

glutamine. Ces cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits de façon à obtenir une 

confluence à 70% lors des tests, ce qui nécessite un ensemencement de 20 à 40 000 

cellules/puits.  

Méthodes 

Evaluation de la phototoxicité en condition planctonique 

Les solutions de [Ru(II)] ont été préparées à 50µM en eau et en ASM avant d’être ajoutées dans 

des plaques 96 puits transparentes (Sarstedt, Allemagne). Les inocula bactériens de S. aureus 

RN4220 et P. aeruginosa PA19660 sont ensuite préparés comme décrits précédemment [27]. 

Brièvement, 1mL de chaque culture de nuit est centrifugé à 2000 g pendant 10 minutes à 4°C. 

Après élimination du surnageant, les culots sont repris en NaCl 0,9%. La densité optique de 

chaque solution est ensuite réajustée de façon à obtenir des inocula à 108 CFU/mL. Puis, ces 

solutions sont diluées au 1000ème en NaCl 0,9% et en ASM de façon à obtenir des inocula à 

105 CFU/mL dans ces deux milieux. Les inocula sont ensuite déposés dans les plaques 

contenant les solutions de [Ru(II)] à volume égal de façon à obtenir un mélange avec une 

densité bactérienne finale de 0,5.105 CFU/mL et 25µM de [Ru(II)], le tout en condition saline 

(NaCl 0,45%) et en ASM. Chaque condition est répliquée en 6 puits, de façon à utiliser trois 

conditions qui seront non-exposées et trois exposés à l’illumination (notées OFF et ON 

respectivement). Après 10 minutes d’incubation, un cycle d’irradiation de 45 minutes est 

appliqué, ce qui correspond à deux illuminations pendant 15 minutes avec une étape 

intermédiaire de 15 minutes à l’obscurité. Le système d’illumination utilisé correspond à celui 

décrit précédemment [27]. Après cette étape, l’efficacité de la PDT est évaluée selon 2 

méthodes. L’une consiste à déposer sur une gélose LB agar carré des spots de 5µL de chaque 
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condition afin de qualifier un effet (nul, intermédiaire ou total). La seconde consiste à réaliser 

des cinétiques de croissance bactérienne en ajoutant 5µL de chaque condition dans une plaque 

contenant 195µL/puits de milieu LB. La plaque est ensuite insérée dans le Mithras2 LB943 afin 

de réaliser, toutes les 10 minutes, une étape d’agitation et une lecture de DO à 600 nm pendant 

un temps d’incubation minimum de 16h à 30°C.  

Evaluation de la phototoxicité en condition biofilm 

Les tests anti-biofilm ont été réalisés comme décrit précédemment [27]. Brièvement, les inocula 

bactériens de S. aureus et P. aeruginosa ont été préparés à 107–8 CFU/mL comme dans la section 

précédente. Ensuite, une dilution au 100ème est réalisée de façon à obtenir des inocula à 106 

CFU/mL. Ces derniers sont ensuite distribués dans une plaque 96 puits à fond rond (Costar, 

USA) et sont mixés avec les solutions de [Ru(II)] (concentration finale/puits : 50 µM) et de 

ciprofloxacine (concentration finale/puits : 32 µM) préparées en NaCl 0,45%. Après 10 minutes 

d’incubation, 50 µL de milieu LB ou ASM sont ajoutés dans chaque puits et, après avoir filmé 

les plaques avec des membranes respirantes (Breathe-Easy® sealing membrane, Sigma-

Aldrich), les plaques sont ensuite mises à incuber à 37°C en condition statique pendant 20h. 

Après cette étape, la partie planctonique est transférée dans une plaque 96 puits à fond noir 

(voir section suivante). Ensuite, la partie biofilm est illuminée selon le même protocole que les 

tests réalisés en planctonique. Après l’étape d’illumination, une méthode semi-quantitative est 

utilisée pour quantifier la charge bactérienne par dilution sérielle : chaque biofilm est 

resuspendu dans 100 µL NaCl 0,9% puis dilué en série.  5 µL de chaque dilution sont déposés 

sur gélose LB agar. Les boîtes de pétri sont ensuite incubées à 37°C pendant 18h avant de 

procéder au dénombrement bactérien.  

Quantification du [Ru(II)]  

La quantification du [Ru(II)] a été déterminée (i) dans les milieux seuls par lectures de DO 455 

nm et (ii) dans les biofilms par lecture de fluorescence selon les paramètres suivants : λexcitation 

= 460 ± 15 nm et λémission = 590 ± 22 nm.  

Dans le premier cas, des solutions à 50 µM de [Ru(II)] dans le milieu ASM sont préparés dans 

des tubes eppendorf. En parallèle, ces solutions sont préparées en eau comme condition 

contrôle. Après 10 minutes d’incubation, les tubes sont centrifugés à 2000 g pendant 5 minutes 
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à 4°C. L’absorbance de la DO à 455nm du [Ru(II)] est mesurée dans les surnageants et dans les 

culots (resuspendus en eau).  Pour chaque milieu, les valeurs sont normalisées par rapport à 

la condition milieu seul correspondante.  

Après les tests anti-biofilm, les biofilms resuspendus ont été transférés dans une plaque 96 

puits à fond noir. La fluorescence du [Ru(II)] a été mesurée pour chaque condition puis a été 

normalisée par rapport à celle de la condition biofilm seul (contrôle négatif). La fluorescence 

des [Ru(II)] dans les conditions sans biofilm correspond au contrôle positif. Une gamme de 

[Ru(II)] (quantités connues dans cette gamme) a été réalisée pour chaque complex en LB et en 

ASM de façon à rapporter les valeurs de fluorescence obtenues à une quantité de [Ru(II)]. 

Quantification de 1O2  

Dans les mêmes plaques ayant servies aux quantifications du [Ru(II)], la capacité des [Ru(II)] 

à produire de 1O2 au sein des différentes matrices (ASM et biofilm) a été évaluée. Pour cela 

10µL de sonde Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG, Fisher Scientific) sont ajoutés (i) dans les 

conditions « OFF » des plaques contenant les parties biofilms et (ii) dans celles contenant les 

surnageants et culots des tests PDT réalisés en ASM. Avant et après le cycle d’illumination, la 

fluorescence de la sonde SOSG a été lue selon les paramètres suivants : λexcitation = 504 ± 6 nm et 

λémission = 525 ± 12 nm.  

Les tests de diffusion dans l’ASM 

Les tests de diffusion sont réalisés à partir d’un modèle de « transwell » avec des inserts 

possédant une membrane d’une porosité à 0.4 µm (Sarstedt, Allemagne). Ces inserts sont 

déposés dans des plaques 24 puits contenant 800 µL d’eau de façon à ce que la membrane soit 

au contact de l’eau. Pour chaque [Ru(II)], 100 µL d’ASM sont déposés dans 3 inserts; 100 µL 

d’eau sont ajoutés dans 3 autres. Ensuite, 100µL de [Ru(II)] 50 µM préparés en eau sont ajoutés 

dans les inserts. L’absorbance de la DO à 455 nm a été lue avec le Mithras pour chaque solution 

de [Ru(II)] avant leur ajout dans les inserts. Après 4h de diffusion, l’absorbance à DO 455 nm 

est à nouveau lue dans 150 µL prélevés de chaque compartiment. Après une étape de 

centrifugation à 2000 g pendant 5 minutes à 4°C, l’absorbance est à nouveau lue dans les 

surnageants et dans les culots resuspendus en eau.  La quantification de [Ru(II)] a été réalisée 

à l’aide d’une gamme étalon comme décrits dans les essais de quantification en ASM. 25µL de 
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chaque « diffusat » sont ajoutés dans une plaque 96 puits où des inocula de S. aureus et P. 

aeruginosa, préparés à 105 CFU/mL en NaCl 0,9%, ont été préalablement déposés, comme décrit 

précédemment. Après une illumination standard, l’effet antimicrobien a été évalué par 

cinétique de croissance. Ensuite, la sonde SOSG (10µM/puits) a été ajoutée dans 100µL de 

chaque condition après diffusion. Comme précédemment, la fluorescence de la sonde SOSG a 

été mesurée après illumination.  

Evaluation de la phototoxicité sur cellules 

La phototoxicité sur les lignées A549, 16HBE et CFBE a été vérifiée après ensemencement en 

plaque 96 puits puis incubation pendant 18h à 37°C sous 5% de CO2. Une solution de [Ru(II)] 

est appliquée directement dans le milieu de culture de façon à obtenir une concentration de 

50µM par puits. Après 10 minutes d’incubation, l’illumination a été réalisée comme décrit 

précédemment. Puis, les plaques ont été mises à incuber 24h à 37°C avant d’être lysées via 

l’ajout de 75µL/puits de tampon Passive Lysis Buffer 0,5X (Promega). La phototoxicité a 

ensuite été mesurée en mesurant la viabilité cellulaire à l’aide du kit Vialight (Lonza). 

Brièvement, 25µL de lysat sont mélangés à 50µL de réactif, puis, après 2 minutes d’incubation, 

la luminescence est mesurée. 
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Figure 1. Comparaison de l'effet PDT des [Ru(II)] à 25µM en milieu NaCl et ASM contre S. aureus RN4220 (A) et P. aeruginosa 
Pa19 (B). Quantification du [Ru(II)] (C) et de l'oxygène singulet (D) après avoir incubé et centrifugé les PS  dans les milieux  eau 
et ASM. Les abscisses pour chaque graphique correspondent aux conditions [Ru(II)]1 (1) et [Ru(II)]2. La ligne rouge correspond 
au seuil de positivité. Pour chaque condition : N=2, n=3 avec analyse statistique réalisée par t-test : ***, p-value ≤ 0.001; **, 
p-value ≤ 0.01 ; *, p-value ≤ 0.05 ; ns, non significatif.  
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Figure 2. Dénombrement bactérien après formation d'un biofilm de 24h en présence de [Ru(II)]. L'énumération de S. aureus 
(A) et P. aeruginosa (B) a été réalisée avec (ON) et sans (OFF) illumination. Quantification des [Ru(II)] (C) et de l’oxygène 
singulet produit (D) après 24h de formation de biofilm en présence des PS. Les abscisses pour chaque graphique correspondent 
aux conditions [Ru(II)]1 (1) et [Ru(II)]2. La ligne rouge correspond au seuil de positivité. Pour chaque condition : N=2, n=3 avec 
analyse statistique réalisée par t-test : ***, p-value ≤ 0.001; **, p-value ≤ 0.01 ; *, p-value ≤ 0.05 ; ns, non significatif. 
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Figure 3. Schéma explicatif des tests de diffusions : diffusion d’une solution du compartiment donneur (eau 1,2 ou [Ru(II)] 3,4) 
vers un compartiment accepteur (eau 1,2,3,4) au travers d’une matrice (eau 1,2 ou ASM 3,4). Dénombrement bactérien après 
traitement PDT contre S. aureus RN4220 (A) et P. aeruginosa Pa19 (B) avec les [Ru(II)] issus des compartiments accepteurs. 
Quantification des [Ru(II)] (C) et de l’oxygène singulet produit (D) issus des compartiments donneurs (D) et accepteurs (A). Les 
abscisses pour chaque graphique correspondent aux conditions [Ru(II)]1 (1) et [Ru(II)]2. La ligne rouge correspond au seuil de 
positivité. Pour chaque condition : N=2, n=3 avec analyse statistique réalisée par t-test : ***, p-value ≤ 0.001; **, p-value ≤ 
0.01 ; *, p-value ≤ 0.05 ; ns, non significatif. 
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Figure S1. Evaluation de la phototoxicité des [Ru(II)] envers les A549, les 16HBE et les CFBE. La viabilité cellulaire a été 
évaluée 24h après traitement lumineux (ON) ou non (OFF). Les  valeurs de viabilité cellulaire en OFF et ON sont exprimées en 
pourcentage de viabilité rapportée aux conditions contrôles « Cell. » OFF et ON. Pour chaque condition : N=2, n=3 avec 
analyse statistique réalisée par t-test en comparant les conditions « Cell ». Pour l’ensemble de ces tests, aucune différence 
significative n’a été observée.  
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Figure S2. Tests d'intéraction réalisés avec le [Ru(II)]1 et les différents constituants du milieu ASM. La fluorescence du 
[Ru(II)]1 est reportée sur les fractions surnageants (noir) et culots (gris) après centrifugation des mélanges. N=1, n=3. 
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2. Du modèle in vitro au modèle in vivo 

 

Comme évoqué dans l’introduction, le défi majeur rencontré lors d’essais PDT est d’identifier 

une voie d’administration du PS et de l’aérosol qui soit cohérente avec l’application ciblée. 

