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Chapitre I : Introduction 

1 La résistance bactérienne 

1.1 Historique  

L’utilisation d’antibiotiques, décrits comme des composés chimiques générés par des micro-

organismes pour inhiber ou détruire des microbes selon Selman Waksman, a permis une avancée 

majeure dans le traitement des infections bactériennes depuis leurs découvertes. Plus 

généralement, on peut considérer un antibiotique comme une substance dont l’action inhibe ou tue 

des microbes par interactions avec des cibles biologiques sans considérer la source dont il provient, 

qu’elle soit naturelle ou synthétique.1 

En 1928, Alexander Fleming découvrit involontairement la pénicilline au travers d’une 

contamination d’une culture de staphylocoques par le champignon Penicillium notatum. Les zones 

situées à proximité de ce dernier étaient exemptes de bactéries car il secrétait de la pénicilline, 

responsable de la lyse des staphylocoques. Cette découverte majeure permis par la suite le 

développement de nombreux composés antibiotiques pendant une période prolifique couramment 

appelée « l’âge d’or des antibiotiques » où une vingtaine de classes différentes furent découvertes 

(Figure 1).2  

 

Figure 1. Découvertes chronologiques des classes d’antibiotiques (liste non exhaustive).3 
 

Cependant, de 1980 à nos jours, seulement deux nouvelles classes d’antibiotiques ont été mises sur 

le marché. L’une des principales raisons est de nature financière. La procédure pour une 
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commercialisation de nouveaux antibiotiques est longue, coûteuse et risquée et ces derniers 

s’avèrent peu rentables car ils impliquent des traitements courts par rapport à la médication 

d’autres pathologies telles que les maladies chroniques.4,5 D’une manière générale, la recherche 

souffre d’un manque d’innovation dans ce domaine car elle se contente de développer des 

analogues aux antibiotiques déjà existants afin de limiter les risques de pertes financières.3  

Néanmoins, depuis plusieurs dizaines d’années, l’émergence de bactéries résistantes à une ou 

plusieurs classes d’antibiotiques a progressivement conduit à redynamiser la recherche. En effet, 

sans nouvelles molécules capables d’éliminer ces bactéries résistantes, la situation risque de 

s’aggraver dans les années à venir car l’utilisation des antibiotiques de dernier recours va devenir 

de plus en plus courante et un nombre croissant de pathogènes deviendront intraitables.6 

A titre d’exemple, dès 1940, des bactéries résistantes à la pénicilline (Figure 2) avaient déjà été 

isolées alors que le médicament n’était pas encore officiellement sur le marché, conduisant 

l’industrie à modifier chimiquement ce composé pour éviter son hydrolyse par les pénicillinases.7 

 

Figure 2. Structure de la pénicilline. 
 

1.2 Situation actuelle et conséquences de la résistance antibactérienne 

On définit les bactéries multirésistantes (BMR) comme non sensibles à au moins un agent dans trois 

classes ou plus d’antibiotiques, et les plus résistantes d’entre elles sont appelées pan-résistantes car 

insensibles à toutes les catégories d’antibiotiques.8 L’OMS a classé le problème des BMR dans le top 

10 des plus grandes menaces pour la santé publique, traduisant le niveau de préoccupation 

croissant vis-à-vis de ce problème. En 2015, on estimait que les BMR étaient responsables d’environ 

700 000 infections en Europe dont plus de 33 000 mortelles chaque année (Figure 3).9 La France, 

fortement touchée avec 125 000 infections annuelles, a lancé un programme prioritaire de 

recherche de 40 millions d’euros en 2018 consacré à la lutte contre la résistance antibactérienne.10 
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Figure 3. Nombre de morts dû aux infections bactériennes en Europe en 2015. Image adaptée de 
la publication.9 

 

Les bactéries multirésistantes affectent fortement le domaine hospitalier. Elles conduisent à une 

augmentation de la durée d’hospitalisation et des coûts de traitement, et à une augmentation du 

taux de mortalité de certaines maladies ou infections. Une étude a montré une hausse de 80 à 150 % 

de la mortalité dans les trente jours suivant l’infection par des bactéries Escherichia coli (E. coli) 

résistantes aux céphalosporines de 3ème génération ou par des Staphylococcus aureus (S. aureus) 

résistants à la méticilline (MRSA).11 De plus, sans médicaments efficaces, certaines chirurgies ou 

transplantations peuvent conduire à une augmentation du taux de mortalité post-opératoire.12,13 A 

l’heure actuelle, les infections nosocomiales engendrées par des MRSA ou des entérobactéries 

porteuses de l’enzyme New Delhi métallo-bêta-lactamase représentent une réelle menace pour la 

santé publique.14 

1.3 Dissémination de la résistance antibactérienne 

Le développement de résistances au sein des populations de bactéries n’est pas récent : c’est un 

phénomène naturel de l’évolution qui se produit en l’absence de l’homme car ces microorganismes 

doivent se protéger des antibactériens naturels.15,16 Des études récentes ont montré que certaines 

bactéries présentes dans les sols n’ayant jamais été exposées à des antibiotiques synthétisés par 

l’Homme constituent un réservoir important de gènes résistants.17,18 Néanmoins, la résistance 
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antibactérienne a fortement augmenté au cours de ce demi-siècle.19 En effet, l’utilisation massive 

des antibiotiques directement liée aux activités humaines a imposé une très forte pression de 

sélection sur les populations bactériennes et conduit à une importante augmentation des bactéries 

multirésistantes.20 La dissémination des BMR est facilitée par de nombreux facteurs (Figure 4). 

 

Figure 4. Schéma de l’OMS illustrant la dissémination de la résistance aux antibiotiques.21  
 

L’utilisation des antibiotiques, encore trop peu régulée dans certains secteurs hospitaliers, est 

surtout problématique dans les secteurs agricoles et les secteurs de l’élevage intensif où l’usage de 

ces médicaments est jusqu’à quatre fois plus élevé que dans le domaine médical. De nombreux 

antibiotiques normalement réservés aux traitements médicaux pour l’Homme sont donnés aux 

animaux sous des noms différents et certains sont utilisés comme facteur de croissance pour 

produire à bas coûts, permettant la transmission des BMR par la consommation de viande 

contaminée.22–24 Il est néanmoins interdit de les utiliser en tant que facteurs de croissance en 

Europe depuis 2006.25 L’environnement constitue également un réservoir de gènes résistants où les 
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bactéries se développent et se partagent les résistances dans les écosystèmes, tout en les 

transmettant aux pathogènes humains.26 Leur dissémination se fait via les eaux usées, les insectes 

et les oiseaux, permettant leur transmission et leur propagation à grande échelle.27–29 De plus, la 

mobilité humaine et matérielle, la densité élevée de population et les mauvaises gouvernances sont 

autant de facteurs aggravants la situation et conduisant à l’augmentation des BMR à l’échelle 

planétaire.30,31 

Si certaines résistances sont innées car intrinsèques à la bactérie en raison d’une structure ou d’une 

fonctionnalité caractéristique, d’autres sont en revanche acquises via des mutations ou des 

transferts de gène. La dissémination des résistances entre différentes bactéries peut se faire de 

façon endogène (transmission verticale) ou exogène (transmission horizontale) (Figure 5).32  

 

Figure 5. Schéma de la transmission d’un gène résistant entre bactéries. Image adaptée de la 
publication.33 

 

Le transfert horizontal de gènes (HTG) est à l’origine de la grande dissémination des résistances, et 

peut permettre la transmission de gènes résistants de la part des bactéries non pathogènes à des 

bactéries pathogènes par incorporation du matériel génétique dans leur génome.34  

Ces microorganismes possèdent donc de grandes capacités d’acquisition et de transmission de 

résistances car leur taux de croissance est très rapide, leur population est importante et le HTG est 

fréquent entre bactéries, qu’elles soient de la même espèce ou d’une espèce différente.14  
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1.4 Structure et métabolisme des bactéries 

Les bactéries sont des organismes unicellulaires dont la taille varie de 1 à 20 μm.35 Ce sont des 

cellules procaryotes qui ne comportent donc pas de noyaux : l’information génétique est portée par 

les chromosomes qui constituent une simple molécule d’ADN en double hélice enroulée dans une 

structure sans membrane, connue sous le nom de nucléoïde (Figure 6).36 Elles possèdent des 

ribosomes où sont synthétisées les protéines, des plasmides participant au code génétique et sont 

entourées d’une membrane cytoplasmique, également appelée membrane cellulaire. Cette 

membrane est constituée d’une bicouche de phospholipides chargés négativement et d’acides gras 

en différentes proportions mais elle est dépourvue de stérols contrairement aux cellules eucaryotes. 

Cette barrière est sélectivement perméable et régule les échanges entre le milieu extracellulaire et 

le cytoplasme.  

 

Figure 6. Schéma de la composition d’une bactérie. 
 

Les bactéries possèdent également une paroi externe rigide qui leur assure une protection contre 

leur environnement et leur permet de résister aux dégâts mécaniques et aux pressions 

osmotiques.37 Selon la composition de cette paroi cellulaire, les bactéries sont usuellement classées 

en deux groupes distincts : les bactéries à Gram positif et les bactéries à Gram négatif. Bien qu’elle 

soit différente pour les deux types de bactéries, la paroi est toujours composée de peptidoglycane 

qui constitue un réseau tridimensionnel de chaînes de disaccharides (N-acétyl-glucosamine et acide 

N-actéyl-muramique) reliées entre elles par des liaisons pentapeptidiques (Figure 7).    
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Figure 7. Structure générale du peptidoglycane de E. coli. 38 
 

1.4.1 Bactéries à Gram positif  

La paroi des bactéries à Gram positif est constituée d’une épaisse couche poreuse de peptidoglycane 

de 15 à 80 nm comportant des acides téichoïques et lipotéichoïques chargés négativement dû aux 

groupes phosphates (Figure 8 et Figure 9).39 Les acides lipotéichoïques ont une extrémité composée 

de chaînes lipidiques intégrée dans la membrane cytoplasmique et stabilisent la paroi de 

peptidoglycane. 

 

Figure 8. Schéma de la membrane des bactéries à Gram positif. 
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Figure 9. Structure de l’acide téichoïque composant la paroi bactérienne de S. aureus.40 
 

1.4.2 Bactéries à Gram négatif  

En plus d’une fiche couche de peptidoglycane d’environ 7-8 nm sans présence d’acides téichoïques, 

la paroi des bactéries à Gram négatif est constituée d’une membrane externe supplémentaire peu 

perméable de 10 à 15 nm. Cette dernière est composée d’éléments hétérogènes tels que des 

phospholipides, des lipopolysaccharides (LPS), des protéines et des lipoprotéines anioniques (Figure 

10).39  

 

Figure 10. Schéma de la membrane des bactéries à Gram négatif. 
 

Les LPS sont des polymères amphiphiles constitués d’une partie lipidique (lipide A) intégrée dans la 

membrane externe reliée à une chaîne de carbohydrates (antigène O) par un « core » (Figure 11). 

Ils sont fortement chargés négativement et stabilisés par des cations divalents Ca2+ et Mg2+.41 Cette 

membrane externe étant moins perméable qu’une simple couche de peptidoglycane, les bactéries 
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à Gram négatif sont en général beaucoup plus difficiles à éradiquer car les antibiotiques ont du mal 

à accéder à la membrane cytoplasmique ou à pénétrer dans la bactérie.42 De fait, l’augmentation 

des ces bactéries résistantes aux antibiotiques est particulièrement préoccupante. 

 

Figure 11. Structure générale des LPS. Hep : D-glycéro-D-manno-heptose, Kdo : acide 2-céto-3 
deoxyocutolosonique, GlcN : glucosamine, P : phosphate. Image adaptée de la publication.43 

 

1.4.3 Métabolisme des bactéries  

Les bactéries se caractérisent également par leur mode de croissance qui leur permet une 

colonisation rapide et efficace d’un environnement. La multiplication bactérienne se fait par 

scissiparité : deux bactéries filles identiques à la cellule mère sont obtenues. Le temps de 

génération, correspondant à l’intervalle durant lequel la population bactérienne double, est 

habituellement de 20 à 40 min in vitro dans des conditions optimales de culture. Il est généralement 

plus lent in vivo, de l’ordre de plusieurs heures, car les bactéries ont moins de nutriments à leur 

disposition. La courbe de croissance bactérienne en milieu non renouvelé comprend 4 phases 

principales (Figure 12) : 44 
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Figure 12. Croissance bactérienne en fonction du temps. 
 
 

• La phase de latence : durant cette période, les bactéries ne se divisent pas ou très peu, mais 

leur activité métabolique est intense afin de produire des enzymes adaptées au milieu de 

culture. 

• La phase de croissance exponentielle : le temps de génération y est minimal et constant, la 

population bactérienne augmente très rapidement. 

• La phase stationnaire : le manque d’espace pour se diviser et la raréfaction des nutriments 

entraine la stabilisation de la population bactérienne, le nombre de bactéries qui meurent 

s’équilibre avec le nombre de nouvelles cellules. Les bactéries en état de déprivation 

synthétisent des protéines de manque qui les rendent plus résistantes aux dommages 

externes. 

• La phase de décroissance : l’absence de nutriments entraine la mort progressive des 

bactéries.  

1.5 Modes d’action des antibiotiques 

Il existe de nombreux mode d’action des antibiotiques, qu’ils soient spécifiques ou plus généraux, 

bactériostatiques ou bactériophages. Certains antibiotiques bloquent la synthèse du 

peptidoglycane composant la paroi cellulaire ou inhibent la synthèse de protéines, la synthèse 

d’ADN ou la transcription d’ARN. D’autres altèrent la structure de la membrane cellulaire ou 

inhibent le métabolisme de l’acide folique, composé essentiel à la survie des bactéries.45,46 Les 
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modes d’action des classes d’antibiotiques présentées Figure 1 sont explicités ci-dessous, en accord 

avec le code couleur précédemment attribué à leur découverte (Tableau 1). 

Tableau 1. Mécanismes d’action de certaines classes d’antibiotiques. 1,14 

 

 

1.6 Mécanismes de résistance des bactéries 

En réponse aux mécanismes d’action des antibiotiques, les bactéries ont développé un arsenal de 

résistances pour diminuer leur sensibilité face à ces médicaments (Figure 13). 
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Figure 13. Mécanismes de résistance des bactéries contre les antibiotiques. 

 

Modification des bactéries   

Certaines résistances proviennent d’une modification structurale de la bactérie. 

L’augmentation du nombre de pompes d’efflux et la réduction du nombre de porines ou leur 

remplacement par des canaux plus sélectifs réduisent la perméabilité de la membrane. Ces 

changements diminuent la concentration intracellulaire de l’antibiotique qui perd alors en 

efficacité.47,48 Les antibiotiques se liant fortement et spécifiquement à une cible, la mutation de 

cette dernière constitue également un moyen de défense en diminuant son affinité pour le 

médicament. Certaines enzymes sont aussi capables de modifier légèrement la cible afin d’altérer 

son affinité pour un antibiotique. La méthylation des ribosomes par une enzyme méthyltransférase 

permet par exemple aux bactéries de résister à la plupart des aminoglycosides.49  

De plus, les bactéries peuvent diminuer la densité de charge anionique exprimée sur leur paroi.  

Ainsi, les bactéries à Gram négatif peuvent procéder par addition de phosphoéthanolamines sur les 

LPS tandis que les bactéries à Gram positif peuvent induire une diminution de charges négatives par 

alanylation des acides téichoïques, contribuant au manque de reconnaissance et d’affinité 

électrostatique de certains antibiotiques cationiques comme les polymyxines.50,51  
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Action directe sur les antibiotiques  

D’autres mécanismes de résistances agissent directement sur les antibiotiques. 