Dans cette partie, une étude préliminaire visant à tester la nébulisation d’un [Ru(II)] de 

référence dans un modèle in vitro et ex vivo a été réalisée.  

 

Nota Bene 

Le [Ru(II)] de référence sélectionné pour cette étude correspond au [Ru(II)]1 sélectionné dans 

les études précédentes. Sa dénomination reste la même pour l’étude qui suit. Les tests sur 

échantillons porcins ont été réalisés dans le cadre d’une collaboration avec l’ANSES de 

Ploufragan.
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Résultats préliminaires de la délivrance de PS dans un modèle animal 

en vue d’une application de PDT antimicrobienne pulmonaire 

 

INTRODUCTION 

Les études présentées dans la partie précédente (Cf Section Résultats, partie I,1.) ont été 

réalisées dans des conditions standardisées, in vitro. Les résultats de ces tests ont permis de 

mieux appréhender les limites présentes dans le microenvironnement pulmonaire des patients 

CF en vue d’une application chez l’animal. Les protocoles standardisés utilisés lors des essais 

in vitro est faite avec des doses connues de PS et d’énergie lumineuse pendant le traitement. 

Cependant, chez l’animal, ces deux critères sont difficiles à mettre en place. En effet, pour 

cibler efficacement les poumons dans un contexte CF, la voie d’administration du PS, mais 

aussi de la source lumineuse, doivent être optimisés. Dans ce travail, la capacité du [Ru(II)]1, 

utilisé dans les études précédente, à être délivré par aérosol et détecté sur échantillons ex vivo, 

a été évaluée. 

Dans plusieurs études, la délivrance des PS au niveau pulmonaire a déjà été envisagée, 

notamment dans le traitement des cancers pulmonaires. A notre connaissance, au stade 

clinique, seuls le Photofrin® (porfimer sodique) et la HPPH® (2-[1-hexyloxyethyl]-2-devinyl 

pyropheophorbide-a) ont été utilisés comme PS dans ce cadre. Leur voie de délivrance 

privilégiée est la voie intraveineuse [1–3]. Cependant, d’autres modes d’administration des PS, 

au stade pré-clinique, sont utilisées, comme la nébulisation. Quelques études démontrent que 

cette voie de délivrance ne semble pas dégrader la structure de PS classiquement utilisés 

comme le Bleu de toluidine O (TBO) ou encore le Vert d’indocyanine (ICG) [4,5]. 

La délivrance de la lumière pour appliquer la PDT au niveau pulmonaire chez l’animal peut 

se faire via des systèmes intra et extracorporels. Ces derniers ont l’avantage d’illuminer une 

zone interne sans abîmer le tractus respiratoire [6]. Néanmoins, les systèmes intracorporels 

peuvent illuminer plus efficacement les zones pulmonaires profondes, difficiles d’accès, 

comme les bronches [7].  
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Cette partie aura pour objectif de résumer quelques résultats obtenus afin d’évaluer la capacité 

de complexes de Ruthénium (notés [Ru(II)]) à être délivrés par aérosol sur modèle in vitro puis 

ex vivo.  

MATERIELS ET METHODES 

Matériels 

Molécules photosensibles 

La molécule utilisée [Ru(II)]1 ([Ru(Phen)3]2+(PF6−)2) pour cette étude est la même que 

précédemment [8] (Voir section Résultats, partie I,1.1. et I,1.2.). Globalement, 1 mg de [Ru(II)]1 

a été dissous dans du DMSO de façon à obtenir une solution à 5mM. Cette dernière est 

conservée à température ambiante, à l’abris de la lumière et sur une durée inférieure à 7 jours.  

Nébuliseurs 

Trois types de nébuliseurs ont été sélectionnés pour réaliser cette étude : un pneumatique (le 

Pari LC Plus®, Pari), un à membrane vibrante (le Pari e-Flow®, Pari) et un ultrasonique (Air 

Q+ ®, Hylogy). Globalement, 5mL d’une solution d’eau (contrôle) ou de [Ru(II)] à 50 µM sont 

ajoutés dans le compartiment réservoir (R) de chaque nébuliseur.  

Lignées cellulaires 

Des tests de phototoxicité ont été réalisés sur les lignées cellulaires CFBE-luc +, des cellules 

bronchiques immortalisées issues de patients CF qui produisent de manière endogène la 

luciférase. Ces cellules sont entretenues comme décrit précédemment (Voir Section Résultats, 

partie I,1.1.). Brièvement, le milieu de culture complet utilisé est l’EMEM (Eagle’s Minimum 

Essential Medium), supplémenté avec 10% de sérum de vœux fœtal, 1% d’antibiotique 

(Streptomycine, Pénicilline) et 1% de glutamate. Lors des tests de phototoxicité, 50 000 

cellules/puits ont été ensemencées en plaque 96 puits. Après 24h d’incubation à 37°C sous 5% 

de CO2, les tests de phototoxicité ont ensuite été réalisés (voir partie suivante). 

Prélèvements trachée-poumons porcins 

Des prélèvements trachée-poumons de porcs adultes ont été récupérés auprès de l’ANSES de 

Ploufragan. Afin de réaliser des explants de trachées, celles-ci ont été découpées de façon à 

obtenir plusieurs échantillons de taille identique (1 cm x 1cm). Au préalable, une plaque 6 
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puits a été préparée en ajoutant 2 mL/puits de milieu RPMI (Lonza) de façon à imbiber un 

morceau de compresse de gaze (1 cm x 1cm). Les explants ont été ajoutés directement sur les 

compresses immergées, l’épithélium orienté vers le haut, afin de maintenir une croissance en 

interface air-liquide. Les prélèvements n’ayant pas été utilisés pour la préparation d’explants 

ont été stockés dans du milieu RPMI le temps de l’expérience. 

Souches bactériennes 

La souche P. aeruginosa ATCC 19660 a été utilisée pour cette étude. Cette bactérie est conservée 

sur gélose LB agar et régulièrement repiquée sur ce même milieu afin d’obtenir des colonies 

fraichement isolées. Pour la réalisation de pré-culture, une colonie isolée a été ensemencée 

dans 5 mL de milieu LB avant d’être incubée à 37 °C pendant 18h sous agitation (220 rpm). 

Une fois obtenus, les inocula ont été préparés à 105 CFU/mL en NaCl (0,9%) comme décrit 

précédemment [8] 

METHODES 

Propriétés du [Ru(II)] après aérosol (in vitro) 

Les aérosols ont été réalisés pour ces tests avec les trois nébuliseurs présentés dans le Matériel 

(Figure 1). Pendant l’aérosolisation du [Ru(II)], les nébulisas ont été collectés dans un tube 

collecteur (C) placé au bout des systèmes d’aérosol. Après l’aérosolisation, 200µL de chaque 

compartiment (A et R) ont été déposés en plaque 96 puits afin d’évaluer les propriétés 

physiques des [Ru(II)] avant et après la nébulisation par lecture de spectres UV-VIS et de 

fluorescence (Mithras LB, Berthold). Ensuite, 25 µL de chaque compartiment ont été déposés 

en plaque 96 puits contenant 25µL de  P. aeruginosa ATCC 19660 à 105 CFU/mL en NaCl (0,9%) 

par puits. Les mix ont ensuite été illuminés comme décrit précédemment [8]. Puis, 5 µL de 

chaque mélange ont été ajoutés dans une plaque 96 puits contenant 195 µL de LB/puits afin de 

réaliser une cinétique de croissance à 30°C en réalisant des lectures de DO600 et des agitations 

toutes les 10 minutes pendant 24h. A l’issue de celle-ci, le temps de virage (« Start Growth 

Time », SGT), qui correspond au temps nécessaire aux bactéries pour atteindre une DO600 

fixée à 0,1, a été relevé pour chaque condition. Chaque valeur de SGT obtenue a été rapportée 

à celles déterminées à partir d’une gamme contrôle d’inoculum (de 102 à 105 CFU/mL). Ainsi, 
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la corrélation entre le SGT et la charge bactérienne peut être ensuite établie afin de déterminer, 

pour chaque condition, les réductions logarithmiques bactériennes. 

Propriétés du [Ru(II)] après aérosol ex vivo 

Une boîte d’une dimension de dimension 126 x 84 mm x 50 mm a été utilisée pour recouvrir 

la surface des plaques 6 puits contenant les explants de porcs. Au sommet de celle-ci, le 

nébuliseur Pari e-Flow a été déposé dans un emplacement prévu à cet effet. La fluorescence 

du [Ru(I)] aérosolisé sur les explants a ensuite été visualisée à 470 nm avec le NightOWL II 

LB983 NC320 (Berthold Technologies, Germany).  

Concernant les aérosols de [Ru(II)] réalisés sur les ensembles trachée-poumons de porcs, les 

organes ont été posés à plat dans un bac. Le Pari e-Flow a été placé en haut de la trachée puis 

les 10 minutes d’aérosolisation se sont déroulés à l’horizontal comme décrit dans le 

paragraphe précédent. La fluorescence a été mesurée sur plusieurs plans de façon à estimer 

jusqu’où le composé a été nébulisé. 

RESULTATS 

Premièrement, la capacité de [Ru(II)] à être aérosolisé sous forme de microgoutelettes a été 

évaluée. Pour cela, trois types de nébuliseurs ont été sélectionnés : le Pari LC plus (Pari), le 

Pari e-Flow (Pari) et l’Air Q+ (Hylogy) (Figure 1A). Après aérosolisation de [Ru(II)], les 

microgouttelettes ont été collectées (tube collecteur C) de façon à comparer les spectres de 

fluorescence (Figure 1B) et d’absorbance (Figure 1C) avant et après le processus. La 

superposition des spectres UV-VIS au niveau de la Q-band et de la bande de Soret confirment 

que les complexes ont théoriquement bien toléré le processus d’aérosolisation. Cependant, le 

signal de fluorescence du [Ru(II)] après aérosolisation avec le pneumatique est plus faible.  

Par ailleurs, la capacité des complexes à conserver leur activité phototoxique bactérienne a été 

déterminée. Pour cela, après avoir mixé 105 CFU/mL en NaCl (0,9%) d’inoculum de P. 

aeruginosa Pa19660 avec le [Ru(II)] (collecté après aérosol dans le tube collecteur (C) et dans le 

réservoir (R)), les mélanges ont été irradiés puis des cinétiques de croissance ont été réalisées 

(Figure 2A et 2B). Une fois aérosolisé, le [Ru(II)] est toujours en capacité de pouvoir agir sur 

P. aeruginosa (p-value ≤ 0,001). Cependant, le [Ru(II)] restant dans le réservoir est globalement 

moins efficace que celui aérosolisé, et cela, indépendamment du nébuliseur choisi. Les 
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résultats n’ont pas permis de discriminer les nébuliseurs entre eux car leur capacité à 

aérosoliser efficacement le [Ru(II)]1 semble être similaire. L’e-Flow a été sélectionné pour la 

suite de l’étude car le rendement du volume de [Ru(II)] aérosolisé est important et sa 

portabilité est mieux adaptée. 

Ensuite, le [Ru(II)]1 a été visualisé après aérosolisation sur des explants de porcs. Sa 

fluorescence a été détectée sur la partie épithéliale de chaque explant (Figure 3). En 

comparaison au témoin (aérosol d’eau), la fluorescence du complexe sur les explants semble 

être homogène et bien distinguée du bruit de fond. De plus, l’intensité mesurée sur chaque 

explant est comprise dans la gamme en composé préalablement réalisée comme contrôles 

positifs de détection de fluorescence (10 à 100 µM). 

Par ailleurs, l’intensité de fluorescence du [Ru(II)] après aérosol a été mesurée dans un 

ensemble trachée-poumon. De la fluorescence a été détectée du haut de la trachée jusqu’au 

milieu du poumon (Figure 4). Ces données apportent une information qualitative quant à la 

présence du [Ru(II)] dans les poumons, car les méthodes de détection de fluorescence in vivo 

peuvent être limitées par plusieurs facteurs en lien avec les tissus. Ces derniers peuvent 

notamment freiner l’absorption et la transmittance du signal lumineux émise par le NightOwl 

pour détecter la fluorescence. De plus, leur auto-fluorescence dans plusieurs domaine du 

spectre lumineux limite les champs d’applications. 

DISCUSSION 

Ces résultats encourageants permettent de démontrer la faisabilité de la délivrance de [Ru(II)] 

par aérosolisation avec des nébuliseurs classiquement utilisés par les patients CF. Cette étude 

a été réalisée avec un complexe de référence, [Ru(II)]1. Cependant, la capacité d’aérosolisation 

de [Ru(II)] optimisés pour cette technique, par ajout d’adjuvants comme des liposomes 

classiquement utilisés pour l’aérosolisation d’antibiotiques par exemple, serait un réel 

avantage pour augmenter significativement la fraction inhalable [5].  

De plus, même si la fluorescence a pu être visualisée avec le système d’imagerie NightOWL II 

LB983 NC320, des techniques complémentaires permettraient de quantifier plus justement la 

fraction inhalable du composé. La spectrométrie de masse par plasma à couplage inductif, ou 
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ICP-MS, permettrait de détecter l’ion Ruthénium(II) dans l’ensemble du tractus respiratoire, 

et cela, même avec échantillons très peu concentrés [9].  

Des études complémentaires sont en cours au laboratoire afin d’estimer l’innocuité de ces 

différents échantillons par (i) analyse de coupes histologiques et (ii) estimation par RT-qPCR 

du niveau de stress oxydatif dans l’épithélium porcin. Globalement, le modèle porcin présente 

un avantage important en comparaison à des modèles plus standard comme la souris : 

l’anatomie et la taille des organes est plus proche de celle de l’homme.  Cependant, mettre en 

place un modèle PDT porcin au laboratoire serait compliqué, notamment dans le cadre de la 

mucoviscidose car l’accessibilité des modèles CF porcins est restreinte. De plus, ils sont des 

modèles d’étude très fragiles et peu adaptés pour l’étude des infections bronchopulmonaires.  

Enfin, avec l’aide d’une entreprise spécialisée dans le domaine de l’optique, un modèle de 

délivrance de la lumière a été conceptualisé et sera discuté davantage plus tard dans ce 

manuscrit (Cf Section Discussion).  
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Figure 1. Présentation des nébuliseurs utilisés lors de cette étude. (A) Caractéristiques des nébuliseurs. 

(B) Réalisation des spectres de fluorescence et (C) UV-VIS avant (AV) et après nébulisation du [Ru(II)]1 

avec le Pari LC Plus (Pneu), l’Air Q + (Hylo) et le Pari e-Flow (e-Flow). Data représentées en moyenne ± 

écart-type de 3 réplicats (représentatif de N=2). Diamètre aérodynamique massique médian : permet 

d’estimer la zone de dépôt de l’aérosol dans les voies aériennes. Fraction respirable : pourcentage estimé 

de particules délivrées dans les voies aériennes. Les chiffres de ces deux paramètres sont ceux 

renseignés par les fournisseurs des nébuliseurs. Le rendement correspond au pourcentage de volume 

récupéré dans le tube collecteur après l’aérosol de [Ru(II)]1.  
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Figure 2. Effet PDT du [Ru(II)]1 après aérosol par dénombrement bactérien (P. aeruginosa). Le [Ru(II)] 

est testé avant (AV.) et après nébulisation dans le tube collecteur (A) et dans le réservoir (B) avec les 

trois nébuliseurs. Hylogy : nébulisation de [Ru(II)] avec l’Air Q+. LC Plus : nébulisation de [Ru(II)] avec 

Le Pari LC Plus. E-Flow : nébulisation de [Ru(II)] avec le Pai e-Flow. Pour chaque condition : N=2, n=3 

avec analyse statistique réalisée par t-test : ***, p-value ≤ 0.001; **, p-value ≤ 0.01 ; *, p-value ≤ 0.05 ; ns, 

non significatif. 
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Figure 3. Visualisation de la délivrance de [Ru(II)]1 par aérosol sur les explants de porcs. (A) 

Utilisation du Nébuliser e-Flow et du complexe [Ru(II)]1 pour les tests ex vivo. (B) Visualisation de la 

fluorescence (λ = 470 nm) d’une gamme d’intérêt de [Ru(II)] avec le système d’imagerie NightOWL II 

LB983 NC320. (C) Détection de la fluorescence après un aérosol d’eau (témoin, à gauche) et du [Ru(II)]1 

(à droite) sur des explants de porcs (n=3). La gamme de fluorescence permettant la détection du [Ru(II)] 

sur explant a été définie entre 872 et 2109 cps (taux de comptage).  
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Figure 4. Visualisation du [Ru(II)] aérosolisé avec l'e-Flow dans un prélêvement trachée-poumouns 

de porcs sur différents plans. Du haut vers le bas de l’image : traçage de la fluorescence dans la trachée, 

au niveau de la carène puis dans les poumons. Un aérosol d’eau a été réalisée comme témoin (images 

colonnes de gauche). La gamme de fluorescence permettant la détection du [Ru(II)] a été définie entre 

510 et 3282 cps (taux de comptage).  
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II. Stratégies combinatoires à la PDT antimicrobienne 

Envisager un traitement pour les patients CF qui couvre l’ensemble des symptômes liés à la 

maladie serait pertinent. Dans ce sens, l’utilisation des modulateurs de CFTR a pour avantage 

d’agir sur plusieurs d’entre eux [187]. Cependant, même pour ces patients, l’antibiothérapie 

doit continuer d’être administrée. Le plus souvent, elle est utilisée en bi ou trithérapie de façon 

à augmenter l’effet antibactérien et minimiser l’apparition des résistances [188,189]. 

Pour cette raison, une stratégie de PDT antimicrobienne pourrait être combinée aux 

traitements existants, en particulier l’antibiothérapie. Il s’agit d’estimer la possibilité de 

combiner leur effets (sans effet d’interférence réciproque) afin d’obtenir des synergies d’action. 

1. PDT antimicrobienne et antibiothérapie 

 

INTRODUCTION 

Actuellement, les antibiotiques sont les seules molécules préconisées pour lutter contre les 

infections bronchopulmonaires bactériennes chez les patients CF. Optimiser et réduire leur 

utilisation sont deux stratégies prises en considération pour lutter contre l’émergence de 

résistances associées. Les trois principaux anti-S. aureus utilisés chez les patients CF (les 

linézolides, les glycopeptides et les ꞵ-lactamines de type méticilline) sont particulièrement 

sujets à l’apparition de celles-ci. En combinaison à la PDT, des effets synergiques avec le 

linézolide, la vancomycine ou encore la méticilline ont pu être démontrés [190–192]. Par 

ailleurs, sur des souches multirésistantes de S. aureus et P. aeruginosa, la PDT peut induire une 

diminution des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et faire ainsi évoluer le profil de 

résistance d’intermédiaire (I) à sensible (S) comme démontré sur les tétracyclines et ꞵ-

lactamines [193]. Les combinaisons PS-antibiotiques ont été de nombreuses fois étudiées dans 

la littérature [194–196] et ont été détaillées dans la revue présentée précédemment (Cf Section 

Introduction, partie I, 2.3.). L’intérêt d’une PDT combinée à l’antibiothérapie dans le contexte 

des infections bronchopulmonaires chez les patients CF reste complexe à évaluer. 
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En effet, par Feng et al [197], ont recensé 66 combinaisons PDT-antibiotiques appliquées contre 

des pathogènes identiques à ceux pouvant coloniser les poumons des patients CF. D’après leur 

analyse, seules 40% d’entre elles ont témoigné d’un effet bénéfique (additif/synergique) sur 

ces bactéries en comparaison avec le traitement seul (Table 8). De plus, ces essais de traitement 

combinés sont réalisés en simultané ou en différé (PDT avant antibiotique), ce qui ne permet 

pas de comparer et d’établir des corrélations parmi toutes les combinaisons listées.  

Le positionnement de la [Ru(II)]-PDT vis-à-vis de l’antibiothérapie sera étudié sur des souches 

cliniques CF selon deux approches. La première vise à voir l’effet d’une combinaison d’un PS 

de référence ([Ru(II)]1) avec un antibiotique de référence (la ciprofloxacine). La seconde aura 

pour intérêt d’évaluer l’effet d’un traitement [Ru(II)]-PDT sur le long terme et les apparitions 

possibles de résistance aux antibiotiques et à ce propre traitement. 
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Table 8. Datas bibliographiques reprenant les combinaisons antibiotique - PDT réalisées sur des espèces 

d’intérêt | Ces dernières comprennent les principales bactéries retrouvées dans les poumons des patients CF, 

comme évoqué dans l’introduction (Cf Section Introduction, partie II, 2.3.). Légende : * Ordre : PDT → AB : PDT 

réalisée avant utilisation de l’antibiotique (AB). ** Synergie : nombre de résultats démontrant une synergie d’action 

sur le nombre total de PS testé. (Synthèse d’après la revue systématique de [197]) 
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METHODOLOGIE ET RESULTATS 

Pour répondre au premier objectif, des tests de combinaison ont été effectués par la méthode 

de « Checkerboard Assay», une méthode visant à étudier les synergies entre différents agents 

antimicrobiens (Figure 25).   

 

Figure 25. Principes du "Checkerboard Assay" couramment employé pour évaluer les synergies entre deux 

antibiotiques donnés | Exemple de méthodologie (EmeryPharma®) avec deux composés d’intérêt (A et B). Les 

notions de « FIC » seront expliquées par la suite 

La méthodologie consiste à utiliser des doses croissantes d’un antimicrobien seul (ici, 

ciprofloxacine) et en combinaison avec un autre (ici, [Ru(II)]) sur des bactéries d’intérêt, soit 

deux souches S. aureus (RN4220 et N315) ainsi que deux (P. aeruginosa Pa19 et PaH). Après la 

préparation des gammes de composés, 105 CFU/mL des inocula de ces souches sont ajoutés 

avant d’effectuer un traitement lumineux comme réalisé précédemment [186].  

Des cinétiques de croissance ont permis d’obtenir une vision globale de l’effet de la 

combinaison testée. Un effet combiné est observé (par repiquage mais aussi par cinétique) chez 

les souches sensibles S. aureus RN4220 et P. aeruginosa Pa19 (Figure 26). Les souches MDR S. 

aureus N315 et P. aeruginosa PaH sont résistantes aux deux traitements, qu’ils soient appliqués 

individuellement ou en combinaison. Ces résultats démontrent que la combinaison testée peut 

être intéressante contre les souches sensibles. En revanche, les souches MDR ne réagissent pas 

au traitements d’intérêts, qu’ils agissent seul ou en combinaison.  
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Figure 26. Cinétiques de croissance (sur 20-24h) des souches S. aureus (RN4220 et N315) et P. aeruginosa (Pa19 et 

PaH) après le « Checkerboard Assay» |  Les bactéries ont été traitées avec la ciprofloxacine et/ou le [Ru(II)] avec et 

sans irradiation lumineuse (ON et OFF). Cip : ciprofoxacine 
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Une méthode complémentaire est proposée afin d’évaluer plus précisément quel est l’effet de 

la combinaison, à savoir un effet synergique, antagoniste ou encore additif. Pour cela, « les 

temps de virage »17 (TV) ont été relevés pour chaque condition après les cinétiques de 

croissance (Figure 27).  

 

Figure 27. Exemple de temps de virage (h) obtenus à la suite d’un « checkerboard assay » avec S. aureus RN4220 

| Les dose testées de [Ru(II)] sont de 0, 32, 64 et 128 µM (du bas vers le haut). Les doses testées de Ciprofloxacine 

sont de 0, 8, 16 et 32 µM (de gauche à droite). Ces valeurs correspondent au temps nécessaire pour que la bactérie 

atteigne une DO de 0,1 de croissance après traitement lumineux (OFF (gauche) ON (à droite)) en présence de 

ciprofloxacine et/ou [Ru(II)]1. 

De ce fait, les variables (TV) permettent d’identifier les concentrations minimales inhibitrices 

(CMI). En effet, si le TV de la condition testée est supérieur au TV du contrôle, alors cette 

condition correspond à une CMI. Ces dernières sont déterminées pour chaque composé (CMI 

Cip et CMI [Ru(II)]1) indépendamment, et l’un en combinaison avec l’autre (CMI Mix Cip et 

CMI Mix [Ru(II)]1). Ces valeurs permettent de calculer la concentration inhibitrice 

fractionnelle (CIF) de chaque molécule (Equations (2 et 3)). L’index CIF résulte de la somme de 

ces deux ratios (Equation (4)). 