Ces derniers peuvent être inactivés par l’action d’enzymes spécifiques selon deux mécanismes : par 

hydrolyse de certaines fonctions chimiques comme c’est le cas pour les β-lactamases ou par 

modifications par transfert de groupements chimiques.20 Les acétyltransférases augmentent la gêne 

stérique sur l’antibiotique tandis que les phosphotransférases modifient la charge de ce dernier afin 

d’empêcher la liaison avec sa cible.52  

En outre, certaines protéines s’associent avec l’antibiotique et l’empêchent d’agir, exerçant une 

forme de séquestration.53  

De nombreuses bactéries ont acquis plusieurs mécanismes de résistance qui leur permettent de 

résister à différentes classes d’antibiotiques.54  

1.7 Formation de biofilms bactériens 

Les bactéries en suspension dites planctoniques peuvent former des biofilms qui constituent un 

assemblage de cellules liées entre elles par une matrice extracellulaire composée d’eau, de 

polysaccharides, de protéines, et d’acides nucléiques (Figure 14).13 Dans un premier temps, les 

bactéries adhèrent à une surface puis se multiplient et forment des micro-colonies. Elles 

synthétisent ensuite des exopolysaccharides pour constituer la matrice polymérique lors de la phase 

de maturation jusqu’à la formation d’un biofilm. Les bactéries peuvent ensuite se détacher et se 

disperser afin de coloniser de nouvelles surfaces pour créer d’autres biofilms.55  

Les biofilms bactériens sont responsables d’environ 80 % des infections bactériennes chez 

l’Homme.56 Ces structures sont plus dures à éradiquer car elles possèdent des propriétés qui leur 

permettent d’être près de 1000 fois plus tolérantes envers les antibiotiques que les bactéries en 

phase planctonique.57,58 Par sa viscosité et l’expression de nombreuses protéines, la matrice agit 

comme barrière et ralentit ou empêche la pénétration des agents bactéricides.59 Les charges 

électrostatiques présentent en surface peuvent également piéger les molécules actives en dehors 

du biofilm. Certaines zones situées en profondeur ne sont donc pas atteintes par les antibiotiques, 

tandis que d’autres en comportent une trop faible concentration qui ne permet pas d’éliminer les 

bactéries.60 
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De plus, en raison des gradients de nutriments et d’oxygène qui existent à travers le biofilm, les 

bactéries sont présentes dans différents états physiologiques. Ainsi, celles situées en profondeur 

dont le métabolisme est ralenti sont moins sensibles aux antibiotiques, notamment ceux dont 

l’action est d’inhiber la synthèse de la paroi bactérienne.61 Certaines bactéries sont sous forme 

dormante et sont ainsi insensibles aux agents antibactériens.62 Le transfert horizontal de gènes est 

également beaucoup plus fréquent au sein de ces structures car facilité par la proximité spatiale des 

bactéries, permettant aux BMR de perdurer dans les biofilms. A l’inverse, dans un environnement 

non structuré, la compétition entre toutes les bactéries, résistantes ou non, diminue la population 

des BMR lors de l’arrêt de pression de sélection exercée par les antibiotiques. Une étude récente a 

montré que certaines bactéries résistantes étaient toujours présentes dans le biofilm plus de 45 

jours après l’arrêt du traitement antibiotique alors que ces dernières avaient totalement disparu à 

l’état planctonique.63  

 

Figure 14. Formation, structuration et résistance des biofilms.56  
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1.8 Stratégies pour lutter contre le développement de la résistance 

bactérienne 

1.8.1 Stratégie de politique publique 

Afin d’enrayer cette hausse constante des BMR, plusieurs stratégies sont envisagées.  

Une meilleure utilisation des antibiotiques est primordiale. Un médicament « niche » à spectre 

d’action réduit devrait être appliqué quand il se peut car il induit des résistances sur un nombre 

limité de pathogènes par rapport à ceux de spectre d’action plus large, également plus toxiques 

pour le microbiote humain.14  

Les diagnostiques pour déterminer les causes d’une infection devraient également être plus rapides 

et moins coûteux : cela permettrait d’ajuster au mieux les traitements et donc éviter l’utilisation 

d’antibiotiques non adaptés ou non nécessaires pour traiter certaines infections.64 L’investissement 

dans le développement des diagnostiques est souvent trop faible : aux Etats-Unis, seulement 2% 

des dépenses de la santé y sont consacrées.65  

La stratégie du « cycling », qui consiste à utiliser des antibiotiques par cycles pour limiter le 

développement de résistances contre certains médicaments peut être situationnelle et utilisée en 

complément, mais elle est soumise à débats concernant son efficacité.66,67   

Enfin, des programmes d’éducation et de sensibilisation commencent à être mise en place à travers 

le monde afin d’éveiller les consciences et casser les schémas de surconsommation ainsi que les 

mauvaises utilisations de ces médicaments.68   

1.8.2 Recherche et développement de nouveaux traitements antibiotiques 

Parmi les antibiotiques disponibles, il peut être intéressant d’en modifier certains afin de changer 

leurs mécanismes d’action et de pouvoir éliminer les BMR. Le succès de ces modifications est 

incertain car ces changements sont susceptibles de réduire l’efficacité du médicament et 

d’augmenter sa toxicité.1 La métallation d’antibiotiques déjà sur le marché constitue une stratégie 

intéressante : de nombreux complexes tels que les quinolones métallées, les aminoglycosides 

métallés, les sulfonamides métallés et les β-lactamines métallés sont à l’étude.13 

La resensibilisation des BMR via des molécules inhibant la résistance aux antibiotiques (« Antibiotics 
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Resistance Breakers, ARB ») est également une approche intéressante. Ces composés sont co-

administrés avec des antibiotiques et en augmentent l’efficacité en combattant les mécanismes de 

résistance dirigés contre eux.32 A titre d’exemple, des médicaments tels que l’Augmentin® sont 

composés d’amoxicilline et d’un sensibilisant, l’acide clavulanique. Ce dernier permet l’inhibition 

des enzymes modificatrices telles que les hydrolases et transférases agissant sur l’antibiotique.69 

Cette approche vise à développer des traitements combinés : si plusieurs antibiotiques avec 

différents modes d’action sont utilisés simultanément, le risque de développer des résistances 

diminue.25 Néanmoins, des données pharmacologiques précises doivent être recueillies et 

analysées pour chaque combinaison.  

La découverte de nouveaux antibiotiques est également importante. Une technique récente, le 

criblage virtuel à haut débit mêlant le criblage à la modélisation 3D permet un gain de temps pour 

l’analyse virtuelle de nombreuses molécules. La modélisation de l’intérieure de la cellule permet 

d’obtenir des données précises et fiables concernant l’affinité d’un antibiotique potentiel avec des 

récepteurs bactériens.70,71  

Une autre approche, la stratégie « antivirulente », consiste à ne pas tuer les bactéries mais à les 

empêcher d’être virulentes : elles ne sont plus en mesure d’établir une infection sévère mais ne sont 

pas soumises à une pression de sélection car leur survie n’est pas menacée. Des inhibiteurs de 

systèmes contrôlant l’expression des gènes de la virulence de S. aureus ou des perturbateurs de la 

synthèse d’heptoses qui constituent les LPS des bactéries à Gram négatif entraînent une diminution 

de la virulence de ces microorganismes.72,73  

1.8.3 Développement d’autres composés antibactériens 

En plus de la modification et de l’utilisation différente des antibiotiques actuels, de nouveaux 

composés antibactériens sont développés. La liste suivante, non exhaustive, expose les nouvelles 

alternatives en cours : 

• Les anticorps : ils peuvent se lier à la bactérie et l’inactiver, ou inactiver leurs facteurs de 

virulence. Très étudiés, ils sont facilement synthétisables.74  
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• Les oligonucléotides anti-sens (ASO) : ce sont des fragments d'ARN pouvant modifier l’ARN 

messager des bactéries pour inhiber l’expression de certains gènes comme ceux codant les 

enzymes qui transportent les protéines ou ceux responsables de la virulence de la bactérie.75  

• Les probiotiques : ils peuvent être utilisés en combinaison d’autres traitements. Une fois les 

bactéries ciblées éliminées par d’autres agents, ils permettent de rééquilibrer 

l’environnement bactérien par des colonies saines tout en empêchant les pathogènes de 

s’implanter.76  

• Les bactériophages : ce sont des virus non toxiques pour les cellules humaines composés de 

protéines qui encapsulent le génome d’ADN ou ARN et qui infectent les bactéries. Ils peuvent 

être utilisés à faibles doses car ils se répliquent une fois dans l’hôte. Ils sont spécifiques à 

certaines souches bactériennes, inoffensifs pour les autres, prolifèrent là où l’infection a lieu 

jusqu’à éliminer toutes les bactéries et sont finalement excrétés.  

Cependant, les bactéries peuvent développer des résistances aux phages en détruisant leur 

matériel génétique.77   

• Les nanoparticules : il en existe une très grande diversité, avec des mécanismes 

antibactériens variés comme la perturbation et la perméabilisation des membranes, 

l’induction de ROS ou encore le blocage de la chaîne respiratoire par 

accumulation/dissolution.78 Elles peuvent également être utilisées pour augmenter l’activité 

de certains antibiotiques comme les nanoparticules d’or conjuguées avec de l’ampicilline, 

ou être utilisées en tant qu’hydrogel pour délivrer des petites molécules.79,80 Certaines 

nanoparticules fonctionnalisées possèdent des propriétés antibactériennes, telles que les 

nanoparticules d’argent.81 Leur efficacité dépend de leur taille, de leur distribution, de leur 

morphologie et de la fonctionnalisation de leur surface.82–84  

• Les complexes métalliques : chargés positivement pour l’application antibactérienne, ils 

présentent des structures diverses en fonction de la géométrie de coordination, et peuvent 

être chiraux, la chiralité étant un paramètre important pour la reconnaissance et les 

interactions avec les récepteurs biologiques.35 Leurs mécanismes d’action sont variés et 

peuvent induire une modification de structure et de fonctionnement des biomolécules, 

perturber la membrane plasmique et occasionner des dégâts à l’ADN. De nombreux 
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complexes ont été étudiés et présentent de bonnes activités antimicrobiennes tels que ceux 

d’argent, de ruthénium, de cuivre, de fer, de gallium et d’iridium.85–90  

• Les peptides antimicrobiens (AMP) : leurs descriptions et actions seront détaillées dans la 

suite de ce travail. 

• La thérapie photodynamique antibactérienne (aPDT) : elle est au cœur de de projet et est 

décrite dans la section 2. 

 

2 La thérapie photodynamique antibactérienne 

2.1 Historique et principe  

Bien que la PDT soit un traitement utilisé contre certains cancers depuis plus de 30 ans, son 

développement en tant que traitement antibactérien a été plus tardif et s’est fait conjointement à 

l’essor des BMR.91 Cette technique pour détruire des microorganismes est néanmoins connue 

depuis plus de 120 ans : sa découverte remonte au début du XXe siècle par Oscar Raab lorsqu’il 

observa la toxicité de l’acridine sur la paramécie Paramecium caudatum en présence de lumière. Il 

remarqua que l’efficacité était dépendante de la dose lumineuse incidente sur le milieu car ses 

résultats variaient selon l’ensoleillement.92 En 1904, Von Tappeiner énonça que la toxicité n’était 

pas liée à la chaleur mais à la contribution de l’oxygène et nomma ce phénomène « réaction 

photodynamique ».93 

La thérapie photodynamique repose sur une combinaison de trois éléments : une source lumineuse 

adaptée, un photosensibilisateur (PS) et du dioxygène (Figure 15). Á la suite de l’absorption d’un 

photon, le PS atteint l’état excité S1 soit directement, soit par désactivation d’états excités d’énergie 

supérieure Sn.94 Cet état excité S1 a un temps de demi-vie court, de l’ordre de quelques 

nanosecondes. Le PS perd ensuite son énergie par émission de fluorescence ou par désactivation 

non radiative. Il peut également atteindre l’état triplet T1 de plus faible énergie par croisement 

intersystème. La durée de vie à l’état triplet est relativement longue, de l’ordre de la microseconde, 

permettant à la molécule de pouvoir interagir avec des substrats biologiques proches ou des 

molécules de dioxygène. Le PS retourne de l’état triplet T1 à l’état fondamental par émission de 
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phosphorescence, par désactivation non radiative ou par génération d’espèces réactives oxygénées 

(ROS).  

 

Figure 15. Diagramme simplifié de Jablonski et mécanismes schématiques de production de ROS. 
 

La production de ROS se fait via deux mécanismes à partir de l’état triplet du PS. Le mécanisme de 

type I correspond à un transfert d’électrons ou de protons sur des substrats biologiques (S) pour 

former des radicaux libres qui engendrent ensuite, après réaction avec le dioxygène, des ROS tels 

que l’eau oxygénée H2O2, l’anion superoxyde O2
.- et le radical hydroxyle OH. (Figure 16).95,96  

 

Figure 16. Mécanisme de type I conduisant à la formation de ROS par réactions photochimiques. 
 

Le mécanisme de type II correspond à un transfert d’énergie de l’état excité triplet du PS à une 

molécule de dioxygène, conduisant à la formation du dioxygène à l’état excité singulet (Figure 17). 

Ce mécanisme est considéré comme prépondérant dans les milieux oxygénés. 
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Figure 17. Réaction photochimique du mécanisme de type II pour la formation d’oxygène singulet. 
 

Cette espèce créée, appelée oxygène singulet (1O2), est une molécule hautement réactive de faible 

temps de vie d’environ 3 µs en milieu aqueux physiologique et disposant de fait d’un rayon d’action 

limité estimé à 150 nm dans une cellule.97,98 L’oxygène singulet conduit à la mort des cellules ou 

micro-organismes proches en réagissant par cycloadditions sur des biomolécules qui les composent 

pour former des endoperoxydes, des hydroperoxydes et des dioxetanes.99 

On définit le rendement quantique de production d’oxygène singulet, propriété essentielle pour un 

PS, comme étant la quantité d’oxygène singulet formée par rapport au nombre de photons absorbés 

(Figure 18).   

 

Figure 18. Equation du rendement quantique de formation d’oxygène singulet. 
 

2.2 Avantages de l’aPDT  

L’application de la thérapie photodynamique dans le domaine antibactérien est dénommée de 

différentes façons dans la littérature : la thérapie photodynamique antibactérienne (aPDT), 

l’inactivation photodynamique (PDI), la chimiothérapie photodynamique antibactérienne (PACT). 

On utilisera aPDT dans la suite de ce manuscrit car il semble que ce soit le terme le plus répandu 

actuellement. 

L’aPDT possède deux avantages majeurs par rapport aux traitements antibiotiques : elle est efficace 

sur les BMR et elle n’induit pas de nouvelles résistances.100 C’est une technique à l’action rapide et 

sélective par l’usage de la lumière qui cible la zone à traiter. Elle agit de manière non spécifique sur 

diverses cibles telles que les protéines, les lipides et les acides nucléiques.96 Les dégâts oxydatifs des 

ROS sur la membrane bactérienne conduisent à la fuite des composants intracellulaire et sont à 

l’origine de la mort cellulaire.101 L’action sur les acides nucléiques n’intervient qu’en fin du processus 

lorsque les membranes ont été détruites au préalable.102,103  
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L’aPDT peut être efficace contre tous types de bactéries et ne nécessite pas forcément 

l’internalisation du PS pour tuer les bactéries, ce qui constitue un atout supplémentaire pour éviter 

le développement de résistances. Elle peut être utilisée lorsque l’infection est localisée sur la peau 

ou dans un tissu mou à la suite d’une chirurgie, permettant ainsi de préserver l’usage des 

antibiotiques pour des infections plus généralisées. Afin d’augmenter la sélectivité du traitement, il 

a été montré qu’une courte période d’incubation avant l’irradiation favorise l’interaction 

électrostatique du PS avec les bactéries car la pénétration dans les tissus sains s’effectue par 

diffusion lente en plusieurs heures.104 Une courte irradiation de la zone bactérienne permet un 

contrôle spatial et temporel, limitant ainsi les photodégâts sur les tissus hôtes.105  

De plus, l’aPDT est efficace sur les facteurs de virulence tels que les toxines, les α-hémolysines et les 

lipopolysaccharides en les dégradant via des oxydations chimiques.106 L’aPDT peut aussi être utilisée 

pour combattre les biofilms bactériens, même si ces derniers sont plus tolérants à ce traitement 

que les bactéries en phase planctonique.107 En effet, la matrice peu perméable peut limiter la 

pénétration du PS tandis que les couches profondes sont moins pourvues en oxygène.108,109  

L’aPDT apparaît donc comme une alternative prometteuse aux antibiotiques car elle présente de 

nombreux avantages : son spectre d’action est large et elle permet d’éliminer les bactéries via une 

action multiple, simultanée et non spécifique. Elle fait intervenir des PS de différentes natures 

accessibles par synthèse et peut donc constituer une alternative sérieuse aux antibiotiques 

conventionnels. A ce jour, il n’est pas connu de moyen de défense spécifique dirigé contre l’oxygène 

singulet, contrairement aux autres ROS. Plusieurs études ont montré que l’aPDT n’entrainait pas de 

développement de résistances de la part des bactéries. Après 10 cycles de traitements sur E. coli 

par une porphyrine tricationique ou 20 traitements quotidiens sur S. aureus par un dérivé 

tétracationique de phtalocyanine, les bactéries étaient toujours aussi sensibles à l’action des PS 

irradiés.110,111  

2.3 Limitations de l’aPDT  

Bien que les traitements aPDT présentent de nombreux avantages, certaines contraintes tendent à 

freiner leurs utilisations. L’aPDT est appliquée principalement pour des infections localisées en 

surface, et beaucoup de PS rencontrent des problèmes de solubilité et de sélectivité. Certaines 
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bactéries possèdent des pompes d’efflux pour exécrer les PS qui s’internalisent, mais ces dernières 

ne semblent efficaces que contre les dérivés de phénotiazinium.112 

Par ailleurs, il y a actuellement un manque d’harmonisation des procédés in vitro concernant la 

puissance et le type d’irradiation pour pouvoir comparer et classer les activités des différents PS 

développés. 