𝐸𝑞𝑢𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠 (2 et 3)) ∶ CIF Cip  =
CMI Mix Cip

CMI Cip
 et CIF [Ru(II)]1 =  

CMI Mix [Ru(II)]1

CMI [Ru(II)]1
 

𝐸𝑞𝑢𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (4) ∶ Index CIF =  CIF Cip +  CIF [Ru(II)]1    

Selon la valeur obtenue, l’activité antimicrobienne issue de la combinaison est synergique (CIF 

< 0,5), antagoniste (CIF > 4) ou additive (0,5-4). En théorie, pour valider l’action synergique 

d’un PS sur un antibiotique, le CIF devrait être validé uniquement en « ON », pour apprécier 

l’effet de la PDT et non du PS sans lumière. Par exemple, dans le cadre de la combinaison 

                                                      
17 Les temps de virage : heures nécessaires pour que les croissances bactériennes puissent atteindre une DO seuil 

(ici à DO 0,1) 
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([Ru(II)]-Cip) illustrée précédemment (Figure 26), l’index de CIF calculé est de 0,5. D’après ces 

différents seuils, l’effet observé de la combinaison semble être additif et non synergique. Il 

serait intéressant de tester d’autres antibiotiques pour compléter cette étude afin d’établir des 

corrélations entre les index obtenus et la nature des antibiotiques testés. Dans le cadre des 

infections bronchopulmonaires chez les patients CF, il y a un intérêt à combiner la PDT avec 

des antibiotiques dont le taux d’apparition de résistances est élevé. Dans le cas de la 

ciprofloxacine, ce taux n’est pas négligeable [198]. De plus, des effets synergiques entre cet 

antibiotique et d’autres PS que les [Ru(II)] ont déjà été rapportés dans la littérature [199,200]. 

Au-delà des antibiotiques, d’autres molécules antimicrobiennes peuvent être combinés à la 

PDT comme les peptides antimicrobiens. Le pexiganan ou l’aurein, par exemple, ont prouvé 

leur potentialisation sur la PDT [201,202]. Cependant, il est souvent rapporté dans la littérature 

que l’efficacité de ces molécules peut être altérée par de multiples facteurs physico-chimiques, 

incluant les variations de température, pH ou encore la salinité [203]. Dans la partie précédente 

(Cf Section Résultats, partie I, 1.1.) l’étude réalisée a démontré que les PS pouvaient également 

être sensibles à certains de ces paramètres. Certains PS issus d’organismes marins pourraient 

être davantage adaptés pour tolérer ces variations [204]. L’environnement marin est une 

source d’organismes exposés à de fortes variations physico-chimiques ; de nouvelles 

molécules thérapeutiques pourraient en être extraites et se révèleraient particulièrement 

intéressantes pour ces applications combinatoires [205–207]. 

Par la suite, l’efficacité de la PDT sur le long-terme a été évaluée pendant 8 cycles consécutifs 

(réalisés avec 24 h d’intervalle entre chaque cycle). Pour cela, avant le premier cycle, des 

cultures de nuit de S. aureus (RN4220 et N315) et P. aeruginosa (Pa19 et PaH) ont été 

centrifugées, lavées puis resuspendues en NaCl 0,45% après avoir lu la DO600 de façon à 

réajustée la charge de l’inoculum à 105 CFU/mL pour chaque souche. Après irradiation des 

souches en présence de [Ru(II)]1 (5 µM) et [Ru(II)]2 (1 µM), tous les mix sont dilués en cascades 

puis repiqués sur gélose LB agar (Figure 28) et sur gélose longue conservation. Le volume 

restant est ensuite ajouté dans 5mL de LB et sont mis à incuber pendant 18h à 37°C sous 

agitation (220 rpm). Le lendemain, le même protocole est réalisé à partir de ces cultures, le tout 

sur une durée de 8 jours consécutifs. Les repiquages réalisés sur gélose LB agar après 

irradiation (ON) permettent d’évaluer l’efficacité des [Ru(II)] dans le temps (Figure 28). 

197



 

Figure 28. Evaluation de la capacité des [Ru(II)]1 et 2 à conserver leur phototoxicité dans le temps | Chaque photo 

illustre l’effet PDT ([Ru(II)] + ON) après 2 (photo 1), 4 (photo 2), et 8 (photo 3) cycles de traitement (à raison d’un 

cycle toutes les 24h). Chaque condition est dupliquée (n1 et 2) et diluée en série (Facteur dilution (Fd) : 10) quatre 

fois pour visualiser la charge bactérienne restante après traitement. Légende : Ø : sans [Ru(II)] ; 1 : avec [Ru(II)]1 et 

2 : avec [Ru(II)]2. 

La faible concentration utilisée en [Ru(II)]1 ne permet de visualiser d’effet PDT, peu importe 

le cycle. En revanche, [Ru(II)]2 a conservé son efficacité tout le long de la manipulation. 

L’impact des cycles successifs de PDT sur le résistome18 a ensuite été évalué. Pour cela, des 

antibiogrammes ont été réalisés par le HIA (Hôpital d’Instruction des Armées de Percy) à J0, 

J1 et J8 (correspondant aux cycles 0, 1 et 8) afin de détecter les éventuelles variations sur les 

phénotypes de résistances de chaque souche au cours des 8 jours. Aucune variation n’a été 

observée sur les antibiogrammes (données non présentées, réalisées par le HIA), ce qui 

suggère que la PDT répétée sur une longue durée n’impacte pas le résistome des souches 

testées. De plus, la tolérance bactérienne à la PDT sur le long terme a été évaluée. Pour cela, 

toutes les lectures de DO à 600 nm sur les 8 jours ont été collectées afin de déterminer l’index 

de croissance (IC) (Equation (5)). 

𝐸𝑞𝑢𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (5) ∶ IC =  DO600([Ru(II)]1) / DO600(Contrôle)     

Par exemple, à J1, si les souches « contrôle » et « traitée » ont repoussé de la même façon alors 

le rapport est égal à 1. À mesure de l’application des cycles, si le rapport est toujours égal à 1, 

alors il n’y a pas « d’effet long terme » observé. Plus le rapport est faible, plus la capacité de la 

souche à pouvoir repousser après traitement est faible (Figure 29). La principale chose notable 

à la suite de ce test est que, au bout de 5 cycles de PDT à base de [Ru(II)]2, la souche PaH n’a 

pas bien supporté le traitement (IC < 0,04). Pour trois autres souches testées avec ce complexe, 

                                                      
18 Résistome : ensemble des résistances gènes de résistances (endogènes ou acquises) pour un ou plusieurs 

antibiotiques donné(s) 

198



aucune variation d’IC n’a été observé. Ces tests pourrait être reproduits en utilisant des doses 

de [Ru(II)]1 plus importantes afin de voir si un effet long-terme sur PaH avec ce PS peut 

également être observé. 

On peut en déduire que, à l’issue d’un certain nombre de cycles, il est possible de déclencher 

un effet PDT sur une souche qui, au premier traitement, ne semblait pas être sensible.  

 

Figure 29. Evaluation de l’index de croissance (IC) après 8 cycles consécutifs de PDT contre les quatre souches 

d’intérêt.  

Ces tests ont mis en avant une des limites de l’application PDT avec l’utilisation de [Ru(II)] 

comme PS : l’effet observé est davantage bactériostatique que bactéricide. En effet, malgré les 

traitements consécutifs avec le [Ru(II)]2, des souches testées (hormis  PaH) peuvent repousser 

normalement d’un cycle à l’autre. Ceci traduit un effet transitoire du traitement. Tester cette 

approche avec davantage de souches cliniques et avec des PS autres que les [Ru(II)] serait 

pertinents pour mieux comprendre l’effet à long terme d’une PDT antimicrobienne dans le 

contexte de la mucoviscidose.  
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2. PDT antimicrobienne et thérapie génique 

 

Dans le cadre des infections bronchopulmonaires chez les patients CF, combiner les thérapies 

antimicrobiennes entre elles permettrait, sur le long terme, de réduire l’utilisation des 

antibiotiques et ainsi, limiter la propagation des résistances associées. Cependant, les 

infections ne sont pas les seules manifestations pulmonaires à impacter les capacités 

respiratoires des patients. L’idée de combiner une approche antimicrobienne à une approche 

à visée curative serait intéressant. Utiliser des formulations permettant d’obtenir les activités 

de transferts de gènes aux activités antimicrobiennes serait une stratégie combinatoire 

pertinente dans l’objectif de réduire les infections tout en augmentant la quantité de CFTR 

fonctionnel. 

 

Nota bene 

L’étude suivante a pour objectif de mettre en avant l’intérêt de liposomes fonctionalisés dans 

une approche combinatoire incluant une thérapie génique et une application antibactérienne. 

Le potentiel des lipides cationiques comme agents de transfection a été démontré dans un 

certain nombre d’études réalisées dans le cadre d’une collaboration de l’équipe GTCA et celle 

du Pr. Paul-Alain Jaffres (UMR CNRS 6521)[140]. Des techniques de fonctionalisation telles 

que la « réaction-click » peuvent permettre d’obtenir des vecteurs compatibles pour d’autres 

approches que le transfert de gènes. À notre connaissance, l’idée de les fonctionaliser avec des 

molécules photosensibles pour obtenir des formulations transfectantes et antimicrobiennes 

par PDT n’a pas été rapporté dans la littérature.  
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Abstract: Click chemistry is a powerful method to graft various moieties on a chemical backbone, 12 

thereby allowing implementing multiple properties in a single molecular scaffold. Here, a previ- 13 

ously reported lipophosphoramide (BSV36) was used to prepare a series of liposomes clicked with 14 

either a thioamide-1,8 naphtalimide or a nitroaniline moiety, this being done before or after lipo- 15 

some preparation. The various liposomes thus obtained could display – separately or in combina- 16 

tion – multiple properties, i.e. fluorescence, NO release, and ROS generation. They were used to 17 

conduct a series of assays highlighting their potential to photo-inactivate clinical bacterial strains, 18 

to tag bacteria via fluorescence detection, and to deliver DNA into human-derived cell lines. Im- 19 

portantly, these activities may be cumulatively obtained, without any obvious reciprocal interfer- 20 

ence. This work thus opens up further perspectives for the use of multimodular nanovesicles for 21 

various biomedical applications, especially the treatment of recalcitrant infections in the context of 22 

genetic diseases such as cystic fibrosis. 23 

Keywords: antibacterial; fluorescence; gene therapy; NO release; ROS generation; theranostic 24 

 25 

1. Introduction 26 

Liposomes are versatile carriers and platforms useful for many biomedical applica- 27 

tions, in as diverse fields as vaccination, dermatology, and gene delivery to cite only few. 28 

Our team has a long standing expertise working with cationic lipids, especially lipophos- 29 

phoramides. In a previous work, we have reported that liposomes prepared with arson- 30 

ium-containing lipophosphoramides were capable to achieve gene transfer into eukary- 31 

otic cells while killing bacteria in their surrounding medium [1]. These “all-in-one” lipo- 32 

somes were shown active – per se – meaning without carrying any biocide component and 33 

only due to their chemical composition and formulation. A detailed structure-activity re- 34 

lationship study pointed out the respective importance on the activities studied of the 35 

different parts of amphiphiles i.e. the polar headgroup, the linker and the hydrophobic 36 

domain. It is noteworthy here that ammonium-containing lipophosphoramides were 37 

found inefficient (up to 200 µM) against the bacteria investigated, highlighting the prime 38 

importance of the cation in the polar headgroup. 39 

Implementation of several properties in a given molecular scaffold may be done fol- 40 

lowing different chemical strategies, including via click reaction, for bioconjugation join- 41 

ing moieties used as substrates with specific biomolecules. This has been successfully 42 

used in very different settings, notably for decorating liposomes. For instances, Khalil et 43 
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al. reported the incorporation of lipophilic phosphonodithioesters in phospholipid formu- 44 

lations via metal free coupling [2]. The synthesis of cationic amphiphilic compounds was 45 

also reported through the use of the phosphonodithioester-amine coupling reaction. It 46 

was shown that this versatile reaction can occur at room temperature without the aid of 47 

any catalyst; it was used to bind a lipid moiety to a polar head group and the resulting 48 

amphiphiles were shown efficient to perform gen delivery in cell lines [3]. Yet, click reac- 49 

tion could be used for implementing many other, including photochemical, properties.  50 

Photodynamic therapy shows great promise for therapeutic applications in many 51 

clinical settings [4,5]. It may be achieved using different types of so-called photosensitizers 52 

(PS), for inducing the generation of reactive oxygen species (ROS). For instance, we have 53 

recently reported the potential of Ruthenium(II) complexes for obtaining antibacterial ef- 54 

fects towards clinically relevant bacterial strains, namely Staphylococcus aureus and Pseu- 55 

domonas aeruginosa. Apart these specific PS, other compounds can also release biocidal 56 

molecular species, in particular nitic oxide (NO) also useful for NO antimicrobial therapy. 57 

Naphthalimide derivatives have been reported in multiple instances for sensor applica- 58 

tions, due to interesting fluorescence properties [6]. It may also behave as a PS although, 59 

to our knowledge, that used in the present study (i.e. thioamide-1,8 naphtalimide) has 60 

been scarcely used for PDT purposes yet. 61 

In the present work, we report on the use of the ammonium-containing lipophospho- 62 

ramide BSV36 to prepare a series of liposomes functionalized via click chemistry with 63 

either or both of thioamide-1,8 naphtalimide and nitroaniline. They were characterized as 64 

regard (i) their physicochemical and photophysical properties, (ii) gene transfer activity 65 

into human cell lines, and (iii) phototoxic effects towards Gram(+) and Gram(-) bacterial 66 

strains or eukaryotic cells. Finally, we examined whether eukaryotic cell transfection and 67 

antimicrobial photodynamic inactivation could be obtained using a same liposomal prep- 68 

aration.  69 

2. Results 70 

Liposomal preparations and physicochemical characterizations 71 

 In this study, the BSV36 cationic lipid was used as a benchmark compound for pre- 72 

paring “bare” (non-functionalized) liposomes and three derived click chemistry function- 73 

alized liposomes, hereafter noted BSV36, BSV36(1), BSV36(2), and BSV36(3), respectively 74 

(Figure 1A). 75 

Liposomes were prepared using the thin lipid film hydration method, as previously 76 

reported [7,8]. For preparing BSV36(1) and BSV36(3), BSV36 was first mixed with the thi- 77 

oamide-1,8 naphtalimide lipid (b) before preparation of the lipid film. BSV36(2) and 78 

BSV36(3) were obtained after liposome formation, following functionalization via click 79 

reaction engaging the dithioester of (c) with the nitroaniline (d).  80 

Beside gene delivery ability provided by BSV36, the various functionalized BSV36- 81 

based liposomes were expected to exhibit additional properties, i.e. fluorescence 82 

(BSV36(1)), NO release (BSV36(2)), ROS generation (BSV36(1)), or all at once (BSV36(3)) 83 

(Figure 1B).  84 

Following preparation of liposomes, they were characterized by dynamic light scat- 85 

tering (DLS) to determine their respective size, polydispersity index (PDI) and zeta poten- 86 

tial. The distribution of sizes and zeta potential varied from 116.0 to 171.5 nm and 5.4 to 87 

25.3 mV, respectively (Figure 1B), with repeatable values and acceptable PDI. Considering 88 

UV-visible absorption, three different peaks could be observed that could be ascribed to 89 

either BSV36 ( max ~280 nm), the nitroaniline moiety ( max ~385 nm) or the 1,8 naphta- 90 

limine grafting ( max ~450 nm), respectively (Figure 1C). 91 
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 92 

Figure 1. Individual compounds (A) and their combinations in liposomes characterized via DLS (B) 93 
and UV-visible spectrophotometry (C). (a) BSV36, (b) thioamide-1,8 naphtalimide lipid, (c) dithioe- 94 
ster lipid, (d) nitroaniline. Liposomal formulations were first prepared by mixing (a), (b), and/or (c) 95 
and using the thin lipid film hydration method. An additional step consisted to click react (d) with 96 
(c) to obtain either BSV36(2) and BSV36(3). 97 

Transfection assays 98 

Every liposome formulation was mixed with a fixed amount (i.e. 0.25 µg) of lucifer- 99 

ase-encoding pDNA (pGM144 [9]) in order to form lipoplexes characterized with different 100 

positive to negative charge ratios (which corresponds to the positive charges provided by 101 

trimethyl-ammonium headgroup in BSV36 to the negative charges provided by the 102 

pDNA). After complexation for 30 min at room temperature, these mixtures were used to 103 

conduct several assays.  104 

First, samples were subjected to agarose gel electrophoresis. For all tested BSV36- 105 

based liposomes, the results demonstrated that the pDNA was fully compacted within 106 

liposomes, regardless their compositions and the CR tested (Figure S1).  107 

Second, complexes were added to the culture medium of various cell lines growing 108 

as adherent monolayers. After 24 h of transfection, cells were lysed to proceed to luciferase 109 

assay, viability test and protein dosage. The well-documented lipophosphoramide KLN47 110 

was used as a positive control in transfection experiments (Figure 2) Except at CR2 with 111 

A549 and CFBE, BSV36(1)-based lipoplexes were potent to transfect cells, as efficiently as 112 

BSV36-based lipoplexes. BSV36(2) and BSV36(3) demonstrated comparable or even sig- 113 

nificantly better transfection efficiencies in comparison to BSV36. 114 
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 115 

Figure 2. Transfection efficiency and viability assay of BSV36-based lipoplexes as determined using 116 
16HBE (A), A549 (B) and CFBE (C) cell lines. Transfection efficiency are expressed by normalizing 117 
luciferase signal to protein content (in the unit of RLU/mg). Viability are expressed relative to un- 118 
treated cells (in %; the dashed horizontal line specifies 100% cell viability). KLN47 was used as a 119 
positive control; (a) (b) and (c) correspond to p-values ≤ 0.05, 0.01 and 0.001, respectively (compari- 120 
son with BSV36-based lipoplexes). “-“ and “DNA” stand for untreated cells and cells mixed with 121 
naked (uncomplexed) DNA, respectively. 122 

As for cell viability, it was noticeable that all the liposomes evaluated did not show 123 

any strong detrimental effect; even for the highest CR tested, viability indeed remained 124 

above 75% that of untreated cells. This highlighted the ability of this family of compounds 125 

to achieve safe and efficient gene delivery into the cell lines evaluated, in accordance with 126 

previous findings [7,8].  127 

 128 

Photophysical assays 129 

Photophysical assays were conducted for assessing the ability of the various BSV36- 130 

based liposomes to release NO or to induce the generation of singlet oxygen or intracellu- 131 

lar ROS 132 
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As for singlet oxygen, the measurements performed using the SOSG dye showed that 133 

none of the liposomes evaluated could generate any detectable amounts of this reactive 134 

oxygen species (Figure S2). 135 

DCFH-DA is a cell-permeable probe that can be converted in strongly fluorescent 136 

dichlorofluorescein (DCF) in the presence of intracellular ROS. The latter were dosed after 137 

light treatment of either S. aureus (RN4220 and N315) or P. aeruginosa (PA19660 and PAH) 138 

incubated in the presence of the various liposomes. First, BSV36 and BSV36(2) were not 139 

capable to produce any detectable intracellular ROS in any of the experimental condition 140 

investigated. On the contrary, upon light treatment, BSV36(1) and BSV36(3) induced the 141 

obvious production intracellular ROS, which was about 2 times more important is S. au- 142 

reus strains than in P. aeruginosa strains (Figure 3). These results demonstrated that the 1,8 143 

naphtalimine moiety in the two abovementioned liposomes provided photosensitive 144 

properties that can lead to induce intracellular photodamages in bacteria. They also sug- 145 

gested that the DCFH-DA probe is insensitive to the NO released by BSV36(2) and 146 

BSV36(3) upon light irradiation. 147 

 148 

 149 

Figure 3. Intracellular ROS production generated by BSV36-based liposomes in bacteria after 150 
DCFH-DA assimilation. Experiments were realized for S. aureus (RN4220 (A)) and N315 (C)) and P. 151 
aeruginosa (PA19660 (B) and PAH (D)) strains. Negative controls (-) are non-exposed bacteria to 152 
BSV36. Positive controls (+) are bacterial lysates obtained by mixing bacteria with 30 vol. H2O2. 153 

Fluorescence assay 154 

The fluorescence of BSV36-based liposomes was evaluated in the absence or presence 155 

of bacteria. As expected, BSV36(2) did not yield any detectable fluorescence in any condi- 156 

tion. Considering BSV36(1) and BSV36(3), no fluorescence spot could be detected in the 157 

absence of bacteria whereas, in the presence of S. aureus, highly fluorescent aggregates 158 

could be detected (Figure 4). Some fluorescent spots could also be observed in the pres- 159 

ence of P. aeruginosa, although they were more discrete and weaker. No difference could 160 
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be noticed whether a light treatment was applied or not. These results highlight that lip- 161 

osomes containing a thioamide-1,8 naphtalimide lipid (herein BSV36(1) and BSV36(3)) 162 

may be useful for the detection of specific bacterial species. 163 

 164 

 165 

Figure 4. Detection of bacteria using BSV36-based liposomes by fluorescence microscopy imaging. 166 
Liposomes were tested at the dose of 300 µM. Bacteria alone (without any liposome) are non-fluo- 167 
rescent (not shown), which is also the case when they are mixed with BSV36(2). Note that the mi- 168 
croscope field of view are different for each image. 169 

Antibacterial assay 170 

Antibacterial phototoxic effects towards S. aureus (RN4220 and N315 and P. 171 

aeruginosa (PA19660 and PAH) were evaluated for two concentrations (i.e. 300 µM and 30 172 

µM) of the various BSV36-based liposomes. Every condition was prepared in 6 replicates, 173 

including 3 samples non-exposed to light (OFF) and 3 samples subjected to light treatment 174 

(as described in Materials and Methods section). The bacterial growth decay time (BGDT), 175 

i.e. the bacterial growth delay between a given treated condition to that of a control 176 

(untreated) condition, was used to assess antimicrobial effects (see Figure S3 and 177 

Materials and Methods for more details about calculations).  178 

In all cases (Figure 5), BSV36 derivatives bearing a NO donor moiety (i.e. BSV36(2) 179 

and BSV36(3)) did not induce any noticeable antibacterial phototoxic effect, although 180 

these formulations were shown efficient for NO production (see Photophysical assays 181 

section). Furthermore, the toxicity of these liposomes appeared to decrease upon light 182 

treatment, although this effect could not be ascertained from a statistical point of view. 183 

On the contrary, BSV36(1) displayed, at low and high doses, a strong phototoxicity against 184 

S. aureus. Complementary experiments allowed to point out the contribution of the 1,8 185 

naphtalimine moeity in the antaibecatrial effect observed (Figure S4). All BSV36-based 186 

liposomes exhibited a toxicity independent of light against both P. aeruginosa strains. 187 

Other tests using E. coli further shown that antibacterial effects were mostly directed 188 

against S. aureus strains (Figure S5), thus highlighting a specificity for these formulations 189 

and in accordance with the general higher sensitivity of Gram(+) bacteria as previously 190 

reported [1]. To be further detailed.  191 

 192 
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 193 

Figure 5. Antibacterial effect after treatment of bacteria with BSV36 liposomes upon (ON) light treat- 194 
ment, compared with corresponding liposomes kept in the dark (OFF). Results are reported for S. 195 
aureus RN4220 and N315 (A and B, respectively) and P. aeruginosa PA19660 and PAH (C and D, 196 
respectively). The sign “-“ stands for untreated bacteria. 197 

Potential for a combinatory approach 198 

To lay the basis of a combinatory – gene transfer and antimicrobial – approach using 199 

BSV36-based liposomes, parameters related to light safety and therapeutic window (TW) 200 

were first determined.  201 

Firstly, the possible impact of light on the stability of lipoplexes was evaluated. 202 

Briefly, lipoplexes prepared at CR8 were exposed to light treatment and subjected to elec- 203 

trophoresis, as previously described. The results suggested that light irradiation did nei- 204 

ther induce any obvious DNA degradation nor complex dissociation (Figure 6A). Sec- 205 

ondly, the viability of cells incubated with BSV36-based liposomes either kept in the dark 206 

or treated by light was evaluated. It is first noteworthy that light alone did not induce 207 

detectable toxicity for any cell line (Figure 6B). Furthermore, whatever the tested lipo- 208 

some, viability was measured above 80%, thus further attesting the excellent safety profile 209 

of the formulations assayed. 210 
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  211 