2.4 Paramètres de l’irradiation pour l’aPDT  

La source lumineuse est un paramètre important pour l’efficacité de l’aPDT. Il en existe 

principalement quatre : les lasers, les DEL, les lampes halogènes et les lampes à incandescence.113 

Les lasers permettent une émission à une seule longueur d’onde précise, alors que les DEL 

présentent un pic d’émission plus large mais ont l’avantage d’être moins onéreuses. Les lampes 

halogènes peuvent quant à elles être équipées de filtres pour adapter la longueur d’onde 

d’irradiation mais émettent généralement plus de chaleur. Des études sont réalisées afin 

d’améliorer les sources lumineuses : la fibre optique permet par exemple de délivrer une lumière 

de façon homogène à des zones plus difficiles d’accès.  

Qu’importe la nature de la source, il est primordial de connaître son intensité d’émission pour 

pouvoir calculer la dose totale de lumière appliquée à la zone à traiter. La fluence énergétique est 

utilisée pour décrire la quantité d’énergie délivrée par unité d’aire. Elle est exprimée en J.cm-2 et 

correspond à la dose totale de lumière appliquées lors d’un traitement par PDT. Elle est calculée 

selon le temps d’irradiation et la puissance lumineuse par unité d’aire, l’irradiance, exprimée en 

W.cm-2. La fluence utilisée lors d’un traitement est très variable dans la littérature, avec des valeurs 

allant de un à plusieurs centaines de joules par centimètre carré et des temps d’irradiation variant 

de quelques dizaines de secondes à plusieurs heures.114  

Pour une application clinique, il est préférable d’irradier dans le proche IR entre 700 et 900 nm, 

domaine de longueurs d’onde correspondant à la fenêtre thérapeutique optique (Figure 19). Cela 

permet de limiter les photodommages aux tissus sains car les chromophores endogènes (tels que 

l’hémoglobine et la mélanine), les lipides et l’eau y ont une absorption minimale.115  
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Figure 19. Absorbance normalisée des chromophores endogènes et localisation de la fenêtre 

thérapeutique optique. Image adaptée du journal.115  
 

Une irradiation dans le proche IR permet également une meilleure pénétration de la lumière dans 

les tissus car cette dernière croît avec l’augmentation de la longueur d’onde dans le domaine du 

visible (Figure 20).116,117 La profondeur de pénétration dépend fortement de la nature des tissus 

dont les propriétés optiques d’absorption, de réflexion et de diffusion sont très variables.118  

De plus, les traitements par lumière rouge peuvent induire une meilleure guérison et une réparation 

des tissus avoisinants la zone d’irradiation par photostimulation (ou « low lever laser therapy »).119   
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Figure 20. Profondeur de pénétration de la lumière dans la peau en fonction de la longueur 
d’onde.119   

 

2.5 Le photosensibilisateur idéal pour l’aPDT  

Le PS doit posséder certaines propriétés afin de pouvoir être utilisé en aPDT. L’un des enjeux 

majeurs est de pouvoir éradiquer les bactéries à Gram négatif car la présence de la membrane 

externe protège la bactérie de l’oxygène singulet extracellulaire généré lors de l’aPDT. De nombreux 

PS neutres et anioniques sont inefficaces sur ces bactéries. Les bactéries à Gram négatif ne sont pas 

sensibles aux PS traditionnels tels que les acridines, les xanthènes et les dérivés porphyriniques 

comme le Photofrin®. D’une manière générale, les PS neutres peuvent présenter une bonne 

photoactivité vis-à-vis des bactéries à Gram positif mais ne sont pas efficaces pour éradiquer les 

bactéries à Gram négatif à moins d’être co-administrées avec des adjuvants perturbateurs de 

membranes tels que l’EDTA, CaCl2, ou la polymyxine B.120,121 Ainsi, à la différence de nombreux PS 

anticancéreux pas ou peu chargés, les PS antibactériens sont souvent cationiques avec un fort 

caractère amphiphile.122 Ils peuvent perturber et déstabiliser la membrane externe des bactéries à 

Gram négatif en entrant en compétition avec les cations divalents Ca2+ et Mg2+. Les distorsions 

induites par la gêne stérique occasionnée rendent ainsi la paroi plus perméable. Les PS peuvent 
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ensuite entrer en contact avec la membrane cytoplasmique pour un effet optimal de l’aPDT. 

Récemment, Maisch et al. ont défini le PS idéal pour une application antibactérienne. Ce PS devrait : 

91  

• Être amphiphile et chargé positivement pour favoriser les interactions électrostatiques avec 

les parois anioniques des bactéries.  

• Avoir un haut rendement de production de ROS, en privilégiant la formation d’oxygène 

singulet. 

• Pouvoir être irradié dans la fenêtre thérapeutique optique et à des concentrations d’action 

suffisamment faibles pour éliminer les bactéries sans induire de dégâts sur les cellules 

eucaryotes. 

• Être photostable durant l’irradiation et rapidement éliminable pour minimiser les effets 

secondaires sur les tissus sains.  

• Ne pas présenter de toxicité ou d’activité mutagène dans le noir sur les cellules eucaryotes 

et sur les microorganismes afin de ne pas induire de résistances. 

• De faible poids moléculaire pour faciliter la pénétration dans les biofilms. 

2.6 Les photosensibilisateurs non porphyriniques utilisés en aPDT  

Bien que beaucoup de PS soient des dérivés porphyriniques, il existe de nombreuses classes de 

molécules utilisées pour l’aPDT. La plus courante concerne les dérivés de phénothiazines, dont le 

plus connu et le plus ancien est le bleu de méthylène développé par Caro dans les années 1870 

(Figure 21). Ce composé tricyclique π-donneur ne présente qu’une charge positive, et possède un 

rendement quantique d’oxygène singulet d’environ 0,5 dans l’éthanol pour une absorption 

comprise entre 600 et 650 nm.123 Il a été le premier PS autorisé cliniquement et constitue une 

référence standard pour les tests in vitro car il est peu cher et facilement disponible.124,125 

Cependant, il peut être excrété de la bactérie par les pompes d’efflux, diminuant sa concentration 

et donc son efficacité.112 Depuis leurs découvertes, le bleu de méthylène et son analogue le bleu de 

toluidine ont été développés et fonctionnalisés au cours du temps afin d’optimiser leur activité 

antibactérienne.  
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Figure 21. Exemples de dérivés de phénothiazines : le bleu de méthylène et le bleu de toluidine. 
 

D’autres types de PS sont utilisés pour l’aPDT et les structures de ceux les plus couramment étudiés 

sont répertoriées Figure 22.91,94 Leurs longueurs d’onde d’excitation ainsi que leurs rendements de 

production d’oxygène singulet varient fortement en fonction de leur fonctionnalisation. 

 

Figure 22. Structure des principaux PS non porphyriniques étudiés en aPDT. 
 

Si certains composés tels que les dérivés de la curcumine et les dérivés de la riboflavine présentent 

de bonnes biocompatibilités, le caractère poly-aromatique des fullerènes et des xanthènes peut 

induire une cytotoxicité vis-à-vis des cellules eucaryotes.126,127 De plus, le principal inconvénient de 

la plupart de ces PS pour l’aPDT est leur manque de solubilité en milieu aqueux. De nombreuses 

études visant à augmenter leur solubilité dans l’eau par introduction de charges positives ou par 

encapsulation dans des nanoparticules sont décrites dans la littérature.55,128–131 
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2.7 Les photosensibilisateurs porphyriniques utilisés en aPDT  

2.7.1 Caractéristiques et propriétés des dérivés porphyriniques 

Les porphyrines et leurs dérivés chlorines et bactériochlorines sont des composés présents chez les 

plantes (chlorophylle) et les mammifères (hémoglobine, vitamine B12) et sont par le fait très bien 

tolérés par ces organismes.132 Du fait de leur grande stabilité, de leur facilité de fonctionnalisation 

et de leur coefficient d’extinction molaire élevé, les porphyrines constituent des candidats de choix 

pour en faire des PS. Le macrocycle aromatique permet une délocalisation des électrons π et induit 

une forte absorption dans le domaine du visible. De plus, les porphyrines à l’état excité triplet 

génèrent de l’oxygène singulet en présence de dioxygène avec un rendement quantique 

habituellement compris entre 0.5 et 0.9 dans différents solvants.133  

Le PS porphyrinique le plus ancien est le Photophrin® utilisé en oncologie, mais présente 

l’inconvénient d’une forte sensibilisation de la peau après traitement qui peut durer plusieurs 

semaines.122   

2.7.2 Exemples de PS porphyriniques développés  

Dans les années 1990, les équipes de Nitzan et Jori ont commencé à s’intéresser aux porphyrines 

fonctionnalisées par des unités pyridinium pour les utiliser en aPDT vis-à-vis des bactéries à Gram 

négatif. La porphyrine cationique étudiée au cours de ces travaux et souvent utilisée comme 

composé de référence pour les études in vitro est la tétrakis(4-N-méthylpyridyl)porphyrine, notée 

TMPyP (Figure 23). 

Lors des différents tests antibactériens, les porphyrines neutres et anioniques n’ont présenté 

aucune photoactivité. En revanche, à une concentration de 8,5 µM, la porphyrine cationique TMPyP 

a conduit à une diminution de plus de 3 log de la viabilité des bactéries E. coli après 30 min 

d’irradiation avec des lampes à incandescence (6 mW.cm-2, 10,8 J.cm-2).134  
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Figure 23. Structure de la porphyrine tétrakis(4-N-méthylpyridyl)porphyrine (TMPyP). 
 

En 2005, Maisch et al. ont synthétisé deux porphyrines dicationiques et observé que l’activité du PS 

était indépendante du temps d’incubation dans le noir en présence des bactéries.135 La porphyrine 

XF73 dont les deux substituants ammonium sont portés par une chaîne située en position para du 

phényl s’est montrée plus active que son analogue XF70 dont les chaînes sont en position méta 

(Figure 24). Elle a permis à une concentration de 1 µM de réduire la survie de E. coli de plus de 7 log 

après 15 min d’irradiation avec une lampe UV-vis 380-480 nm (15,2 mW.cm-2 ; 13,7 J.cm-2). 

Cependant, elle s’est également avérée phototoxique sur les cellules eucaryotes dans les mêmes 

conditions. 

 

Figure 24. Structures des porphyrines dicationiques XF70 et XF73 développées par Maisch et al.135 
 

Le caractère amphiphile du PS est important car il est en partie responsable de l’affinité pour les 

bactéries. Parmi les porphyrines dicationiques, Orlandi et al. ont montré que la lipophilie pouvait 

avoir un effet sur l’activité du PS vis-à-vis des bactéries à Gram négatif (Figure 25).136 En effet, le 

composé fonctionnalisé par des substituants benzylpyridinium en position meso a été capable de 

réduire la population initiale de E. coli de plus de 6 log à 5 µM après irradiation avec une lampe 

halogène (λirr = 380-780 nm, 216 J.cm-2) alors que le composé comportant des unités 
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méthylpyridinium, moins lipophile, n’a pas atteint cette valeur et ce même à des concentrations 

supérieures à 10 µM. Le temps d’incubation des composés en présence des bactéries dans le noir 

avant irradiation a également été étudié par ce groupe. Pour ces PS, aucune différence de 

photoactivité n’a été observée sur E. coli après 30, 60 ou 90 min d’incubation.  

 

Figure 25. Structures des porphyrines dicationiques a) N-benzylpyridinium et b) N-
méthylpyridinium, décrites par Orlandi et al.136 

 

Almeida et al. ont également étudié l’importance du caractère amphiphile des PS pour l’aPDT ainsi 

que l’impact de la distribution des charges au sein de la molécule. Une série de porphyrines 

substituées en position meso par des groupes méthylpyridinium et pentafluorobenzyle ont été 

testées (Figure 26).137  

 

Figure 26. Structures des porphyrines a) tétracationiques, b) tricationiques, et dicationiques c) 
dont les groupes pyridinium sont en trans et d) dont les groupes pyridinium sont en cis, publiées 

par Faustino et al.137 
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La porphyrine ne possédant qu’un seul groupe pyridinium s’agrège fortement dans l’eau et ne 

présente aucune activité sur les bactéries dans les conditions testées. Les porphyrines dicationiques 

tendent à s’agréger légèrement en milieu aqueux à des concentrations supérieures à 4 µM tandis 

que les porphyrines tri- et tétracationiques sont parfaitement solubles et ne présentent aucun signe 

d’agrégation.  

L’activité antibactérienne sur E. coli des différents PS a été évaluée à 5 µM après 15 min d’incubation 

dans le noir avec les bactéries puis irradiation par une lumière blanche (380-700 nm, 4 mW.cm-2). 

Les temps d’irradiation nécessaires des différents PS afin d’induire une éradication totale de E. coli, 

soit une réduction de 8 log de la viabilité bactérienne, sont présentés Tableau 2.  

Tableau 2. Temps nécessaire pour réduire la viabilité de E. coli de 8 log des différents PS à 5 µM 
par irradiation en lumière blanche (4 mW.cm-2).137 

 

 

Le PS le plus hydrophile, la porphyrine TMPyP tétracationique (Figure 26a), possède une 

photoactivité plus faible que son analogue tricationique moins hydrophile (Figure 26b). Les 

porphyrines dicationiques sont moins efficaces et des différences d’activités sont observées entre 

les deux composés. En effet, la distribution des charges semble jouer un rôle important car la 

porphyrine dont les substituants cationiques sont adjacents (Figure 26d) est plus photoactive que 

celle dont les substituants cationiques sont opposés (Figure 26c). Selon les différentes études 

publiées par cette équipe, les PS les plus efficaces seraient fonctionnalisés par des groupes 

cationiques adjacents et combinés à des substituants lipophiles.137,138  

Néanmoins, le nombre idéal de charges positives pour les PS porphyriniques n’est pas clairement 

établi. Si le groupe d’Almeida préconise une charge totale de +3 à +4, Orlandi et al. ainsi que Maish 

et al. semblent moins catégoriques, des porphyrines dicationiques ayant démontré de fortes 

propriétés photobactéricides après irradiaiton.136   
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Une autre approche développée par le groupe de Matsumoto a évalué l’importance de l’équilibre 

lipophilie/hydrophilie pour l’aPDT. Des porphyrines tricationiques phosphorées et fonctionnalisées 

par deux ligands axiaux N-alkylpyridinium ont été étudiées (Figure 27a).139 L’activité 

photobactéricide des différents PS a été testée pour des longueurs de chaînes allant de 1 à 8 atomes 

de carbone. Les composés fonctionnalisés par des substituants N-heptylpyridinium de longueur de 

chaîne intermédiaire ont présenté les plus fortes activités photobactéricides sur E. coli. Ils ont 

permis à 0,4 µM de réduire de 50 % la viabilité bactérienne après irradiation pendant 24 min par 

une lampe fluorescente (λirr = 400-723 nm, 10,5 W.cm-2). A titre de comparaison, pour obtenir le 

même résultat, il a fallu 2 µM et 27 min d’irradiation pour le composé N-éthylpyridinium et 0,5 µM 

et 63 min d’irradiation pour le composé N-octylpyridinium. 

Une seconde étude du même groupe a permis de comparer les activités de différents analogues de 

porphyrines fonctionnalisées par des groupes pyridinium décorés de chaines de longueurs variables 

en position méta (Figure 27b).140 Le composé avec les chaines éthyles a montré la meilleure 

photoactivité car 0,25 µM de cette porphyrine a permis d’éradiquer la moitié de la population 

initiale de E. coli en 32 min dans les mêmes conditions que lors de la précédente étude. 