Figure 6. Safety of BSV36-based liposomes towards DNA (A) and cells (B). Lipoplexes were sub- 212 
jected to light irradiation before being assayed using agarose gel electrophoresis. Cells were exposed 213 
to the various liposomes (at the dose of 30 µM) and were either kept in the dark (left panel) or 214 
exposed to light (right panel) before evaluation of their viability. The horizontal dashed line speci- 215 
fies 100% cell viability. 216 

Then, we wonder whether BSV36-based liposomes could be effective to achieve both 217 

antibacterial activity and safe gene transfection in eukaryotic cells. It was indeed noted 218 

that the range of effective concentrations in our previous assays may allow using lipo- 219 

somes for these two purposes. To clearly assess the existence of a therapeutic window 220 

when using the liposomes for antibacterial and gene transfection assays, we performed 221 

complementary tests at the dose of 30 µM. This dose, previously used in antibacterial as- 222 

say (see previous section), was indeed also that tested in our abovementioned transfection 223 

assay, since cells transfected with lipoplexes prepared at CR8 were actually exposed to 224 

such liposome concentration. As shown in Figure 7A, the results obtained showed that, 225 

for all the cell lines considered, BSV36 yielded similar or even better transfection efficien- 226 

cies compared to BSV36. Furthermore, viability values do not seem to be drastically de- 227 

creased at this CR. The mixtures CR8 were also tested as standard antibacterial assay by 228 

using S. aureus. BSV36(1) conserve its phototoxic properties when its mixed at CR8 (Figure 229 

7B). Surprisingly, the inverse effect was observed for BSV36(3). These results underlined 230 

the potential of BSV36(1) for combinatory strategies.  231 

 232 

 233 

 234 
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 235 

Figure 7. Transfection efficiency, cell viability (A) and bacterial photo-inactivation (B) of the various 236 
BSV36-based lipoplexes formed at CR8. The cells and bacteria evaluated were … and S. aureus 237 
RN4220, respectively. The sign “-“ stands for cells or bacteria alone. The horizontal dashed lines 238 
with different colors specify the signal intensity measured with non-functionalized (bare) BSV36- 239 
based liposomes or lipoplexes. 240 

3. Discussion 241 

In this study, the ammonium-containing lipophosphoramide BSV36 was used a plat- 242 

form to prepare a series of derived liposome formulations. The reason for choosing that 243 

specific cationic lipid were at least twice, i.e. (i) its already demonstrated efficiency to de- 244 

liver DNA into various cell lines [7] and (ii) its inefficiency to inactivate bacteria (up to 200 245 

µM, [1]). The latter was though relevant for the present study since we reasoned it would 246 

allow to better highlight the contribution of liposome functionalization(s) the antibacterial 247 

effect measured. 248 

In the bioassays conducted, eukaryotic and bacterial strains were used for also some 249 

intended reasons. All eukaryotic cells (i.e. 16HBE, A549 and CFBE) originated from the 250 

lung epithelium, which may be the site of pulmonary infections in various medical con- 251 

ditions, especially in patients with cystic fibrosis (ref). Related to the latter, we investi- 252 

gated S. aureus and P. aeruginosa, which are both major pathogens responsible for severe 253 

complications in these patients. Thus, our results may show some relevance in the specific 254 

context of pneumonia, which is characterized with multiple issues where poly-functional 255 

scaffolds may be particularly suitable to provide adequate integrated solutions. Beyond 256 

this, the investigation of antibiotic alternatives such as antimicrobial photodynamic ther- 257 

apy is a requisite to counter the looming antimicrobial resistance pandemic responsible 258 

for recalcitrant bacterial infections caused by antibiotic resistant strains. 259 

NO producing formulations were found very effective to release NO in detectable 260 

amounts under specific experimental settings. However, no antibacterial effect attributa- 261 

ble to NO could be found. It has been shown that NO could exert either benefic or toxic 262 

effects, depending on the concentration and the localization where it is realized (erf). In 263 
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the specific context of cystic fibrosis, inhaled NO has been reported to play a key role in 264 

patients [10], accounting for their clinical status while providing a mean for beneficial 265 

therapeutic outcomes [11]… 266 

Assays were done to determine the utility of same lipoplexes at one given dose to 267 

achieve, separately, gene transfer and antibacterial activities. The results actually showed 268 

the possibility to do so, thus demonstrating that a therapeutic window can be found for 269 

such nano-assemblies. Additional studies should be done, in particular in a simultaneous 270 

assay mixing bacteria and eukaryotic cells [1], under similar condition occurring in the 271 

lungs of patients especially with cystic fibrosis. 272 

Considering the antibacterial inefficiency of BSV36 liposomes, it is suggested that it 273 

may useful to use antibacterial effective, cationic lipids, especially arsonium-containing 274 

lipophosphoramides [1]. Indeed, designing formulations like those reported herein in 275 

which KLN47 for instance would be used instead of BSV36 may allow achieving stronger 276 

antibacterial effects, via multiple mechanism of actions, thus also limiting the risk of re- 277 

sistance emergence. Future studies may allow supporting such assumption. 278 

4. Materials and Methods 279 

Photophysical properties 280 

Size and Zeta potential measurements were performed at 25 ◦C by using the Zetasizer 281 

Nano ZS (Malvern). Briefly, 50µM of each formulation were prepared in Milli-Q water in 282 

a final volume of 1 mL from stock solutions containing 25mM of BSV36. Then, 800 µL of 283 

these solutions were transferred in Malvern DTS1060 cuvettes for size (n=3) and zeta po- 284 

tential (n=3) measurements. 285 

UV-visible and fluorescence emission spectra were determined for a final liposome 286 

concentration of 600 µM (200 µL/well) in Milli-Q water. All fluorescence and absorbance 287 

measurements were conducted by using the Mithras2 LB 943 (Berthold Technology). 288 

Bacteria and eukaryotic cell lines 289 

Two strains of S. aureus, i.e. RN4220 [12] and N315 [13], and two strains of P. aeru- 290 

ginosa, i.e. the P. aeruginosa (Schroeter) Migula (ATCC® 19660™, herein noted PA19660) 291 

and the cystic fibrosis originating PAH [1], were used for conducting antibacterial tests. 292 

Bacterial inocula were prepared with Luria Bertani (LB) broth and grown at 37 °C under 293 

220 rpm. Cellular tests were performed using four human epithelial cell lines, namely the 294 

human bronchial epithelial cell line 16HBE 14o- , the human cystic fibrosis bronchial epi- 295 

thelial cell line CFBE 41o-, the adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cell line 296 

A549 (ATCC CCL-185) and the human lung adenocarcinoma cell line Calu-3 (ATCC HTB- 297 

55). Culture media were EMEM (for 16HBE and CFBE) and DMEM (for A549 and Calu- 298 

3), each supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% antibiotic and 1% L-glutamine. 299 

Cells were grown at 37 ◦C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. Around 20,000 300 

to 40,000 cells per wells (corresponding to cellular confluence of 80%) were seeded into a 301 

96-well plate depending on cell lines growth rate. They were incubated at 37 ◦C the day 302 

before conducting a transfection assay. 303 

Light treatment 304 

Each formulation was added in the 96-wellplate containing cells (prepared as de- 305 

scribed in the previous section) or bacteria (105 CFU/mL in Saline) to achieve a final con- 306 

centration of 30 µM. Every condition were replicated/reproduced in 6 wells: 3 unexposed 307 

(OFF) and exposed (ON) to light treatment. Irradiation protocol was performed by posi- 308 

tioning the plate in the center of the illumination area (IA) obtained at the bottom (at 25 309 

cm) of a UV lamp emitting light at 415 nm (ref). The power of the light emitted was … 310 

mW. Every illumination consisted of two successive illumination steps for a period of 30 311 

min interspaced with 30 min under ambient light. 312 

Photochemical reaction 313 
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Singlet oxygen and intracellular ROS production were evaluated using SOSG and 314 

DCFH-DA probes, respectively, as previously described [5]. Briefly, 108 CFU/mL of each 315 

bacteria were mixed with 10 µM of DCFH-DA probe during 30 min at 37°C in the dark. 316 

Then, after a centrifugation step, pellets were suspended with solutions containing 300 317 

µM of BSV36-based liposomes before light treatment, as previously described. Fluores- 318 

cence was measured following the manufacturer’s recommendations. 319 

Evaluation of cellular and bacterial phototoxicity 320 

Following 24 h of light-treatment, phototoxicity was evaluated in cellular and bacte- 321 

rial assay. For cellular phototoxicity, the culture medium was removed from every well 322 

and passive lysis buffer (PLB) was mixed to the Vialight buffer (Lonza, Basel, Switzerland) 323 

(ref). For bacterial phototoxicity, the effect was estimated, as previously described [5,14], 324 

by firstly dropping each condition on a LB agar plate then by inoculating the same volume 325 

in a 96-wellplate containing 195 µL/well of LB liquid medium. The agar plates were incu- 326 

bated at 37°C during 24h. The 96-wellplate was introduced into the Mithras2 LB943 mi- 327 

croplate reader (Berthold) for at least 16 h at 30°C, stirring and OD readings (at 600 nm) 328 

being repeated every 10 min.  329 

For assessing antibacterial effects, we considered the bacterial growth decay time 330 

(BGDT), which was defined as the growth delay of bacteria in a given treated condition 331 

compared to that of a control (untreated) condition. For this determination, the start 332 

growth time (SGT) was defined as the time from which a bacterial growth reaches an 333 

optical density threshold (i.e. reaching a turbidity considered sufficient to reflect an actual 334 

growth). Thus, the following formula was used to calculate the BGDT:  335 

 336 
𝐵𝐺𝐷𝑇 = 𝑆𝐺𝑇(𝑇𝑒𝑠𝑡) − 𝑆𝐺𝑇(𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙) 337 

Eq. (1) with Cnt, control (in then absence of any liposomes) condition and Test, test (in the 338 

presence of a given liposome) condition, both being determined with samples either 339 

exposed (ON) or non-exposed (OFF) to light treatment. 340 

Fluorescence microscopy 341 

Briefly, bacterial inoculum containing 109 CFU/mL were mixed with 30 µM of a 342 

gieven liposomal solution. After light treatment, 15 µL of this mixture were mounted be- 343 

tween slide and coverslip before analyzing fluorescence via fluorescence microscopy (ref). 344 

The interactions between the formulations and bacteria were evaluated by measuring the 345 

fluorescence intensity using excitation and emission wavelengths at 450-480nm and 500- 346 

550nm, respectively. 347 

Transfection assays 348 

Liposomes were sonicated for 10 min at 38 °C before mixing with 0.25 µg of the lu- 349 

ciferase-encoding pDNA pGM144 [9]. Each formulation was tested at different charge ra- 350 

tios (CRs) from 2 to 8 with DNA in water. The reference compounds BSV36 and KLN47 351 

were tested in parallel. All mixtures were incubated at room temperature for 30 min, then 352 

DNA complexation was checked by electrophoresis in 0.8% agarose gel at 100 V, 90 mA 353 

for 20 min. Upon migration, the gel stained with ethidium bromide was visualized using 354 

a UV transilluminator (ref). Prior to complexation evaluation, in cell lines’ plate, the com- 355 

plexes were added in wells. Following 24 h of incubation at 37°C, the medium was re- 356 

moved and the lysis were lysed as previously described. Luciferase and total proteins 357 

quantification were determined on lysates to evaluate transfection efficiencies by using 358 

the Luciferase Assay System (Promega) and the BC assay kit (Uptima), respectively. Cell 359 

viability was determined by using the Vialight Plus Cell Proliferation and cytotoxicity 360 

assay (Lonza), using Mithras2 LB 943 system (Berthold), following to the manufacturer’s 361 

guideline. Data were expressed as relative light units (RLU) per milligram of total protein 362 

(mean ± SD with n = 3) for transfection efficiencies, whereas for viability assays, results 363 

were expressed as a percentage of untreated cells. 364 
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Statistical analysis 365 

For every assay, tests were done in technical triplicates (n = 3) and the results corre- 366 

spond to the mean and standard deviation (mean  SD). Data were statistically compared 367 

by using a Student t-test processed with Prism software version 6.00 (GraphPad, San Di- 368 

ego, 300 CA, USA). Statistically significant differences were denoted as follows: *, p-value 369 

≤ 0.05, **, p-value ≤ 0.01 and ***, p-value ≤ 0.001. 370 

3. Conclusions 371 

This study allowed drawing several conclusions, as follows: (i) Compared with the 372 

non-functionalized BSV36 liposomes, BSV36(1)/(2)/(3) showed in most cases as good in 373 

vitro transfection activities and were well-tolerated by all the cell lines tested. This showed 374 

that the functionalization of BSV36 liposomes did not alter transfection ability. (ii) 375 

BSV36(1) could exert phototoxic effects towards bacteria while BSV36(2) and BSV36(3) 376 

were much less or not at all efficient from that point of view. This highlighted the pre- 377 

dominant role of the head 1,8-Naphtalimide, showing that both fluorescence and ROS 378 

generation may be preserved after grafting on an amphiphile. Only weak effect were 379 

measured due to NO release, which may result from an insufficient release to exert an 380 

antibacterial effect and/or some interference due the presence of amphiphilic compounds. 381 

(iii) It is possible to use BSV36-based liposomes at phototoxic doses for bacteria that are 382 

tolerable for eukaryotic cells. Finally (iv), BSV36(1) could retain phototoxic effects on bac- 383 

teria even when complexed with a pDNA. A therapeutic window can be found to achieve 384 

both antibacterial and transfection activities with same liposomal preparations. In conclu- 385 

sion, this study shows that click chemistry functionalized lipoplexes could exert multiple 386 

effects at once, in particular for delivering DNA in eukaryotic cells while killing patho- 387 

genic bacteria. This study thus serves as a further demonstration of the utility of click 388 

chemistry to implement multiple properties in a liposome platform useful for multimodal, 389 

including theranostic, applications. 390 
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 474 

Figure S1. Gel electrophoresis of complexes prepared by mixing BSV36-based liposomes with pGM144 at CRs ranging from 475 
2 to 8 in water. 476 

 477 

 478 

Figure S2. Quantification of singlet oxygen production upon light irradiation of the various liposomes. 479 

 480 

 481 
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 482 

Figure S3. Example of growth curves achieved following incubation of S. aureus RN4220 in the absence of presence of a 483 
liposomal formulation and after a light treatment was applied. The start growth time (SGT) corresponds to the time from 484 
which OD600 reaches a defined threshold (here set at 0.3). The inset shows the reduction of bacterial density in the 485 
treated condition which is consistent with the delayed bacterial growth evidenced. “Ctrl” corresponds to bacteria that 486 
were not mixed with any liposome. 487 

  488 

 489 

Figure S4. Demonstration of the role of 1,8 naphtalimine in the photodynamic antibacterial effect of BSV36(1). The bac- 490 
terial strain evaluated was S. aureus RN4220. “Ct-“ corresponds to bacteria that were not mixed with any liposome. 491 
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 492 

Figure S5. Antibacterial effect after treatment of E. coli with BSV36 liposomes upon (ON) light treatment, compared with 493 
corresponding liposomes kept in the dark (OFF).  494 

 495 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

Une discussion vient finaliser ce manuscrit afin de repositionner le sujet d’étude dans la 

thématique générale du laboratoire et de faire le lien entre le travail réalisé et la poursuite des 

travaux à ce sujet. Enfin, des perspectives d’applications de la PDT seule ou en combinaison 

dans le cadre des infections bronchopulmonaires seront évoquées. 

I. Remise en contexte du sujet 

Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont été menés sous la direction de Dr Tony Le Gall 

au laboratoire UMR INSERM 1078, dans l’équipe GTCA « Gene Transfert and Combined 

therapeutic Approaches », dirigée par Pr. Tristan Montier. Dans cette équipe, les thérapies à visée 

curative, dont la thérapie génique, sont les principaux sujets d’étude. Dans le contexte de la 

Mucoviscidose, cette thérapie a pour objectif de restaurer une quantité de protéine CFTR 

fonctionnelle. Cependant, les infections respiratoires bronchopulmonaires pourraient 

compromettre son efficacité. Afin d’y remédier, apporter une dimension antimicrobienne à 

cette stratégie serait pertinent. De façon générale, l’application de la PDT a été envisagée sous 

deux approches combinatoires. La première consisterait à combiner séquentiellement une 

approche antimicrobienne à une application de thérapie génique ; la deuxième serait d’utiliser 

des nanoparticules permettant de répondre aux deux approches à la fois. 

II. Synthèse des travaux réalisés 

Tout d’abord, l’objectif des études présentées dans ce manuscrit était de fournir des éléments 

de réponse à la problématique générale suivante : « La PDT est-elle une alternative 

thérapeutique envisageable pour lutter contre les infections bronchopulmonaires retrouvées 

chez les patients CF ? ». Son intérêt clinique dans plusieurs modèles infectieux a été décrit dans 

la revue précédemment mentionnée (Cf Section Introduction, partie I, 2.3.). Lors d’une 

première étude valorisée en 2018 par Le Gall T. et al, un criblage de PS de type Ruthénium(II) 

polypyridyl ([Ru(II)]) avait permis d’identifier des candidats intéressants permettant la photo-

inactivation de souches CF (S. aureus et P. aeruginosa). Sur la base de ces travaux, des essais de 
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PDT avec des PS d’intérêt ont été réalisés dans des conditions expérimentales se rapprochant 

de celles retrouvées chez les patients CF afin d’évaluer la compatibilité de la PDT dans le 

contexte physiopathologique (Cf Section Résultats, partie I, 1.1.). Cette étude témoigne de 

l’importance de la structure chimique du [Ru(II)] sur l’efficacité PDT. En effet, le greffage de 

ligand de type T-Fluorenyl confère une meilleure efficacité face à l’ensemble des différentes 

conditions physicochimiques et microbiologiques testées, exceptée face à la présence de 

biofilm. Malgré une étape d’illumination plus longue et une concentration en PS augmentée 

lors des tests antibiofilm, l’efficacité PDT de [Ru(II)]2 est fortement réduite en comparaison 

au [Ru(II)]1. Par ailleurs, l’étude réalisée sur le devenir des [Ru(II)] dans les matrices 

extracellulaires de type biofilm et ASM à mis en avant leur faible capacité à diffuser et à 

conserver leurs propriétés dans ces milieux (Cf Section Résultats, partie I, 1.2). Ces paramètres 

limitants mettent en lumière la nécessité d’utiliser des [Ru(II)] davantage optimisés en terme 

de synthèse chimique.  Ce travail se poursuit dans le cadre d’un projet ANR (2021-2024, porté 

par Dr Tony Le Gall en France et Pr Holger Schönherr en Allemagne) visant à développer des 

systèmes polymériques optimisés à base de complexes de Ruthénium et susceptibles de 

contourner les limitations identifiées avec les complexes « nus » utilisés lors de cette thèse. 

L’encapsulation des [Ru(II)] dans des nanoparticules basées sur des substances polymériques 

comme l’acide polyactique (PLA) ou encore du polyéthylène glycol (PEG) a déjà été 

mentionnée comme étant une bonne stratégie pour augmenter les propriétés photoactives des 

[Ru(II)] [208–210]. 

III. Complexification du modèle d’étude 

Les études in vitro réalisées dans le cadre de la PDT antimicrobienne se font majoritairement 

en utilisant des modèles bactériens en monoculture planctonique [10,63]. Cependant, les 

infections chroniques affectant les zones du corps communiquant avec l'environnement 

extérieur, comme la peau ou les poumons, sont souvent polymicrobiennes et associées au 

développement de biofilm [211]. La mise en place de modèles adaptés à ces spécificités a déjà 

été évoqué dans certaines applications PDT [212,213], autres que les infections 

bronchopulmonaires. Ces dernières, chez les patients CF, sont particulièrement complexes à 

reproduire dans un modèle. Au cours de cette thèse, des cultures polymicrobiennes de S. 

aureus et P. aeruginosa ont été optimisées sur des temps de croissance courts car la compétition 
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entre ces deux espèces menait inévitablement à l’éradication de S. aureus. Imiter le microbiome 

pulmonaire à l’échelle in vitro indépendamment d’un hôte rend difficile cette cohabitation 

inter-espèce. 

Une autre piste d’optimisation pour complexifier le modèle d’étude est de prendre en 

compte l’épithélium pulmonaire. La plupart du temps, l’innocuité des PS est vérifiée par des 

tests de viabilité sur cellules eucaryotes en condition immergée indépendamment des tests sur 

bactéries. Néanmoins, quelques études ont mis en avant l’intérêt de la PDT pour photo-

inactiver des pathogènes intracellulaires, comme S. aureus au sein des macrophages [214]. 

Dans le contexte CF, le développement de coculture est particulièrement complexe en raison 

(i) du fort degré d’infectiosité des pathogènes CF vers les cellules eucaryotes, (ii) du manque 

de recul pour définir les conditions de culture cohérentes (densité cellulaire et bactériennes, 

milieu, phénotype) et (iii) du manque de méthodologie pour visualiser indépendamment la 

viabilité cellulaire de celle des bactéries. Dans la première étude réalisée au cours de cette thèse 

(Cf Section Résultats, partie I, 1.1.), des tests de tolérance à la PDT ont été réalisés sur des 

cellules cultivées en interface air-liquide. Cette stratégie a déjà fait l’objet d’une étude similaire  

par Biel M. avec un dispositif commercial (EpiAirway™) [215].  

D’autres modèles plus pertinents comme les « lung-on-a-chip » pourraient être utilisés 

afin de mimer au plus proche l’épithélium pulmonaire au format d’une puce où celui-ci est 

vascularisé et est alimenté par un système microfluidique. Ce dispositif a pour avantage de 

contrôler les paramètres environnementaux mais aussi d’imiter une réponse immunitaire 

proche de celle déclenchée par les microorganismes [216,217]. Ce type de prototype permet de 

limiter le recours aux modèles animaux, notamment les modèles murins qui sont, les plus 

représentés dans le cadre de la PDT (Cf Section Introduction, partie I, 3.4.). D’autres petits 

modèles in vivo, intermédiaires au modèle murin, comme les insectes ou les larves de poissons, 

ont fait l’objet de plusieurs études [218,219]. Par exemple, les larves Zebrafish ont un intérêt 

majeur pour réaliser des études de dosimétrie (Cf Section Introduction, partie I, 3.5.). En effet, 

ce modèle est transparent et donc relativement adapté pour étudier les effets doses de la 

lumière [220,221]. Par ailleurs, Galleria mellonella est un modèle intéressant pour étudier, après 

infection puis traitement PDT, l’efficacité antimicrobienne et la réponse immunitaire innée 

associée  [222]. Vérifier l’innocuité du traitement (à la fois du PS mais également de sa voie 
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d’administration) dans ce type de modèle permettrait de valider une première étape avant de 

procéder à des tests sur rongeurs. 

Comme alternative à ces solutions, des pré-tests de délivrance de [Ru(II)]1 par aérosol 

ont été réalisés sur un modèle porcin à l’échelle ex vivo. Cette étude, très préliminaire, est une 

preuve de concept pour vérifier la capacité d’un [Ru(II)] de référence à (i) pouvoir être nébulisé 

et (ii) à être détecté à même un tissu. Les résultats ont démontré, après aérosol, que le [Ru(II)]1 

a conservé ses propriétés photophysiques et antimicrobiennes, peu importe le type de 

nébuliseur utilisé. Par ailleurs, sa fluorescence est détectable dans le modèle ex vivo jusqu’au 

poumon. À la suite de ces essais, plusieurs techniques pourraient venir compléter cette 

approche afin de déterminer la taille médiane des molécules nébulisées et la fréquence 

inhalable. Des dispositifs comme des impacteurs, par exemple, sont adaptés pour évaluer ces 

paramètres [223,224]. Par ailleurs, il serait intéressant de déterminer si le [Ru(II)]1 aérosolisé 

est toujours en capacité de produire de l’oxygène singulet.  

La délivrance de PS, mais aussi de source lumineuse, sont deux défis majeurs pour 

exercer une PDT dans les zones pulmonaires. Le choix de la source lumineuse peut s’avérer 

être moins critique dans un modèle porcin que dans un modèle murin au vu de la différence 

de largeur de la trachée (environ 1,5 cm chez le porc et 1,5 mm chez la souris). Cependant, à 

l’avenir, un modèle murin sera développé. Dans ce sens, une collaboration avec l’entreprise 

Evosens (Lannion, Bretagne) nous a permis de conceptualiser un système photonique 

compatible pour les deux modèles. Des pré-tests ont été réalisés sur souris sacrifiées de façon 

à évaluer les dimensions et le degré de flexibilité de la fibre optique à fabriquer pour atteindre 

efficacement les poumons (Figure 30).  
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Figure 30. Mise au point d'une intubation trachéale avec une fibre optique (Evosens (R)) chez la souris. 