La photoactivité des différents composés dépend donc grandement de leurs structures et du 

positionnement et de la nature des substituants mais il paraît difficile de prédire la longueur de 

chaine optimale. En effet, le composé de la première étude est le plus actif pour un nombre 

d’atomes de carbone n =7 alors que celui de la seconde l’est pour n = 2. 

 

Figure 27. Structures des porphyrines de phosphore (V) tricationiques alkylpyridinium 
fonctionnalisées par des chaines de longueurs variables décrites par Matsumoto et al.139,140 

 

Récemment, Pereira et al. ont obtenu des résultats prometteurs aux concentrations nanomolaires 

avec des porphyrines fonctionnalisées en position meso non pas par des groupes pyridinium mais 

par des groupes imidazolium (Figure 28).141 En effet, une très forte photoactivité a été observée à 
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seulement 10 nM : après une irradiation de faible intensité à 415 nm (2 J.cm-2), la porphyrine 

tétracationique IP 4 a réduit de plus de 4 log la population initiale de bactéries E. coli, alors 

qu’aucune activité de la porphyrine de référence TMPyP n’a été observée dans les mêmes 

conditions. A une concentration de 1 µM, les porphyrines tétracationiques IP 4 et dicationiques IP 2 

ont totalement éradiqué la population de E. coli après irradiation, soit une réduction de plus de 7 

log de la viabilité bactérienne. Le temps d’incubation pour ces PS représente un paramètre très 

important contrairement aux résultats observés dans la majorité des autres études. Une durée 

inférieure à 45 min diminue grandement la photoactivité contre les bactéries, alors que des 

changements drastiques d’efficacité sont observés après 1 h d’incubation.  

 

Figure 28. Structures des porphyrines imidazolium de zinc(II) a) tétracationique IP 4 et b) 
dicationique IP 2, publiées par Pereira et al.141  

 

Par ailleurs, de nombreux dérivés de polymères de porphyrines, conjuguées avec des nanofibres 

telle que la cellulose142 ou incorporées dans des hydrogels143 sont également décrits en tant que PS 

pour l’aPDT dans la littérature.  
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3 L’association d’un photosensibilisateur et d’un peptide 

antimicrobien  

3.1 Propriétés des peptides antimicrobiens  

Les peptides antimicrobiens (AMP) sont des protéines linéaires ou cycliques principalement 

cationiques et produits par des organismes vivants. Ils sont de petites tailles et généralement 

composés de 10 à 50 acides aminés.144 Ils font partie du système immunitaire inné des eucaryotes 

pour lutter contre les infections et possèdent un large spectre d’activité contre une multitude de 

pathogènes tels que les bactéries, les virus et les champignons.145 Plus de 4500 AMP naturels et 

synthétiques sont à ce jour répertoriés et de nombreuses études sont menées pour raccourcir 

certains peptides afin qu’ils soient moins coûteux tout en conservant leurs propriétés 

antibactériennes.146,147  

Les AMP possèdent une proportion équilibrée d’acides aminés hydrophiles et hydrophobes qui 

garantit leur caractère amphiphile.148 Un peptide trop hydrophobe ou possédant trop de charges 

positives peut diminuer son activité antibactérienne et/ou augmenter son activité hémolytique ainsi 

que sa toxicité sur les cellules eucaryotes.149,150 La sélectivité et le mode d’action de l’AMP sont liés 

à son caractère amphiphile, sa flexibilité, sa capacité à faire 

des liaisons hydrogène et à la charge totale exprimée à pH 

physiologique.  

Si de nombreux AMP sont en cours d’évaluation clinique et 

pré-clinique, très peu sont approuvés et commercialisés. La 

colistine, peptide cyclique appartenant à la famille des 

polymyxines, est l’exemple le plus connu d’antibiotique 

commercial basé sur un peptide cationique (Figure 29). 

 

 

Figure 29. Structure de la colistine. 



46 

 

Il a également été montré que certains AMP co-administrés avec des antibiotiques peuvent avoir 

un effet bénéfique. Le PGLa administré à des concentrations sub-léthales avec du chloramphénicol 

permet par exemple de restaurer l’activité du médicament contre des BMR et ralentit le 

développement des résistances.151 D’autres AMP comme la magainine 2 peuvent également avoir 

un effet synergique lorsqu’ils sont combinés avec des antibiotiques tels que les bêta-lactamines.152 

De plus, certains AMP possèdent des propriétés curatives. A titre d’exemple, un développement 

clinique est en cours pour évaluer l’effet réparateur de l’AMP LL-37 concernant la guérison d’ulcères 

veineux de la jambe.153  

3.2 Structures des peptides antimicrobiens  

La structure secondaire des peptides est primordiale : les AMP se structurent en hélice-α, en 

feuillets-β ou peuvent ne pas adopter de conformation définie (« extended coil ») (Figure 30).145  

 

Figure 30. Différentes structures secondaires des AMP a) magainine 2 en hélice-α ; b) défensine 5 
en feuillet-β ; c) indolicidine non structurée. Les résidus cationiques apparaissent en rouge, les 

résidus hydrophobes en bleu. Les structures ont été modélisées avec le logiciel CHIMERA. Image 
reproduite du journal.154 

 

La taille de l’AMP joue un rôle important : si la séquence d’acides aminés est trop courte, cela 

diminue la capacité du peptide à former une structure secondaire ordonnée.149 Les AMP non 

structurés sont majoritairement composés de résidus prolines qui empêchent l’établissement d’une 

structure secondaire organisée.155 

Les peptides hélicoïdaux présentent une face polaire hydrophile et une face apolaire hydrophobe. 

La plupart de ces AMP ne sont généralement pas structurés en hélice en solution aqueuse et 

n’adoptent une conformation hélicoïdale qu’à proximité des parois anioniques bactériennes par le 
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biais des interactions électrostatiques.156 

A l’inverse, les peptides en feuillets-β sont structurés en solution aqueuse et ne changent pas de 

conformation en présence de lipides. En général, ces AMP comportent des résidus cystéines 

formant des ponts disulfures responsables de la stabilité et de la rigidité des feuillets tout en leur 

conférant une plus grande résistance aux protéases.154  

3.3 Interactions des peptides antimicrobiens avec les membranes 

bactériennes  

Les charges positives des AMP discriminent les bactéries anioniques par rapport aux membranes 

neutres des cellules eucaryotes. Cette forte affinité est à l’origine de la sélectivité des AMP pour ces 

microorganismes. En effet, en plus de la paroi bactérienne fortement chargée négativement, la 

membrane cytoplasmique des bactéries diffère grandement de celle observée pour les cellules 

eucaryotes. La principale différence concerne les feuillets externes des membranes bactériennes 

composés de phospholipides anioniques alors que ceux des cellules eucaryotes sont 

majoritairement composés de phospholipides zwitterioniques et de dérivés de stérols.156 La 

présence de cholestérol et de ses dérivés permet également de réduire l’action des AMP sur les 

cellules eucaryotes en stabilisant la membrane, diminuant ainsi sa perméabilité (Figure 31 et Figure 

32).157  

 

Figure 31. Affinités de l’AMP pour les membranes plasmiques des bactéries et des cellules 
eucaryotes. Image adaptée de Straus et al.156 
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Figure 32. Exemple d’un phospholipide a) zwitterionique, le POPC, et b) anionique, le POPG. 
 

3.4 Modes d’action des peptides antimicrobiens   

Les AMP agissent selon différents mécanismes sur les bactéries. Ils peuvent agir de façon indirecte 

sur les pathogènes en contribuant à la défense de l’organisme infecté par stimulation du système 

immunitaire et contrôle de l’inflammation.158,159  

Cependant, la plupart des AMP agissent directement sur les pathogènes afin de les éliminer.160 Pour 

les bactéries à Gram positif, les AMP traversent l’épaisse paroi bactérienne perméable et agissent 

directement sur la membrane cytoplasmique. Concernant les bactéries à Gram négatif, les peptides 

interagissent avec les groupes phosphates des LPS. Le remplacement momentané des petits cations 

divalents Ca2+ et Mg2+ par des AMP plus volumineux créent des brèches temporaires permettant 

aux peptides de traverser cette membrane externe et d’accéder à la membrane 

cytoplasmique.161,162Lorsque les AMP ont traversé les parois des bactéries à Gram positif ou négatif, 

ils agissent sur leur membrane plasmique. Une fois au contact de cette membrane, plusieurs modes 

d’actions sont observés selon la nature et la conformation du peptide : 154,163,164 

• Certains AMP ciblent les composants intracellulaires des bactéries en pénétrant dans la 

cellule par translocation sans dégrader la membrane cytoplasmique. 

• D’autres agissent directement sur la membrane cytoplasmique des bactéries en la 

dégradant. 

La dégradation de la membrane peut être induite par la formation de pores transmembranaires 

entraînant une dépolarisation et un dysfonctionnement de cette dernière. L’inhibition de la 
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respiration, la mauvaise régulation osmotique ou une importante déformation membranaire 

aboutissant à la rupture complète de la membrane conduisent à la lyse de la bactérie. Dans certains 

cas, certains AMP agissent également sur les composants internes des bactéries en pénétrant dans 

le cytoplasme par le biais des pores formés. La formation de pores est décrite selon deux modèles : 

le modèle de pores en douve de tonneaux (« barrel-stave model ») et le modèle de pores toroïdaux 

(« Wormhole pore ») (Figure 33).  

 

Figure 33. Modèles de formation de pores membranaires par action des AMP.165 
 

Dans ces deux modèles, les peptides sont dans un premier temps orientés parallèlement à la 

membrane cytoplasmique puis s’insèrent perpendiculairement dans la bicouche.  

Dans le modèle des pores en douve de tonneaux, il y a des interactions latérales hydrophobes  

peptide-peptide. La face hydrophobe interagit également avec les lipides apolaires de la membrane 

tandis que la face polaire forme la structure tubulaire, à l’origine du pore transmembranaire (Figure 

33a). L’organisation et la structuration des régions hydrophiles et hydrophobes des lipides 

composant la membrane sont maintenues.  

Pour le modèle des pores toroïdaux, il n’y a pas d’interactions latérales entre les peptides (Figure 

33b). Les AMP perturbent la membrane en induisant une courbure de la bicouche. Les pores sont 

formés par les peptides et les têtes polaires des lipides : l’organisation hydrophile/hydrophobe de 

la membrane est perturbée.  

Un troisième modèle de dégradation de la membrane sans formation de pores est également 

établi : le modèle de déstabilisation en tapis (« carpet-like model ») (Figure 34).  
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Figure 34. Modèle de déstabilisation en tapis de la membrane bactérienne par l’action des AMP.165 

 

Les AMP sont adsorbés parallèlement aux lipides à la surface de la membrane et s’accumulent afin 

de former un tapis peptidique. Lorsqu’une concentration critique est atteinte, les interactions 

défavorables perturbent l’intégrité membranaire qui finit par se désintégrer en formant des 

structures micellaires. Ce mécanisme ne fait pas intervenir d’interactions peptide-peptide et ces 

derniers n’ont pas besoin de s’insérer dans la partie hydrophobe de la membrane pour former des 

canaux.  

Il est actuellement admis que les AMP agissent différemment sur les membranes bactériennes selon 

le ratio peptide/lipide lié à leurs concentrations dans le milieu, et selon la nature des lipides 

membranaires et l’épaisseur de la bicouche lipidique.162 En effet, un même peptide peut avoir 

différents modes d’action selon la composition de la membrane. L’auréine 2.2 peut par exemple 

induire des pores toroïdaux ou agir comme un détergent selon la nature de la membrane sur 

laquelle elle agit.166  

3.5 Limitations à l’usage des peptides antimicrobiens 

Les AMP possèdent certains défauts qui limitent leurs applications antibactériennes. L’une des 

principales limitations à leur usage provient de leur faible stabilité métabolique in vivo. Ils peuvent 

en effet être rapidement hydrolysés et dégradés par des enzymes protéolytiques, les protéases, et 

peuvent se lier aux protéines anioniques de l’hôte.167  

Les mutations des bactéries induisant une modification structurelle peuvent également réduire 

l’activité des AMP : une baisse de charges surfaciques anioniques diminue les interactions 
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électrostatiques avec les peptides. Une augmentation de pompes d’efflux permet quant à elle 

d’excréter les peptides pénétrant dans le cytoplasme, réduisant leur concentration 

intracellulaire.168,169 

La formation de biofilms diminue également l’efficacité des AMP en les piégeant dans la matrice 

extracellulaire, les empêchant d’atteindre leurs cibles.170  

De plus, la faible corrélation entre les résultats in vitro et in vivo résultant de la grande sensibilité 

des AMP à leur environnement constitue un frein pour leur développement clinique.144  

3.6 Nouveaux AMP développés pour l’application antibactérienne 

Pour pallier ces problèmes, il est possible de modifier les AMP afin de les rendre plus résistants et 

donc plus efficaces. Certaines modifications chimiques permettent aux peptides d’être plus stables 

vis-à-vis des protéases, notamment par cyclisation, par N-acétylation ou par C-amidation des azotes 

et carbones terminaux.171,172 Une autre modification chimique consiste à utiliser des acides aminés 

D en remplacement de leurs énantiomères naturels L, conduisant à une meilleure résistance aux 

protéases stéréospécifiques.173,174  

Il est également possible d’incorporer les AMP dans des nanoparticules de silice mésoporeuse ou 

des nanoparticule d’or ou d’argent pour leur assurer une meilleure stabilité.175–177  

L’intégration des AMP dans des nanogels est aussi une méthode utilisée pour augmenter leur 

stabilité in vivo et prévenir d’éventuels phénomènes d’agrégation. L’encapsulation du peptide LL-

37 dans des nanogels d’acide hyaluronique permet ainsi d’augmenter l’activité antibactérienne de 

l’AMP tout en lui conférant une plus grande résistance aux protéases et en diminuant sa toxicité sur 

les cellules de l’hôte.178   

3.7 Association d’un photosensibilisateur avec un peptide 

antimicrobien pour l’aPDT 

3.7.1  Avantages de l’association PS-AMP 

L’aPDT, bien que prometteuse pour éliminer les BMR induites par les traitements antibiotiques, 

souffre généralement du manque de sélectivité et de solubilité des PS utilisés.  
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L’association d’un PS et d’un AMP est ainsi utilisée pour pallier ces limitations, le peptide permettant 

(Figure 35) : 

• D’augmenter la solubilité du PS en milieu aqueux à pH physiologique. 

• D’augmenter la sélectivité du traitement car le peptide favorise l’interaction du conjugué 

avec les membranes bactériennes.   

 
Figure 35. Schéma de l’action du conjugué PS-AMP pour l'aPDT (échelle non respectée). 

 

3.7.2 Exemples d’agents antibactériens PS-AMP 

Il existe dans la littérature un nombre limité de conjugués porphyriniques liés de façon covalente à 

des AMP. 

Le groupe de Wilson a décrit en 2010 une meso-tétraphénylporphyrine neutre liée à un peptide 

pénétrant (CPP) dérivé du Tat, composé de 6 résidus arginine (Figure 36).179 Ce conjugué s’est 

montré photoactif à 0,5 µM sur S. aureus et E. coli après irradiation par une lumière bleue pendant 

30 s (7 J.cm-2) en réduisant de plus de 4 log la population bactérienne initiale. Le composé s’est 

également avéré actif dans le noir et particulièrement sur S. aureus à 1 µM avec une réduction de 

plus de 3 log de la survie bactérienne. Cela peut être dû à la présence des nombreuses arginines qui 

confèrent au peptide sa capacité à pénétrer dans les cellules. Des études évaluant la toxicité sur les 

cellules eucaryotes n’ont cependant pas été effectuée par les auteurs.  

Une variation du temps d’incubation de 30 min à 5 h a par ailleurs montré une différence négligeable 

de la photoactivité du conjugué, contrairement à l’augmentation de la concentration qui permet un 

accroissement de l’efficacité du composé après irradiation, mais également en l’absence de lumière. 
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Figure 36. Structure de la tétraphénylporphyrine liée au dérivé de Tat décrite par Wilson et al et 

tableau récapitulatif des conditions des tests antibactériens.179 

 

Une approche intéressante développée par Xing et al. en 2012 a consisté à lier une protoporphyrine 

IX neutre à deux AMP identiques Yl13WF et à comparer l’activité avec l’analogue conjugué à un seul 

peptide (Figure 37).180 La protoporphyrine bis-conjuguée s’est montrée plus photoactive que la 

mono-conjuguée sur différentes souches de E. coli à 1 µM. Après 10 min d’irradiation en lumière 

blanche par fibre optique (30 J.cm-2), le composé comportant deux peptides a induit une réduction 

de la survie bactérienne de 4 log alors que le conjugué avec un seul peptide n’a induit qu’une 

réduction de 2 log. Dans les mêmes conditions, les conjugués ne se sont pas avérés toxiques ni 

phototoxiques sur des lymphocytes T, traduisant ainsi une sélectivité in vitro de ces molécules pour 

les bactéries par rapport à certaines cellules eucaryotes. 
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Figure 37. Structure de la protoporphyirine IX liée à deux peptides Yl13WFb publiée par Xing et al 

et tableau récapitulatif des conditions des tests antibactériens.180 

 

Afin d’étudier l’effet de la structure des conjugués porphyrine-peptide sur leur activité 

antibactérienne, Reddi et al. ont synthétisé plusieurs conjugués liant des porphyrines neutres et 

tricationiques avec différents AMP, l’apidaécine 1b, la buforine II et la magainine 2.  

Lors d’une première série d’études en 2013, l’apidaécine 1b, un peptide pénétrant dans les bactéries 

(CPP), a été conjugué à une porphyrine neutre et une porphyrine cationique (Figure 38).181 

 



55 

 

 

 

 

 
Figure 38. Structures de l’apidaécine 1b liée à a) la porphyrine neutre, b) la porphyrine 

tricationique, dévelopées par Reddi et al. et tableau récapitulatif des conditions des tests 
antibactériens.181 

 

Une différence de photoactivité a été observée entre les deux conjugués à une concentration de 

5 µM. Après irradiation en lumière bleue pendant 15 min (13,5 J.cm-2), le conjugué composé de la 

porphyrine neutre (Figure 38a) a induit une réduction de plus de 3 log de la survie des bactéries E. 

coli alors que celui constitué d’une porphyrine cationique (Figure 38b) a induit une réduction de 

plus de 4 log. Cette différence d’activité s’est néanmoins inversée lorsque des lavages au PBS ont 

été réalisés afin de retirer du milieu les conjugués non liés aux bactéries. Le composé comportant 

une porphyrine cationique, plus hydrophile, est donc plus faiblement lié aux bactéries que son 

analogue comportant une porphyrine neutre, ces différences d’affinités ayant été également 

observées par cytométrie en flux. Différents temps d’incubation dans le noir (de 15 à 120 min) entre 

les PS et les bactéries ont également été testés et n’ont pas eu d’effet sur l’activité des molécules.  
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Des études plus récentes publiées en 2014 par les mêmes équipes ont comparé les activités 

observées pour des porphyrines liées à des peptides différents, la magainine 2 (non CPP) et la 

buforine II (CPP) (Figure 39).182 

 

 

 

 

 
Figure 39. Structures de la porphyrine neutre liée à a.1) la magainine 2 (Mag 2), a.2) la buforine II 

(Buf II) et de la porphyrine tricationique liée à b.1) la magainine 2, dévéloppées par Reddi et al. Les 
conditions des tests antibactériens sont explicitées dans le tableau.182 

 

Les tests ont été réalisés dans les mêmes conditions que précédemment à une concentration de 

5 µM et une irradiation par lampe UV-bleue pendant 15 min.182 Les résultats diffèrent selon la 

nature du peptide et de la porphyrine : une réduction de la viabilité de E. coli d’environ 3 log a été 
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obtenue pour la porphyrine neutre liée à la magainine 2 (Figure 39a.1), de 7 log pour cette même 

porphyrine liée à la buforine II (Figure 39a.2) et 7 log également pour la porphyrine tricationique 

liée à la magainine 2 (Figure 39b.1). La condition porphyrine cationique-buforine II ne semble pas 

avoir été testée.  

De manière intéressante, l’activité des porphyrines neutres liées aux AMP est inchangée si des 

lavages au PBS sont effectués après incubation en présence des bactéries, alors que la porphyrine 

cationique liée à la buforine II voit son activité chuter drastiquement de plus de 4 log. De la même 

façon que pour la précédente étude, les conjugués comportant une porphyrine neutre semblent liés 

plus fortement aux bactéries que leur analogue présentant une porphyrine cationique en raison 

d’un caractère amphiphile plus prononcé.  

La nature du peptide influe également sur l’activité antibactérienne des conjugués après irradiation 

mais il est difficile de le corréler au caractère pénétrant ou non de l’AMP. Ainsi, l’apidaécine 1b (CPP) 

et la magainine 2 (non CPP) conjuguées aux porphyrines neutres possèdent des photoactivités 

similaires en réduisant de 3 log la survie de E. coli, tandis que le conjugué composé de la buforine II 

(CPP) présente une meilleure activité photobactéricide en impliquant une baisse de plus de 7 log de 

la viabilité bactérienne. 

Un inconvénient majeur de toutes les molécules décrites par Reddi est leur phototoxicité sur les 

cellules eucaryotes telles que les fibroblastes et ce même à des concentrations nanomolaires alors 

que les photosensibilisateurs et peptides seuls ne présentent pas de toxicité.  

 

En outre, une étude menée par Malik et al. dans laquelle la polymyxine B, un peptide cyclique aux 

propriétés antibactériennes, a été utilisée en tant qu’adjuvant pour désorganiser la membrane 

externe de E. coli a été publiée en 1995.120 En présence de cet antibiotique, les porphyrines neutres 

étudiées, habituellement inefficaces sur les bactéries à Gram négatif, ont montré une photoactivité 

non négligeable après irradiation.  

A la suite de cette étude, le groupe de Sol a développé en 2017 un conjugué PS-AMP composé d’un 

analogue de la polymyxine B lié de façon covalente à une porphyrine tricationique (Figure 40, n = 2 

avec n représentant le nombre de carbones des chaines portant les amines primaires).183 
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Figure 40. Structure de la porphyrine tricationique liée à la polymyxine B (n= 2) ou un analogue de 
la polymyxine B (n = 4) décrites par Sol et al. et tableau récapitulatif des conditions des tests 

antibactériens.183,184 
 

Le conjugué s’est montré bien plus photoactif que la porphyrine cationique seule sur les souches S. 

aureus et E. coli. En effet, après irradiation avec des DEL émettant une lumière blanche, le composé 

porphyrine-peptide incubé à 10 µM a conduit à une réduction de plus de 3 log de la survie de E. coli 

au bout de 10 min (3 J.cm-2) et plus de 5 log après 25 min (7 J.cm-2). La porphyrine seule n’a eu quant 

à elle aucun effet dans ces mêmes conditions. Des études par cytométrie en flux ont montré que le 

conjugué présente également une forte affinité pour les parois bactériennes. Néanmoins, il s’est 

avéré actif en l’absence de lumière car il a induit à 5 µM une réduction de plus de 4 log de la viabilité 

de E. Coli après 20 h d’incubation sans irradiation. 

Pour pallier cela, une deuxième étude du même groupe parue en 2018 a consisté à modifier la 
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polymyxine B afin de la rendre moins active en l’absence de lumière et de limiter ainsi le 

développement d’éventuelles résistances (Figure 40, n = 4).184 En effet, le développement de 

résistance a déjà été observé pour des bactéries contre la polymyxine, notamment chez une souche 

de Acinetobacter baumanni devenue insensible à la colistine.185 Les résidus d’acide 

diaminobutyrique (dab) ont été remplacés par des résidus lysine dont la chaîne carbonée est plus 

longue ; la charge totale de la molécule a été conservée. Le conjugué s’est avéré plus de cinq fois 

moins actif que son analogue avec la polymyxine non modifiée en l’absence de lumière tout en 

conservant une photoactivité très similaire après irradiation par lumière blanche sur les bactéries à 

Gram positif et négatif.  

Malgré une forte phototoxicité du conjugué sur les fibroblastes aux concentrations nanomolaires, 

des études par microscopie confocale ont montré que pour un milieu constitué de bactéries et de 

cellules eucaryotes, une sélectivité du conjugué pour les bactéries était obtenue. Ce résultat montre 

qu’un temps d’exposition réduit suivi d’un temps d’irradiation court peut permettre d’accroître la 

sélectivité du traitement en limitant l’interaction du conjugué avec les cellules eucaryotes. 

 

4 Projet de thèse  

L’association d’un PS permettant une action photobactéricide rapide à un AMP ciblant les 

membranes bactériennes constitue une approche antibactérienne intéressante et peu développée. 

L’objectif de ce travail a été de concevoir et de synthétiser de nouveaux agents photoactivables 

vectorisés pour la thérapie photodynamique antibactérienne. Notre choix s’est porté sur 

l’association de différentes porphyrines fonctionnalisées à des peptides antimicrobiens cationiques 

pour un équilibre entre le caractère lipophile et hydrophile des constituants. D’autre part, les PS 

choisis possèdent un système aromatique π-étendu pour absorber dans le proche IR afin de pouvoir 

être excités dans la fenêtre thérapeutique optique. L’utilisation d’une lumière rouge offre la 

possibilité de traiter des infections plus en profondeur sans induire de photodommages aux 

chromophores endogènes avoisinant la zone à traiter. 

Les peptides ont été sélectionnés dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe de biophysique 

des membranes du Pr. Burkhard Bechinger, spécialiste des interactions des AMP avec les 
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membranes lipidiques, et l’équipe de biomatériaux et bioingénierie du Dr. Philippe Lavalle de l’unité 

de recherche INSERM 1121 de Strasbourg. Les AMP choisis ont été étudiés précédemment et ont 

montré de bonnes affinités pour les parois bactériennes.186,187 

Les travaux réalisés au cours de ma thèse sont présentés dans la suite de ce manuscrit.  

Le chapitre 2 expose la synthèse, la caractérisation ainsi que les propriétés des différents PS, AMP 

et des conjugués PS-AMP.  

Le chapitre 3 décrit l’activité et la photoactivité antibactérienne des composés après irradiation vis-

à-vis de deux types de bactéries (S. aureus et E. coli) ainsi que leurs toxicités et phototoxicités vis-à-

vis des cellules eucaryotes.  

La synthèse, la caractérisation et l’évaluation biologique de photosensibilisateurs cationiques non 

liés à des AMP ainsi que la synthèse de porphyrines métallées au palladium(II) font l’objet du 

chapitre 4.  

 

 

 

 

 

 

 



61 

 

Chapitre II : Synthèse et caractérisations de 

conjugués porphyrine-peptide pour la 

thérapie photodynamique antibactérienne 

 

Ce chapitre de thèse décrit la synthèse et la caractérisation de conjugués porphyrine-peptide pour 

l’aPDT. Ils sont constitués d’une porphyrine neutre liée à un peptide antibactérien cationique (Figure 

41). 

 

Figure 41. Schéma des constituants des molécules ciblées. 
 

Le photosensibilisateur est composé d’une porphyrine dont deux positions meso sont 

fonctionnalisées par des alcynes respectivement liés à un espaceur et à un groupement 

électroattracteur. Le système conjugué π-donneur π-accepteur permet au PS d’être excité dans la 

fenêtre thérapeutique optique (700-900 nm) par déplacement de la longueur d’onde d’absorption 

vers le rouge par effet « Push-Pull ».188,189  

Le peptide antimicrobien cationique permet de cibler les membranes anioniques des bactéries et 

de favoriser la solubilité du PS en milieu aqueux.  
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1 Molécules précédemment développées au laboratoire  

Plusieurs photosensibilisateurs constitués d’une porphyrine de zinc(II) bis-éthynyle fonctionnalisée 

par des groupes dicétopyrrolopyrrole (DPP) ont été développées au laboratoire. La synthèse du 

précurseur porphyrinique ZnP (Figure 42a) a été mise au point par Julie Schmitt au cours sa thèse. 

Dans le cadre de son projet, ce précurseur a pu être obtenu à l’échelle du gramme et déprotégé afin 

de le fonctionnaliser avec différentes unités pour être utilisé en PDT en tant que 

photosensibilisateur. 

La longueur d’onde maximale d’absorption de ces PS augmente en fonction de la délocalisation des 

électrons, permettant une excitation dans le proche IR (Figure 42).  

 

Figure 42. Structures des PS ZnP, DPP-ZnP-DPP et DPP-Znp-ZnP-DPP développés au laboratoire et 
leurs longueurs d’onde maximales d’absorption dans le DMSO.190,191 
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Afin d’obtenir des traitements sélectifs, des agents moléculaires vectorisés pour la PDT 

anticancéreuse ont été développés. Une porphyrine liée à un groupe DPP et vectorisée par l’acide 

folique a montré une forte photoactivité anticancéreuse à une faible concentration de 1 µM après 

irradiation à 660 nm (Figure 43).192 Le PS vectorisé s’est montré près de quatre fois plus photoactif 

sur les cellules cancéreuses HeLa que la porphyrine analogue sans vecteur après 15 min d’irradiation 

(32 J.cm-2), démontrant ainsi l’importance d’une forte affinité pour les cellules à traiter. 

La délocalisation étendue des électrons π permet au composé d’être irradié dans le proche IR, mais 

également par excitation biphotonique à 920 nm en raison de sa forte section efficace d’absorption 

à deux photons (σ = 800 GM à 930 nm). 

 

Figure 43. Photosensibilisateur vectorisé DPP-ZnP-Acide Folique développé au laboratoire.192 
 
 

2 Conception des conjugués   

Les PS précédemment développés au laboratoire nous ont conduit à envisager la synthèse de trois 

conjugués porphyrine-peptide PS1-PGLa, PS2-PGLa et PS2-Gly-D-Ctl pour l’aPDT en utilisant la 

porphyrine ZnP comme synthon fonctionnalisable (Figure 44).  



64 

 

 

Figure 44. Structure des conjugués PS1-PGLa, PS2-PGLa et PS2-Gly-D-Ctl. 
 

2.1 Conjugué PS1-PGLa  

Le conjugué PS1-PGLa est composé d’une porphyrine meso-5,15-bis-éthynyle reliée à l’unité nitro-

thiophène et au peptide antibactérien PGLa (Figure 45). 

 

Figure 45. Structure du conjugué PS1-PGLa. 
 

2.1.1 Choix du photosensibilisateur 

L’unité nitro-thiophène est intéressante pour l’aPDT car elle influe sur les propriétés 

photophysiques et l’absorption de la porphyrine utilisée en tant que PS. Des exemples de 
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thiophènes conjugués en position alpha du soufre avec des phényles produisant majoritairement 

de l’oxygène singulet en présence de dioxygène par transfert d’énergie ont été décrits.193 La 

production d’ions superoxydes O2
.-, formés par transfert d’électron, est négligeable pour ces 

thiophènes fonctionnalisés.193 L’effet d’atome lourd induit par le soufre permet de favoriser le CIS 

et le transfert d’énergie de l’état triplet du thiophène aux molécules de dioxygène environnantes.194  

L’équipe de Therien a étudié l’effet de la substitution des thiophènes sur leurs longueurs d’ondes 

d’absorption dans le THF.195 Le substituant nitro en position alpha du soufre induit un déplacement 

bathochrome du maximum d’absorption de plus de 80 nm, et l’introduction d’une fonction éthynyle 

sur la seconde position alpha induit le même effet qu’un atome d’iode mésomère donneur, 

permettant un déplacement vers des longueurs d’ondes plus grandes (Tableau 3).  

Tableau 3. Effet de la fonctionnalisation d’un thiophène sur la longueur d’onde d’absorption dans 
le THF.195 

 

 
 
 

La conjugaison d’un groupe nitro-thiophène à une porphyrine par l’intermédiaire d’une fonction 

alcyne en position meso pour accroître la délocalisation électronique a également été évaluée par 

cette même équipe (Figure 46b).195  

 

Figure 46. Porphyrines développées par Therien et al. et longueurs d’onde d’absorption maximales dans le 
THF.195 
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En comparaison avec la porphyrine directement substituée par un groupe nitro-thiophène (Figure 

46a), la fonctionnalisation par l’intermédiaire d’une fonction alcyne induit un déplacement 

bathochrome de la bande Q de plus basse énergie de 45 nm. 

2.1.2 Choix du peptide antimicrobien 

Notre choix s’est porté sur le peptide PGLa, dans le cadre d’une collaboration avec le Pr. Burkhard 

Bechinger de l’Institut de chimie de Strasbourg. Ce peptide antimicrobien naturel appartient à la 

famille des magainines et a été isolé de la peau d’une grenouille Xenopus laevis.196 Il est constitué 

de 21 acides aminés de séquence GMASKAGAIAGKIAKVALKAL dont les 4 résidus lysines sont 

protonés à pH physiologique (Figure 47).  