Les dimensions requises de fibre en partant de la bouche (D0) pour atteindre (i) la carène 

(bifurcation) trachéale (D1) est de 3,5 cm et (ii) les bronches secondaires (D2), de 5,5 cm. De 

plus, afin de permettre une respiration aisée de l’animal pendant l’intubation, la largeur ne 

doit pas excéder 0,5 mm, et la gaine ne doit pas être trop flexible, ni trop rigide. Avant de 

réaliser un aérosol de [Ru(II)] suivi d’une illumination, des tests de dosimétrie (c'est-à-dire la 

dose lumineuse administrable) devront être réalisés dans le but (i) d’identifier les paramètres 

d’illumination qui couvre au maximum la surface des poumons et (ii) de limiter l’effet photo-

toxique de l’illumination. Par ailleurs, détecter de l’oxygène singulet dans les poumons après 

aérosolisation puis illumination du [Ru(II)] confirmerait une délivrance efficace à la fois du PS 

et de la lumière [225]. 

IV. Autres intérêts de la PDT dans la Mucoviscidose 

Afin d’évaluer la compatibilité d’une stratégie PDT en vue de traiter les infections 

bronchopulmonaires, (i) l’impact du microenvironnement pulmonaire a été étudié sous 

plusieurs aspects (Cf Section Résultats, partie I, 1.) puis (ii) les approches combinatoires ont 

été considérées (Cf Section Résultats, partie II). Dans le cadre de la Mucoviscidose, ces 

dernières doivent être considérées pour plusieurs raisons. En effet, malgré les essais cliniques 

prometteurs des différentes thérapies chez les patients CF, celles-ci sont rarement exclusives ; 

la plupart du temps, la thérapie testée s’additionne aux traitements déjà administrés chez le 

patient (antibiothérapie, mucolytiques…). Par ailleurs, plusieurs revues ont déjà évoqué la 

PDT non pas comme étant une potentielle thérapie alternative à l’antibiothérapie, mais comme 

une solution venant en complément de celle-ci [10,70]. Quelques études ont néanmoins 
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démontré une incompatibilité entre la PDT et des agents utilisés dans les traitements liés aux 

pneumonies, comme les surfactants pulmonaires [226] 

Au cours de cette thèse, la fonctionnalisation de nanoparticules (BSV36), pour répondre à la 

fois à une approche de transfert de gènes et une approche antimicrobienne, a été considérée 

(Cf Section Résultats, partie 2.1.). Le BSV36 a déjà démontré, dans plusieurs études publiées 

par l’équipe GTCA, son potentiel en tant qu’agent de transfection. Sa fonctionnalisation a été 

réalisée avec des molécules photosensibles ayant pour objectif de produire des espèces 

réactives multiples (ERM) après illumination [227]. Ces dernières sont obtenues à l’issue 

d’excitation lumineuse soit de la naphthalimide (production de ROS) soit de la nitroaniline 

(production d’Oxide Nitrique (ON)). Les ROS intracellulaires produits par la naphthalimide 

ont été détectés via la sonde DCFH-DA, ce qui ne permet pas d’affirmer qu’il s’agisse à 

proprement parler d’un mécanisme PDT, puisque la production de ROS, indépendamment 

d’une cellule, ne peut être vérifiée avec la sonde utilisée. De plus, cette molécule ne produit 

pas d’oxygène singulet comme l’ont démontré les résultats de quantification de fluorescence 

avec la sonde SOSG. Par ailleurs elle peut induire une phototoxicité par des mécanismes 

d’action qui sont encore mal définis [228]. La production d’oxide nitrique (ON), quant à elle, a 

été vérifiée par analyse ampérométrique (résultats non présentés) ; cependant, ces espèces ne 

produisent aucune phototoxicité sur les souches testées. En dehors de l’effet antimicrobien, les 

thérapies lumineuses productrices d’ERM (des ROS comme de l’ON) peuvent s’avérer très 

pertinentes dans le cadre de divers traitements pour la Mucoviscidose. En effet, plusieurs 

études ont mis en avant l’intérêt de la PDT pour booster le transfert de gènes et l’assimilation 

d’antibiotiques via un processus d’« internalisation photochimique » [221,229]. Par ailleurs, 

plusieurs essais cliniques sont en cours d’évaluation dans le cadre de la nébulisation d’ON en 

vue de lutter contre les infections bronchopulmonaires. Ces espèces, faisant parties des 

défenses naturelles pulmonaires, sont produites en faible quantité chez ces patients, en raison 

du dysfonctionnement de la protéine CFTR. Plusieurs études ont suggéré que les modulateurs 

de CFTR comme l’ivacaftor, ayant pour intérêt de restaurer les fonctions de CFTR, pouvaient 

augmenter la fraction exhalée en ON après plusieurs semaines de traitement [230,231]. 

Restaurer l’activité de CFTR tout en apportant des molécules photosensibles productrices 

d’ON pourrait permettre d’obtenir des concentrations intrapulmonaires de ce gaz similaires à 

ceux présents chez un patient sain. 
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D’autres combinaisons thérapeutiques basées sur la PDT pourraient être testées dans le cadre 

de la Mucoviscidose. Précédemment, l’étude réalisée sur l’impact du microenvironnement 

pulmonaire sur la PDT (Cf Section Résultats, partie I, 1.1.) a souligné la problématique du 

mucus. L’idée d’utiliser des molécules à action mucolytique avant un traitement PDT serait 

un moyen de contourner ce problème. Dans ce sens, il y aurait un double intérêt à prétraiter 

les poumons avec la N-acétyl cystéine (NAC) (Cf Section Introduction, partie II, 2.4.) ; car, 

après avoir diminué la quantité de mucus dans les voies respiratoires avant traitement PDT, 

son action pourrait limiter le stress oxydatif donnant lieu à des effets de photosensibilisation 

liés à la production de ROS [174]. Ces derniers sont particulièrement présents chez les patients 

CF à cause, notamment, de l’inflammation [232]. Or, la PDT peut induire une réponse 

inflammatoire locale par production de cytokines pro-inflammatoires [233,234]; ce qui 

pourrait être délétère pour des patients CF car l’environnement pulmonaire est déjà inflammé, 

notamment à cause d’une bronchiectasie avancée. Cependant, de nombreuses applications ont 

démontré qu’elle possède des propriétés immunomodulatrices (Cf Section Introduction, partie 

I, 2.2). Il a été mentionné, notamment, dans des applications de « cicatrisation des plaies », que 

la PDT peut stimuler la prolifération, la migration et la différenciation des cellules résidentes 

de la peau et favoriser ainsi la réépithélialisation, l’angiogenèse et le remodelage tissulaire 

[222]. Chez les patients CF, le dysfonctionnement de CFTR affecte la réparation épithéliale des 

voies respiratoires. Chiu et al ont suggéré récemment que, à la suite d’un essai d’une ICG-PDT, 

la production de ROS et d’oxygène singulet pourrait favoriser la migration cellulaire et la 

cicatrisation des plaies cutanées par l’activation du CFTR [235]. Par ailleurs, la curcumine, un 

PS utilisé que récemment pour la PDT antimicrobienne [10], a démontré dans plusieurs études 

sa capacité à potentialiser l’activité du CFTR [236]. Ainsi, le choix du PS peut être déterminant 

pour que la PDT puisse couvrir d’autres champs d’applications qu’une approche 

antimicrobienne. 

Cette discussion encourage davantage le développement des approches PDT dans le cadre de 

la Mucoviscidose comme stratégie antimicrobienne complémentaire qu’en tant que réelle 

alternative à l’antibiothérapie. De plus, ses propriétés multimodales pourraient renforcer 

l’efficacité d’autres traitements émergeants ou agir sur d’autres dimensions de la maladie que 

les infections bronchopulmonaires.   
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CONCLUSION 

 

L’antibiothérapie a considérablement augmenté la qualité et l’espérance de vie des patients 

atteints de Mucoviscidose. En revanche, l’efficacité sur le long terme des antibiotiques est 

remise en question en raison de la multiplication des résistances à ces traitements. Par 

comparaison, leurs éventuelles alternatives thérapeutiques ne sont pas aussi bien maitrisées 

et n’ont pas suffisamment de recul sur le plan clinique. La PDT a néanmoins démontré à 

plusieurs reprises des résultats prometteurs en vue de traiter des infections difficiles à 

éradiquer. Ce travail de thèse aura permis d’identifier les avantages et inconvénients de cette 

stratégie mais aussi d’apporter des pistes d’optimisations pour la rendre plus pertinente. En 

plus de leur propriété antimicrobienne, certains PS, mériteraient, comme évoqué dans la 

discussion, d’être considérés pour leurs activités complémentaires dans le cadre de la 

Mucoviscidose (stratégies combinatoires). 
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Résumé :   Le développement des résistances 
aux antibiotiques (RA) chez les bactéries est un 
problème d’importance majeure dans le secteur 
médical. Malgré la mise en place de réformes 
visant à modérer la consommation 
d’antibiotiques, le développement de nouvelles 
classes d’agents antimicrobiens doit être 
considéré. Chez les patients atteints de 
mucoviscidose (Cystic Fibrosis, CF), les 
bactéries sont particulièrement propices au 
développement de résistantes à de multiples 
antibiotiques menant à des échecs 
thérapeutiques. Parmi elles, S. aureus et P. 
aeruginosa sont deux pathogènes majeurs 
responsables de sévères complications dues à 
leur plasticité génétique et phénotypique. Ces 
dernières leur permettent de développer de 
fortes capacités d’adaptation au micro-
environnement pulmonaire des patients CF. 

 
Ce contexte physiopathologique confère un 
environnement dans lequel il est difficile 
d’évaluer l’efficacité d’agents antimicrobiens. 
Dans ce sens, la thérapie photodynamique 
(PDT) antimicrobienne pourrait être une 
approche prometteuse. Cette stratégie repose 
sur la production d’espèces réactives de 
l’oxygène (ROS) suite à une illumination d’un 
photosensibilisateur (PS) non toxique. En 
théorie, la PDT agit dans une zone localisée et 
de façon non invasive en éliminant les bactéries 
cibles via l’action des ROS. Ce travail a évalué 
la compatibilité d’une PDT antimicrobienne pour 
traiter les infections bronchopulmonaires en 
prenant en compte les paramètres 
physiologiques des poumons de patients CF. 
Son efficacité en combinaison avec d’autres 
traitements, comme la thérapie génique, a 
également été étudiée. 

 
 

Title:  Evaluation of photodynamic therapy as an antimicrobial strategy in the context of 
bronchopulmonary infections found in cystic fibrosis patients 

Keywords: Antimicrobial, Photodynamic Therapy, Bronchopulmonary infection, Cystic fibrosis 

 
Abstract:  The development of antimicrobial 
resistance (AMR) in bacteria is one of the major 
problems in the healthcare system. Despite the 
attempts to restrict the misuse of antibiotics, a 
key factor directly linked to the emergence and 
spread of AMR, the development of new classes 
of potent antimicrobials is needed. In Cystic 
Fibrosis (CF) patients, the increasing 
prevalence of multidrug-resistant (MDR) 
bacteria is responsible to treatment failures of 
chronic bronchopulmonary infections. Of 
particular concern are S. aureus and P. 
aeruginosa. These pathogens, along with many 
others, are involved in severe infectious 
complications due to their genotypic and 
phenotypic plasticity that allow them to be well 
adapted to the special CF lung 
microenvironment.  

 
Currently, assessing the effectiveness of 
antibiotics, as well as non-antibiotic 
antimicrobials, in this pathophysiological 
context is a challenge. In this direction, 
antimicrobial photodynamic therapy (PDT) 
could be a promising approach against CF 
pathogens. By definition, antimicrobial effect of 
this emerging therapy results from the 
generation of reactive oxygen species (ROS) 
following irradiation of non-toxic photosensitizer 
(PS).  These ROS are capable of eliminating 
pathogens in the surrounding areas in a non-
invasive manner. In this regard, our work aimed 
to evaluate the capability of this strategy against 
various pathogens by considering different 
physiological parameters of CF lungs. Then, its 
combination with other therapeutic options, 
such as gene therapy, was also evaluated.  
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