 

 

Figure 47. Structure du peptide PGLa. Les résidus lysines (K) apparaissent en rouge. 
 
 

Le PGLa possède une bonne affinité pour les bactéries à Gram négatif et positif, la Concentration 

Minimale Inhibitrice (CMI) se situant à 4 µM pour E. coli et 8 µM pour S. aureus .186 De plus, sa 

biocompatibilité et sa sélectivité pour des membranes anioniques vis-à-vis des erythrocytes ont été 

évaluées. Il s’est avéré très peu toxique car son activité hémolytique sur les hématies a été évaluée 

à 2 % à une concentration de 16 µM.186 

Le mode d’interaction du PGLa avec les bicouches lipidiques a également été étudié par RMN du 

solide par l’équipe du Pr. Bechinger afin de déterminer l’orientation du peptide par rapport aux 

membranes anioniques.197  

2.2 Conjugué PS2-PGLa  

Un second photosensibilisateur constitué d’une porphyrine fonctionnalisée par un groupe 

benzothiadiazole (BTD) et liée au peptide PGLa a été envisagé (Figure 48). 
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Figure 48. Structure du conjugué PS2-PGLa. 
 

Le BTD possède un système π délocalisé avec un fort pouvoir électroattracteur.198 Il est également 

étudié pour des applications photovoltaïques comme PS potentiel pour des cellules organiques dont 

le développement vise à remplacer les cellules à base de silicium.199 

De plus, une étude de porphyrines liées au BTD par l’intermédiaire d’une fonction alcyne a montré 

que cette unité favorisait le CIS, propriété importante pour un PS utilisé en aPDT.200 

L’AMP utilisé est identique à celui du conjugué PS1-PGLa afin d’évaluer l’effet du BTD sur les 

propriétés photophysiques du PS et sur les propriétés antibactériennes du composé PS-AMP. 

2.3 Conjugué PS2-Gly-D-Ctl  

Le troisième conjugué envisagé (Figure 49) correspond au PS2 lié à un peptide aux propriétés 

différentes du PGLa, la Gly-D-cateslytine de séquence GRSMRLSFRARGYGFR (Figure 50). 

La cateslytine (Ctl) est un peptide antibactérien naturel notamment étudié par le groupe du Dr. 

Philippe Lavalle de l’ISERM 1121 de Strasbourg avec lequel nous avons collaboré sur ce projet. Il est 

constitué de 15 acides aminés dont 5 résidus arginine protonés à pH physiologique et appartient à 

la famille des CPP. Des études menées par ce groupe ont permis de mettre en lumière des 

différences notables entre ce peptide composé d’acides aminés en série L par rapport à son 

analogue non naturel constitué d’acides aminés en série D.187 Ce dernier a montré d’intéressantes 

propriétés : il s’avère bien plus résistant à la protéolyse, traduisant une plus grande stabilité en 

milieu physiologique et donc une meilleure biodisponibilité. En effet, après 24 h d’incubation dans 
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un milieu de culture en présence de protéases secrétées par E. coli, la D-Ctl n’a montré aucun signe 

de dégradation après analyse par HPLC contrairement à son analogue en série L. 

 

Figure 49. Structure du conjugué PS2-Gly-D-Ctl. 
 

 

Figure 50. Structure du peptide Gly-D-Ctl. Les résidus arginine apparaissent en rouge. 
 

Le peptide D-Ctl n’est pas toxique pour les cellules épithéliales intestinales ni hémolytique à une 

concentration élevée de 50 µM. Il possède également une forte affinité pour les bactéries E. coli et 

S. aureus, sa CMI se situant à 4 µM pour E. coli et 12 µM pour S. aureus. De plus, l’étude réalisée sur 

les bactéries E. coli a montré que la D-Ctl n’induisait pas de développement de résistances 

lorsqu’elle est utilisée à des concentrations sub-CMI, contrairement à certains antibiotiques 

classiques tels que l’ampicilline ou la cefotaxime. Dans le cadre de ce travail, un résidu glycine a été 

ajouté à la séquence afin de faciliter le couplage avec la porphyrine. Le peptide Gly-D-Ctl comporte 

de fait 16 acides aminés. 
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3 Stratégie de synthèse  

Les conjugués porphyrine-peptide développés dans le cadre de cette thèse sont obtenus par une 

synthèse convergente et modulable (Figure 51).   

 

Figure 51.Rétrosynthèse des conjugués PS-AMP. 
 

Ces conjugués se composent de quatre synthons distincts qui peuvent être modifiés selon les 

propriétés envisagées. Le premier synthon est une porphyrine de zinc(II) liée à deux alcynes 

protégés qui peuvent être sélectivement déprotégés afin d’obtenir un composé dissymétrique. Le 

deuxième et le troisième synthons correspondent respectivement à l’espaceur qui permet le 

couplage peptidique et au groupement électroattracteur aromatique. Enfin, le quatrième synthon 

correspond au peptide antimicrobien cationique lié de façon covalente au PS.  
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4 Synthèse du conjugué antibactérien PS1-PGLa 

4.1 Synthèse du photosensibilisateur PS1 

4.1.1 Synthèse de la porphyrine 9 

Afin d’obtenir la porphyrine 5 (Figure 53), il est nécessaire de synthétiser les précurseurs, le 

dipyrrométhane 1 et l’aldéhyde 4 représentés sur la Figure 52.  

 

Figure 52. Synthèse du dipyrrométhane 1 et de l’aldéhyde 4. 
 

Le dipyrrométhane 1 est obtenu par condensation du pyrrole utilisé comme solvant et du 

paraformaldéhyde à 90 °C en présence de TFA suivie d’une purification par chromatographie sur 

colonne de silice.201 L’aldéhyde 4 est obtenu en trois étapes. Premièrement, l’alcool activé 2 par un 

groupe tosyle est obtenu quantitativement par réaction de l’éther monométhylique de triéthylène 
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glycol commercial avec 1,2 éq. de chlorure de tosyle (TsCl) dans la pyridine.202 Le 3,5-

dihydroxybenzylalcool est oxydé par 1 éq. du réactif de Jones en 15 min à 0 °C au cours de la seconde 

étape afin de conduire au dihydroxybenzaldéhyde 3 avec un rendement de 55 %.203  

Les composés 2 et 3 réagissent ensuite selon une réaction de Williamson à 90 °C et permettent 

l’obtention de l’aldéhyde 4 avec un rendement de 86 %.202 Les deux précurseurs 1 et 4 sont obtenus 

à l’échelle de plusieurs grammes. 

La porphyrine A2B2 5 est obtenue par condensation du dipyrrométhane 1 et de l’aldéhyde 4 en 

présence d’acide trifluoroacétique (TFA) dans le dichlorométhane selon les conditions décrites par 

Lindsey (Figure 53).204,205  

 

Figure 53. Synthèse de la porphyrine mono-déprotégée 9. 
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Le porphyrinogène intermédiaire est oxydé par de la 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone 

(DDQ) et la porphyrine base libre 5 est obtenue avec un rendement de 42 % après purification par 

chromatographie sur colonne de silice. Elle est ensuite métallée quantitativement par 5 éq. 

d’acétate de zinc afin d’obtenir la porphyrine 6. La caractérisation par RMN 1H montre la disparition 

du signal à -3 ppm correspondant aux protons blindés liés aux azotes pyrroliques. Le spectre 

d’absorption de 6 présenté au paragraphe 6.1.1 (Figure 77) montre la présence de seulement deux 

bandes Q et atteste également de la métallation de la porphyrine. La porphyrine 7 est obtenue par 

bromation des positions meso de 6 en utilisant le N-bromosuccinimide (NBS).206 La réaction a été 

réalisée avec un léger défaut de 1.96 éq. de NBS ajouté lentement à -10 °C afin d’éviter la bromation 

des positions β-pyrroliques. Ce produit secondaire a été obtenu précédemment dans le groupe et 

s’est avéré impossible à séparer du produit d’intérêt malgré de nombreuses tentatives de 

purification. La porphyrine di-bromée 7 est obtenue avec un rendement de 91 % après purification 

par chromatographie sur colonne de silice. L'analyse par RMN 1H confirme l’obtention du produit et 

montre la disparition du singulet à 10 ppm caractéristique des deux protons meso de la porphyrine. 

Un couplage de Sonogashira permet de fonctionnaliser 7 par deux fonctions alcynes protégées par 

des groupes triisopropylsilane (TIPS). La réaction est effectuée sous atmosphère inerte avec 3 éq. 

de (triisopropyl)acétylène en présence de triéthylamine et des catalyseurs PdCl2(PPh3)4 et CuI pour 

conduire au produit 8 avec un rendement de 89 % après purification par chromatographie sur 

colonne de silice.202 Enfin, la mono-déprotection statistique des alcynes protégés de 8 avec 0.35 éq. 

de fluorure de tétra-n-butylammonium (TBAF) permet d’obtenir la porphyrine 9 avec 34 % de 

rendement après purification par deux chromatographies successives sur colonne de silice. Ces 

conditions de réaction permettent de recycler le produit de départ 8 pour de futures déprotections 

tout en limitant la formation du produit totalement déprotégé. La porphyrine 8 étant obtenue à 

l’échelle du gramme, les quantités sont amplement suffisantes pour effectuer plusieurs synthèses 

en modulant les unités qui lui sont rattachées. 

4.1.2 Synthèse de l’espaceur 10 

L’espaceur 10 est synthétisé par une réaction de substitution nucléophile de 1,2 éq. de 4-

bromobutyrate d’éthyle par le 4-iodophénol en présence de 2 éq. de carbonate de potassium.207 
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Après 24 h à 55 °C, le produit est obtenu avec un très bon rendement de 95 % après purification par 

flash chromatographie sur colonne de silice (Figure 54).  

 

Figure 54. Synthèse de l’espaceur 10. 
 

4.1.3 Synthèse du groupe 2-iodo-5-nitro-thiophène 12 

Le 2-iodo-5-nitrothiophène 12 est synthétisé par substitution électrophile aromatique du 2-

iodothiophène commercial par 2 éq. d’acide nitrique fumant à -5 °C (Figure 55).195 Le composé 12 

est obtenu avec 73 % de rendement après recristallisation dans du méthanol.  

 

Figure 55. Synthèse du 2-iodo-5-nitro-thiophène 12. 
 

4.1.4  Synthèse de la porphyrine PS1 

Le photosensibilisateur PS1 est obtenu à partir de la porphyrine 9 par couplages successifs de 

l’espaceur 10 et du thiophène 12 (Figure 56).  

Le composé mono-déprotégé 9 réagit avec 1,1 éq. de 10 par une réaction de couplage de 

Sonogashira dans le THF à 40 °C pendant 2 h. Après purification par chromatographie sur colonne 

de silice, la porphyrine 11 est obtenue avec 70 % de rendement. La fonction alcyne protégée est 

ensuite déprotégée par une solution de TBAF dans du THF. L’intermédiaire réactionnel formé 

comportant l’alcyne vrai obtenu après filtration sur silice est directement engagé dans une seconde 

réaction de Sonogashira avec 1,5 éq. de 2-iodo-5-nitro-thiophène 12. La porphyrine 13 est isolée 

après purification par chromatographie sur colonne de silice avec un excellent rendement de 94 %. 

Ce composé est ensuite démétallé en présence de TFA dans le DCM et le photosensibilisateur PS1 
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est obtenu de façon quantitative. Il est préférable de retirer le métal car les réactions de 

déprotection impliquant le peptide sont effectuées en milieu acide et conduisent à une 

démétallation du zinc(II). Ce dernier permet néanmoins d’augmenter les rendements lors des 

précédentes étapes de couplage. 

 

Figure 56. Synthèse du photosensibilisateur PS1. 
 

Le composé PS1 a été caractérisé par spectroscopies RMN 1H (Figure 57), COSY (Annexe 1), NOESY 

(Figure 58) et HMBC (Figure 59) permettant l’attribution complète des protons. La présence du 

signal caractéristique des protons des azotes pyrroliques intégrant pour 2 indique que la porphyrine 

est totalement démétallée. Les quatre doublets situés entre 8,89 et 9,64 ppm correspondent aux 

signaux des protons β-pyrroliques et sont caractéristiques d’une porphyrine possédant un plan de 

symétrie.  
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Figure 57. Spectre RMN 1H (500 MHz, 298 K, CDCl3) de PS1.  
 

Le spectre NOESY montre une corrélation spatiale entre les protons pyrroliques py2 et py3 et les 

protons o en position ortho du phényle et permet de les différencier des protons py1 et py4 (Figure 

58). L’absence de couplage dipolaire des protons py1 et py4 avec les substituants présents en 

position meso ne permet cependant pas de les discriminer ni d’attribuer py2 ou py3. Le spectre 

HMBC permet l’attribution du proton a du thiophène et du proton o’ du phényle par couplage en 3J 

avec les carbones des alcynes (Figure 59). 
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Figure 58. Spectre RMN NOESY (500 MHz, 298 K, CDCl3) de PS1.  

 

Figure 59. Spectre RMN HMBC (500 MHz, 298 K, CDCl3) de PS1. 
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4.2 Synthèse du peptide PGLa  

La synthèse du peptide PGLa a été réalisée en collaboration avec le Dr. Christopher Aisenbrey de 

l’équipe de Burkhard Bechinger. Elle a été effectuée de façon automatisée sur résine, une phase 

solide, selon la méthode de Merrifield par « stratégie Fmoc ». La synthèse peptidique sur support 

solide permet d’obtenir le peptide désiré par succession de réactions de couplages des acides 

aminés dont les chaînes latérales peuvent être protégées. Elle s’effectue de l’extrémité C-terminale 

du peptide, accrochée à la résine, vers l’extrémité N-terminale. Elle est constituée des étapes a à c 

explicitées sur la Figure 60 :  

Etape a) : Le premier acide aminé de la séquence est greffé sur la résine par couplage 

peptidique après déprotection par de la pipéridine du groupe fluorénylméthoxycarbonyle 

(Fmoc) de la fonction amine du xanthène situé sur la résine. 

Etape b) : Cette étape consiste en l’itération d’un cycle permettant l’addition d’acides 

aminés à la séquence. Tout d’abord, la fonction amine du peptide en croissance est 

déprotégée par une solution de pipéridine dans le DMF. La solution de déprotection est 

ensuite éliminée par une étape de lavage avec du DMF. 

Une solution contenant un excès de 4 éq. de l’acide aminé à greffer est ajoutée en présence 

de DIPEA et de l’agent de couplage HBTU, servant respectivement à déprotoner l’acide 

carboxylique puis à l’activer afin de réaliser le couplage peptidique. Une nouvelle étape de 

lavage est réalisée pour éliminer les sous-produits formés ainsi que l’excès de réactif. 

Etape c) : Lorsque le dernier acide aminé de la séquence est couplé, le groupe Fmoc est 

déprotégé et le peptide protégé greffé sur résine est obtenu. 
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Figure 60. Schéma des principales étapes a à c de la synthèse peptidique en phase solide du PGLa. 
 
 

Dans le cadre de ce projet, la synthèse du PGLa a été réalisée sur une résine « NovaSyn®TG Sieber 

Amide » caractérisée par une charge de 0,14 mmol.g-1 (Figure 61). Cette faible charge, 

correspondant au nombre de sites d’accrochage disponibles, permet de greffer moins de peptide 

sur la résine afin de faciliter le couplage peptidique final avec la porphyrine. En effet, des tests 

impliquants une résine standard de charge 0,7 mmol.g-1 n’ont pas permis d’obtenir le conjugué 

porphyrine-peptide, potentiellement dû à la gêne stérique trop importante sur la résine lors du 

couplage peptidique. 

 

Figure 61. Structure chimique de la résine NovaSyn®TG Sieber Amide. 

 
 

Par ailleurs, les fonctions amines des résidus lysine sont protégées par des groupes 4-méthoxytrityle 

(Mmt) et la fonction alcool du résidu sérine est protégée par un groupe triphénylméthyle (Trt) 

(Figure 62). 
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Figure 62. Structure des acides aminés protégés Fmoc-Lys(Mmt)-OH (à gauche) et Fmoc-Ser(Trt)-
OH (à droite). 

 
 

L’avantage de ces groupes protecteurs par rapport aux groupes ter-butyle et ter-butoxycarbonyle 

(Boc) généralement utilisés réside dans leur forte labilité en milieu acide, permettant une 

déprotection dans des conditions douces. 

Afin d’obtenir le peptide PGLa seul comme composé de référence, environ un quart du peptide 

synthétisé a été clivé de la résine dans des conditions acides classiques TFA/H2O/EDT/TIS (94 : 2,5 : 

2,5 : 1). Le PGLa, dont l’extrémité C-terminale du peptide est sous forme amide, a été obtenu 

quantitativement et a été caractérisé par RMN 1H, TOCSY (Figure 63) et HSQC (Figure 64) et 

spectrométrie de masse MALDI-TOF (Annexe 2). 
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Figure 63. Spectre RMN 1H (500 MHz, 298 K, (CD3)2SO) du peptide PGLa. 
 

 

Figure 64. Spectre RMN TOCSY (500 MHz, 298 K, (CD3)2SO) du peptide PGLa.  
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L’expérience de RMN TOCSY est particulièrement utile pour l’analyse des peptides car elle permet 

de corréler tous les protons appartenant au même système de spin. Les spins vicinaux et distants 

sont corrélés et identifiés par une seule ligne de résonance. Chaque acide aminé de la séquence du 

peptide PGLa est ainsi identifié par les corrélations situées sur une ligne. La spectroscopie HSQC 

permet de corréler aux protons identifiés les déplacements chimiques des atomes de carbone 

(Annexe 3). 

4.3 Synthèse du conjugué PS1-PGLa   

Afin de pouvoir effectuer le couplage entre la porphyrine et le peptide, la fonction ester du PS1 est 

hydrolysée en condition basique avec une solution aqueuse de LiOH 0,5 M (Figure 65). Après 

purification par chromatographie sur colonne de silice, le composé 14 est isolé sous forme de sel 

avec 86 % de rendement. 

La fonction carboxylate de la porphyrine 14 est activée dans du DMF par 3 éq. de TBTU en présence 

de 10 éq. de DIPEA pendant une heure.182 La solution obtenue est ensuite additionnée au peptide 

greffé sur résine dans le DMF et le milieu réactionnel est agité à température ambiante pendant 

72 h. Après filtration, le conjugué est clivé de la résine et les chaînes latérales du peptide sont 

déprotégées dans des conditions douces en utilisant une solution d’hexafluoroisopropanol (HFIP) à 

1 % de TFA.208 Le composé est précipité dans l’éther diéthylique à froid et centrifugé trois fois afin 

de solubiliser les groupes protecteurs dans le surnageant. Le conjugué est ensuite solubilisé dans 

l’eau puis lyophilisé. Le brut réactionnel est purifié par HPLC préparative (colonne C18) à l’aide d’un 

gradient de solvant H2O/MeCN/0,1 % TFA. Il est important de ne pas évaporer à sec les différentes 

fractions obtenues par HPLC afin d’éviter une dégradation du produit. 
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Figure 65. Synthèse du conjugué PS1-PGLa. 
 
 

Le produit est obtenu sous forme d’un solide vert après lyophilisation avec un rendement de 40 %. 

En engageant 11 mg de la porphyrine 14, plus de 10 mg de conjugué PS1-PGLa sont isolés. Cette 

quantité est amplement suffisante pour effectuer l’ensemble des tests biologiques, majoritairement 

réalisés à concentration micromolaire.  

Le PS1-PGLa a un temps de rétention de 20,76 min en HPLC analytique et une pureté évaluée à plus 

de 97 % (Figure 66).  
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Figure 66. Chromatogramme de PS1-PGLa obtenu en HPLC analytique et conditions d’élution 
utilisées. 

 
 

L’analyse par spectrométrie de masse haute résolution confirme l’obtention du conjugué PS1-PGLa. 

La fonction thioéther du résidu méthionine est oxydée en sulfoxyde. Les pics majoritaires de masse 

M = 1716,3968, 1144,6018 et 858,7046 correspondent respectivement à la molécule deux fois [M + 

2H]2+, trois fois [M + 3H]3+ et quatre fois [M + 4H]4+ protonée (Figure 67). Les profils isotopiques 

expérimentaux sont en accord avec les profils isotopiques calculés.  

 

Figure 67. Spectre HR ESI-MS de PS1-PGLa et profil isotopique expérimental et profil isotopique 
calculés pour le pic le plus intense. 
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Le conjugué PS1-PGLa a également été caractérisé par RMN 1H dans le DMSO (Figure 74).   

Les protons portés par les atomes d’azote des fonctions amides sont situés entre 7,5 et 8,6 ppm. 

Les protons situés en position alpha des amides ont un déplacement chimique compris entre 3,5 et 

4,5 ppm, et le reste des signaux correspond aux divers protons aliphatiques des chaînes latérales.  

La liaison entre la porphyrine et le peptide implique l’apparition de signaux caractéristiques de cette 

dernière sur le spectre RMN 1H du conjugué. Les protons pyrroliques, ceux portés par les phényles 

directement liés en position meso, les protons des chaînes TEG ainsi que ceux des azotes des 

pyrroles sont bien résolus et identifiables sur le spectre de PS1-PGLa (Figure 68). 

 

 

 

 

 

 

Figure 68. Spectres RMN 1H (500 MHz, 298 K, (CD3)2SO) du PGLa, de la porphyrine 14 et du 
conjugué PS1-PGLa. 
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5 Synthèse du conjugué antibactérien PS2-PGLa 

5.1 Synthèse du composé bromo-BTD 

Le composé bromo-BTD 15 est synthétisé par substitution électrophile aromatique du BTD 

commercial par 1 éq. de NBS dans l’acide sulfurique à 60 °C (Figure 69).209 Après recristallisations 

successives dans de l’EtOH, il est obtenu avec 35 % de rendement sous la forme d’un solide beige. 

 

Figure 69. Synthèse du bromo-benzothiadiazole 15. 
 

5.2 Synthèse du photosensibilisateur PS2 

Le photosensibilisateur PS2 est obtenu en trois étapes (Figure 70).  

 

Figure 70. Synthèse du photosensibilisateur PS2. 

 

La fonction alcyne protégée de la porphyrine 11 est déprotégée par 1 éq. de TBAF dans le THF et 

l’intermédiaire est purifié par filtration sur silice. Il est directement engagé dans une réaction de 

Sonogashira avec 1,5 éq. du composé 15 afin d’obtenir la porphyrine 16 après purification par 
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chromatographie sur colonne de silice avec un rendement de 66 %. On observe davantage de 

dimère issu de la réaction secondaire d’homocouplage (également appelée réaction de Glaser) pour 

cette synthèse en comparaison avec celle impliquant le dérivé iodé du nitro-thiophène (Figure 56), 

expliquant le rendement plus faible obtenu (Figure 71).210 

 

Figure 71. Structure du dimère obtenu à la suite de la réaction secondaire de Glaser. 
 

La porphyrine 16 est ensuite démétallée par du TFA dans du DCM et le composé PS2 est obtenu avec 

un rendement de 90 % sous la forme d’un solide vert. Les protons ont été attribués à l’aide des 

spectres RMN 2D COSY, NOESY et HMBC donnés en Annexe 4. La présence des trois signaux des 

protons du BTD et l’absence du proton de la fonction alcyne sur le spectre RMN 1H (Figure 72) ainsi 

que la spectrométrie de masse confirment l’obtention du produit. 
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Figure 72. Spectre RMN 1H (500 MHz, 298 K, CDCl3) de PS2.  
 

5.3 Synthèse de PS2-PGLa   

Après hydrolyse de la fonction ester par une solution aqueuse de LiOH, la porphyrine 17 est obtenue 

sous forme de sel avec 84 % de rendement. Le couplage réalisé sur résine avec le peptide PGLa est 

effectué selon le même protocole que celui décrit dans le paragraphe 4.3 et le conjugué PS2-PGLa 

est obtenu sous forme d’un solide vert avec 43 % de rendement après purification par HPLC 

préparative (colonne C18) et lyophilisation (Figure 73).  
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Figure 73. Synthèse du conjugué PS2-PGLa. 
 
 

L’HPLC analytique indique la présence d’un seul produit avec un temps de rétention de 21,12 min 

et la pureté de PS2-PGLa est supérieure à 97 % (Figure 74).  
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Figure 74. Chromatogramme de PS2-PGLa obtenu en HPLC analytique et conditions d’élution 
utilisées. 

 
 

L’obtention du conjugué, dont la fonction méthionine est oxydée, est confirmée par spectrométrie 

de masse HR ESI-MS. Le pic à m/z =1146,6038 correspond à l’espèce ionisée [M + 3H]3+,  et les pics 

à 860,4585 et 688,5690 correspondent respectivement à [M + 4H]4+ et [M + 5H]5+ (Figure 75). Les 

profils isotopiques expérimentaux sont en accord avec les profils isotopiques calculés. 

 

Figure 75. Spectre HR ESI-MS de PS2-PGLa et profil isotopique expérimental et calculé pour le pic 
le plus intense [M + 4H+]/4. 
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Le spectre RMN 1H du conjugué confirme également l’obtention du produit avec l’apparition des 

signaux de la porphyrine (Figure 76). 

 

Figure 76. Spectre RMN 1H (500 MHz, 298 K, (CD3)2SO) du conjugué PS2-PGLa. 
 

6 Propriétés photophysiques des photosensibilisateurs et 

des conjugués pour l’aPDT 

6.1 Etudes par spectroscopie d’absorption UV-visible  

6.1.1 Effet de la fonctionnalisation des porphyrines de zinc(II) sur leurs 

propriétés d’absorption 

Les spectres d’absorption de différentes porphyrines métallées au zinc(II) obtenues au cours de la 

synthèse sont présentés Figure 77. 
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Figure 77. Structures des différentes porphyrines métallées au zinc(II) et spectres d’absorption 

normalisés dans le DCM des composés 6, 8, 11, 13 et 16 (C = 1 µM). 
 

L’introduction de deux fragments éthynyle en position meso influe fortement sur la délocalisation 

électronique : on observe un déplacement bathochrome de la bande de Soret de 28 nm et de la 

bande Q la moins énergétique de 91 nm de la porphyrine 8 par rapport à la porphyrine 6. La 

fonctionnalisation des alcynes des porphyrines 11, 13 et 16 entraine un déplacement des maxima 

d’absorption des bandes Q vers le rouge. La conjugaison de l’une des fonctions alcyne à un phényle 

entraine un déplacement bathochrome de la bande d’absorption la moins énergétique de 11 de 

12 nm, et l’introduction des groupements électroattracteurs engendre un déplacement 

supplémentaire de 18 nm pour le composé 16 fonctionnalisé par le BTD et 28 nm pour le composé 

13 fonctionnalisé par le nitro-thiophène. On constate également un élargissement des bandes 

d’absorption par rapport aux porphyrines 6 et 8 non fonctionnalisées. En plus des trois transitions 
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classiques π → π* de la bande de Soret (S0 → S2) et des 2 bandes Q (S0 → S1), de nouvelles transitions 

électroniques impliquant la porphyrine et les substituants nitro-thiophène et BTD peuvent avoir lieu 

et contribuer à l’élargissement des bandes d’absorption. Des calculs par TD-DFT concernant ces 

deux porphyrines bases libres ont été réalisés pour connaître la nature des transitions électroniques 

et font l’objet de la section 7. 

6.1.2 Absorption des photosensibilisateurs PS1 et PS2 et des conjugués PS1-PGLa 

et PS2-PGLa 

Les spectres d’absorption des photosensibilisateurs PS1 et PS2 constitués de porphyrines base libre 

ainsi que ceux des conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa dans le DMSO sont reportés Figure 78.  

Le dédoublement des bandes Q par rapport aux spectres des analogues métallés est caractéristique 

des porphyrines base libre. Les spectres dans le DMSO des porphyrines seules et de leurs conjugués 

sont très proches, témoignant du faible effet du peptide dans ce solvant. 

 

Figure 78. Spectres d’absorption dans le DMSO (C = 1 µM) des composés a) PS1 et PS1-PGLa et b) 
PS2 et PS2-PGLa.  

 

Les spectres d’absorption de ces mêmes composés dans une solution aqueuse de sels de phosphate 

à pH physiologique (PBS, pH = 7,4) sont reportés Figure 79. 
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Figure 79. Spectres d’absorption (C = 2,5 µM) des composés a) PS1-PGLa et PS2-PGLa dans PBS et 
b) PS1 et PS2 dans PBS + 1 % de DMSO.  

 

Les conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa sont solubles dans l’eau. On observe un élargissement des 

bandes d’absorption en milieux aqueux par rapport à celles obtenues dans le DMSO ainsi qu’une 

diminution du coefficient d’extinction molaire aux maxima d’absorption qui témoignent d’un 

phénomène d’agrégation dans le milieu. Les bandes Q les moins énergétiques se situent au-delà de 

700 nm dans l’eau et présentent des coefficients d’extinction molaire de 25 000 M-1.cm-1 pour PS1-

PGLa et 18 000 M-1.cm-1 pour PS2-PGLa, indiquant la possibilité d’irradier ces composés dans le 

proche IR pour pouvoir travailler dans la fenêtre thérapeutique optique.  

Les PS1 et PS2 ne sont pas solubles dans l’eau et il est nécessaire de les dissoudre au préalable dans 

du DMSO afin d’obtenir une solution aqueuse à 1 % de DMSO. Néanmoins, la formation d’agrégats 

visibles à l’œil nu s’effectue après quelques heures en solution.  

Les valeurs numériques des maxima d’absorption et des coefficients d’extinction molaire sont 

reportés Tableau 4. 
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Tableau 4. Maxima des bandes d’absorption et coefficients d’extinction molaire de PS1, PS2, PS1-
PGLa et PS2-PGLa. 

 

 
 

6.2 Rendements quantiques et durées de vie de fluorescence  

Les mesures de fluorescence ont été effectuées par le docteur Barbara Ventura de l’Institut ISOF 

(Université de Bologne, Italie). Les spectres d’émission de PS1-PGLa et PS2-PGLa ont été réalisés dans 

le DMSO et H2O à une excitation de 450 nm (Figure 80).  

 

Figure 80. Spectres d’émission normalisés de PS1-PGLa et PS2-PGLa dans le DMSO et H2O. 
 

Les spectres d’émission des porphyrines de référence PS1 et PS2 et des conjugués PS1-PGLa et PS2-

PGLa sont identiques dans le DMSO. On observe un maximum d’émission à 712 nm pour PS1 et 711 
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nm pour PS1-PGLa fonctionnalisés par une unité nitro-thiophène et 706 nm pour les composés PS2 

et PS2-PGLa liés au BTD. Le profil est différent dans l’eau avec des bandes d’émission plus larges et 

un déplacement des maxima d’émission vers des longueurs d’onde plus élevées, à 748 nm pour PS1-

PGLa et à 722 nm pour PS2-PGLa. 

Les valeurs des rendements quantiques de fluorescence et les durées de vie à l’état excité sont 

regroupés dans le Tableau 5. 

Tableau 5. Maxima d’émission, rendements quantiques et durées de vie de fluorescence de PS1, 
PS2, PS1-PGLa et PS2-PGLa. 

 

 
 

Les rendements de fluorescence de PS1 dans le DCM et le DMSO sont similaires et proches de celui 

mesuré dans le benzène pour la porphyrine H2TPP utilisée comme référence (Фfl = 0,11).211 

Cependant les temps de vie de fluorescence τ sont courts dans ces solvants et bien inférieurs à celui 

mesuré pour H2TPP (τ = 16 ns dans le benzène).211 En ce qui concerne PS2, les rendements de 

fluorescence de 0,21 dans le DCM et 0,27 dans le DMSO sont élevés pour une porphyrine non 

métallée en comparaison avec la porphyrine H2TPP, et les temps de vie, bien que plus importants 

que ceux de PS1, restent faibles car près de trois fois inférieurs aux valeurs obtenues pour H2TPP. 

Concernant l’effet du PGLa, on note que le rendement de fluorescence du conjugué PS1-PGLa dans 

le DMSO est beaucoup plus faible que celui de la porphyrine mais les temps de vie sont similaires. 

Une telle différence n’est pas observée pour le conjugué PS2-PGLa, les rendements de fluorescence 

et le temps de vie étant similaires à ceux mesurés pour PS2. Les rendements de fluorescence 

mesurés dans l’eau sont quant à eux plus faibles que ceux obtenus dans le DMSO. Une décroissance 

de fluorescence bi-exponentielle liée à un phénomène d’agrégation est observée pour PS1-PGLa et 

peut expliquer le rendement extrêmement faible mesuré. La décroissance mono-exponentielle 
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observée pour PS2-PGLa ne reflète pas la diminution de fluorescence dans l’eau par rapport au 

DMSO, le rendement étant seulement de 0,040 en milieu aqueux. Au vu du spectre d’absorption 

dans l’eau, des agrégats semblent présents et peuvent expliquer la chute du rendement quantique 

de fluorescence. La faible émission de fluorescence mesurée peut provenir d’une petite fraction du 

conjugué présent sous la forme de monomères tandis que les agrégats du conjugué ne sont pas 

émissifs. 

6.3 Rendements quantiques de production d’oxygène singulet  

Les rendements quantiques de production d’oxygène singulet (1O2) ont également été mesurés par 

le Dr. Barbara Ventura. Dans le DCM, le rendement quantique de formation de l’oxygène singulet 

est mesuré par l’émission de phosphorescence à 1275 nm de 1O2 généré par transfert d’énergie à la 

suite de l’excitation du PS (méthode directe). 

Dans le DMSO, la trop faible émission de l’oxygène singulet ne permet pas d’effectuer des mesures 

correctes. Une méthode indirecte, qui consiste à utiliser des molécules sensibles à l’action de 1O2, 

est employée. Le 1,3-diphénylisobenzofurane (DPBF) est un bon indicateur de la présence 

d’oxygène à l’état excité singulet car il réagit rapidement avec lui mais ne réagit pas avec l’oxygène 

à l’état fondamental triplet (Figure 81).212  

 

Figure 81. Réaction du DPBF en présence de l’oxygène singulet. 
 

La dégradation du DPBF est suivie par spectroscopie UV-visible en analysant la diminution de 

l’absorbance à 417 nm au cours de 8 min d’irradiation à 616 nm de la solution contenant les 

composés. La même expérience est réalisée en utilisant la phtalocyanine de zinc (ZnPc) comme 

référence. Les résultats sont présentés Figure 82. 
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Figure 82. Absorbance du DPBF dans le DMSO en fonction du temps d’irradiation avec 
soustraction de l’absorbance de PS1 (a) ou de PS2 (c). 

Diminution de l’absorbance du DPBF à 417 nm en fonction du temps d’irradiation en présence de 
PS1 (b) ou de PS2 (d).  

 

Il apparaît clairement d’après les spectres d’absorption du DPBF (Figure 82) que le PS1 produit moins 

de 1O2 que le PS2. Les valeurs numériques des rendements quantiques de production d’oxygène 

singulet sont reportées Tableau 6. Le PS1 présente des valeurs assez éloignées entre le DCM 

(ФΔ = 0,35) et le DMSO (ФΔ = 0,21). La conjugué PS1-PGLa présente un rendement quantique dans le 

DMSO (ФΔ= 0,18) similaire à celui de la porphyrine PS1. 

Les rendements pour le PS2 sont bien supérieurs et les valeurs dans les deux solvants sont quasiment 

identiques (ФΔ= 0,55 dans le DCM et ФΔ= 0,56 dans le DMSO). L’ajout du peptide diminue le 

rendement quantique de production d’oxygène singulet dans le DMSO (ФΔ = 0,42), mais il reste plus 

de deux fois supérieur à celui mesuré pour PS1-PGLa.  

Les rendements quantiques de production de 1O2 ont également été mesurés dans l’eau pour les 

conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa. La méthode indirecte a été employée car la mesure directe de 
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l’émission de phosphorescence de 1O2 s’est avérée compliquée en raison de la faible intensité du 

signal. L’acide anthracene-9,10-dipropionique (ADPA) a été utilisé comme piégeur de l’oxygène à 

l’état singulet. Les conjugués ont été irradiés à 630 nm et la diminution de l’absorbance de l’ADPA 

à 359 nm a été mesurée au cours de l’irradiation. Les valeurs obtenues pour les deux conjugués sont 

très proches de celles déterminées dans le DMSO, le rendement de production d’oxygène singulet 

de PS1-PGLa étant de 0,23 et celui de PS2-PGLa de 0,40. 

Tableau 6. Rendements quantiques de production d’oxygène singulet des photosensibilisateurs 
PS1, PS2 et des conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa.  

 

 
 
 

6.4 Dichroïsme circulaire électronique  

Pour un milieu optiquement actif, le dichroïsme circulaire électronique (DCE) permet de mesurer la 

différence d’absorption de la lumière polarisée « circulairement gauche » de celle polarisée 

« circulairement droite ».213 Cette technique est liée à la chiralité et est donc sensible à la 

configuration absolue ainsi qu’à la conformation d’une molécule.214 Dans l’UV lointain (240-

180 nm), le DCE permet d’analyser la structure secondaire des peptides car les électrons des liaisons 

peptidiques absorbent dans cette gamme d’énergie.215 Des transitions n → π* sont observées vers 

220 nm et des transitions π → π* ont lieu vers 190 nm. L’intensité et l’énergie de ces transitions 

dépendent des angles qu’adoptent les liaisons peptidiques et par conséquent de la structure 

secondaire du peptide. Selon la conformation des peptides, les signaux observés sur les spectres de 

dichroïsme circulaire possèdent des caractéristiques particulières (Figure 83).216 Si le peptide n’est 

pas structuré en solution, le signal en DCE correspondant présente une bande négative possédant 
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un minimum à 196 nm. Lorsque le peptide adopte une structure en feuillet β, une bande 

d’absorption négative avec un minimum à 217 nm est observé et dans le cas où il présente une 

structure en hélice α, deux minima à 208 nm et 222 nm sont visibles. Cette spectroscopie est donc 

utile pour évaluer la conformation des peptides en solution. 

 

Figure 83. Spectres DCE caractéristiques des structures secondaires des peptides.216  
 

6.4.1 Analyse du peptide PGLa  

Les spectres DCE du peptide PGLa ont été enregistrés dans de l’eau à pH physiologique (tampon 

TRIS, pH= 7,4) et en présence de vésicules afin d’évaluer la conformation du peptide en interaction 

avec les membranes anioniques (Figure 85). Les vésicules, composées de 75 % de lipides POPE et 25 

% de lipides POPG (Figure 84), ont été préparées au laboratoire du Pr. Bechinger et miment les 

membranes bactériennes. 

 

Figure 84. Structures des lipides POPE et POPG. 
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On constate que le PGLa n’est pas structuré en solution aqueuse car le signal observé présente une 

bande d’absorption avec un minimum à 197 nm, caractéristique de l’absence de structuration 

(Figure 85). Lorsque des vésicules sont ajoutées au milieu (Cvésicules = 100 µM), le peptide adopte une 

structure hélicoïdale car deux minima à 211 nm et 222 nm précédés d’une bande positive à 194 nm 

sont observés. 

 

Figure 85. Spectres DCE du peptide PGLa (C = 10 µM) en l’absence et en présence de vésicules 
anioniques dans du TRIS (pH = 7,4). 

 

De façon similaire à un grand nombre de peptides non structurés en solution, les interactions 

électrostatiques entre le PGLa et les membranes anioniques induisent un changement de 

conformation de ce dernier. Celui-ci se structure pour présenter une face hydrophile et une face 

hydrophobe. 

6.4.2 Analyse des conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa 

Les mêmes mesures ont été réalisées avec les conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa afin d’évaluer l’effet 

des porphyrines sur la conformation du peptide (Figure 86). 
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Figure 86. Spectres DCE (C = 10 µM) : a) du conjugué PS1-PGLa en l’absence et en présence de 
vésicules anioniques dans du TRIS (pH = 7,4) et b) du conjugué PS2-PGLa dans les mêmes 

conditions. 
  

La porphyrine induit un changement de conformation du PGLa car les bandes observées sur le 

spectre DCE du conjugué dans la région UV sont similaires à celles observées sur le spectre du PGLa 

en présence de vésicules. Les signaux obtenus pour les conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa montrent 

deux minima à 207 nm et 219 nm, et 206 nm et 220 nm respectivement et sont en accord avec une 

structure hélicoïdale de la partie peptidique. 

L’ajout des vésicules anioniques a peu d’effet sur la conformation du peptide du conjugué. Le 

spectre de PS1-PGLa présente deux minima à 210 nm et 220 nm et celui de PS2-PGLa présente 

également deux minima à 211 nm et 220 nm, indiquant que le peptide reste structuré en hélice α 

en présence des vésicules. Les signaux observés pour les deux conjugués sont similaires et le PGLa 

semble être structuré par sa liaison covalente à la porphyrine, qu’il s’agisse de PS1 ou PS2. 

En outre, un signal caractéristique résultant de l’interaction de deux porphyrines peut être observé 

dans la région de Soret. Lorsque deux chromophores identiques sont proches dans l’espace et 

forment un agrégat oblique (Figure 87a), le couplage de leurs moments dipolaires de transition 

électrique conduit à un dédoublement de l’état excité (Figure 87b).213,214  
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Figure 87. a) Géométrie requise des chromophores pour l’observation d’un couplage excitonique 
en DCE et b) Dédoublement de l’état excité caractéristique d’un couplage excitonique. Images 

adaptées de la publication.214 
  

Sur le spectre d’absorption UV-visible, le couplage des porphyrines entraîne l’apparition de deux 

bandes en raison des transitions électroniques de l’état fondamental vers les deux états excités de 

différentes énergies (Figure 88a). Sur le spectre DCE, cela se traduit par la présence de deux bandes 

de signes opposés d’intensité similaire dont l’intersection avec la ligne de base correspond au 

maximum d’absorption du monomère (Figure 88b). 

 

Figure 88. a) Spectre d’absorption théorique pour un agrégat oblique présentant un couplage 
excitonique et b) Spectre DCE correspondant. Images reproduites de la publication.214 

 

Pour le conjugué PS1-PGLa, on observe sur le spectre DCE un signal entre 400 et 550 nm 

caractéristique de deux porphyrines présentant un couplage excitonique (Figure 89a).  
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Figure 89. Spectres DCE du conjugué PS1-PGLa (C = 10 µM) a) dans du TRIS (pH = 7,4) entre 300 et 
800 nm et b) dans du TRIS, dans du DMSO et en présence de vésicules à différentes concentrations 

(région de Soret). 
 

Les spectres DCE du conjugué PS1-PGLa dans le tampon TRIS en présence de vésicules à différentes 

concentrations ont été enregistrés (Figure 89b). On constate que l’intensité du signal caractéristique 

du couplage excitonique diminue en fonction de l’augmentation de la concentration en vésicules 

dans le milieu. L’interaction des conjugués avec les membranes anioniques modifie le 

positionnement relatif des porphyrines en solution. En effet, l’amplitude entre le minimum et le 

maximum des deux bandes d’absorption de signes opposés est proportionnelle à l’intensité du 

couplage excitonique. Cette amplitude est inversement proportionnelle à la distance entre les 

molécules qui interagissent et est dépendante de l’angle de projection entre les chromophores 

(Figure 87a).217 Aucun couplage excitonique n’est observé si les chromophores sont parallèles ou 

perpendiculaires l’un à l’autre. Pour qu’un couplage excitonique soit de forte intensité, il faut que 

les chromophores soient proches spatialement et que l’angle de projection soit d’environ 70°.  

La diminution de l’intensité du signal caractéristique du couplage excitonique ainsi que la diminution 

de l’écart entre les deux extrema lorsque des vésicules sont ajoutées au milieu aqueux indiquent un 

éloignement des porphyrines et/ou une modification de l’angle de projection, supposant une 

désagrégation par interaction avec les membranes anioniques. Un contrôle dans le DMSO a été 

réalisé et aucun signal n’est détecté pour PS1-PGLa dans cette gamme de longueurs d’onde, 

indiquant l’absence de couplage excitonique dans ce solvant. Le conjugué PS1-PGLa semble ainsi 

interagir avec les membranes anioniques, ce qui constitue une propriété essentielle pour 

l’application antibactérienne. En l’absence de vésicules, la taille des agrégats formés par le conjugué 
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dans l’eau sera à déterminer par des mesures DLS et par microscopie électronique à transmission 

(TEM). 

Des mesures réalisées dans les mêmes conditions ont été effectuées pour le conjugué PS2-PGLa 

(Figure 90). 

 

Figure 90. Spectres DCE du conjugué PS2-PGLa (C = 10 µM) a) dans du TRIS (pH = 7,4) entre 300 et 
800 nm et b) dans du TRIS, dans du DMSO et en présence de vésicules à différentes concentrations 

(région de Soret). 
 

On constate la présence de deux bandes de signes opposés d’intensités différentes (Figure 90a). 

Contrairement au signal observé pour le conjugué PS1-PGLa, le signal obtenu pour PS2-PGLa montre 

une bande positive à 460 nm beaucoup plus intense (Δε = + 24,9 M-1.cm-1) que celle négative à 483 

nm (Δε - 4,3 M-1.cm-1). De plus, des signaux sont également présents dans les régions des deux 

bandes Q.  

La présence de vésicules induit peu d’effet sur le signal observé entre 400 et 550 nm (Figure 90b). 

Les interactions intermoléculaires entre les porphyrines du conjugué PS2-PGLa semblent être 

différentes de celles ayant lieu pour le conjugué PS1-PGLa et les études envisagées pour caractériser 

les agrégats dans l’eau permettront de mieux comprendre ces différences. 

 

7 Etudes théoriques par calculs TD-DFT 

Afin de comprendre les différences expérimentales observées sur les spectres d’absorption UV-

visible entre les photosensibilisateurs PS1 et PS2, des calculs utilisant la théorie de la fonctionnelle 
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de la densité (DFT, ou « Density Functional Theory ») ont été réalisés par le Dr. Christophe 

Gourlaouen du Laboratoire de Chimie Quantique à l’Université de Strasbourg. 

7.1 Etude théorique du photosensibilisateur PS1 

La géométrie de PS1 utilisée pour les calculs TD-DFT est basée sur la structure de la molécule 

déterminée par diffraction des RX (Figure 91). Les monocristaux analysés ont été obtenus par 

diffusion lente d’H2O dans une solution de DMSO contenant PS1. 

 

Figure 91. Structure du photosensibilisateur PS1 obtenue par diffraction des RX. 
 

Les triples liaisons, l’unité nitro-thiophène, le fragment anisole et la porphyrine sont dans le même 

plan. On mesure un angle dièdre θ = 87,5° entre le plan des phényles fonctionnalisés par des chaînes 

triéthylèneglycol et le plan de la porphyrine. Dans cette conformation, la participation de ces 

substituants au système aromatique π étendu est négligeable.   

Dans le but d’étudier l’effet du nitro-thiophène et de l’anisole sur les propriétés d’absorption 

électronique du PS, différents conformères ont été simulés. Les chaînes triéthylèneglycol ont été 

remplacées par des groupes méthoxy afin de diminuer le temps de calcul. Le conformère C1 

correspond à la structure obtenue par diffraction des RX où les deux substituants nitro-thiophène 

et anisole sont situés dans le plan de la porphyrine. Pour le conformère C2, le plan de l’anisole est 

orthogonal au plan de la porphyrine tandis que pour le conformère C3, le plan du nitro-thiophène 

est orthogonal au plan de la porphyrine (Figure 92).  
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Figure 92. Structures simulées des conformères C1, C2 et C3. 
 

Les trois conformères sont envisageables en solution car l’énergie nécessaire pour faire pivoter 

l’anisole de 90° n’est que de 2,3 kcal.mol-1 et celle pour la rotation du nitro-thiophène est de 3,2 

kcal.mol-1. La simulation des spectres d’absorption dans le DCM des trois conformères a été réalisée 

et est présentée Figure 93 ainsi que le spectre expérimental mesuré. Le spectre expérimental 

obtenu à température ambiante correspond à l’ensemble des conformations possibles en solution 

pour la molécule. 

  
Figure 93. Spectres d’absorption normalisés expérimental de PS1 et théoriques des conformères 

C1, C2, et C3. 
 

On constate un fort effet de l’orientation des substituants sur le déplacement de la bande Q la moins 

énergétique. Les maxima d’absorption sont de 750 nm, 701 nm et 640 nm respectivement pour les 

conformères C1, C2 et C3. Lorsque les fragments nitro-thiophène et anisole sont dans le même plan, 

la délocalisation des électrons π est maximale et une bande à 750 nm est observée. La rotation de 
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l’anisole à 90 ° du plan de la porphyrine induit un déplacement hypsochrome théorique de 49 nm 

de cette bande tandis que la rotation du nitro-thiophène induit un déplacement hypsochrome 

théorique bien plus conséquent de 110 nm. Les maxima observés pour la bande de Soret sont moins 

affectés par les conformations car une différence de 34 nm est obtenue entre le conformère C2 et 

le conformère C3.  

La nature de la transition électronique la plus importante dans la région de Soret et dans la région 

des bandes Q ainsi que la nature des orbitales frontières ont été déterminées pour le conformère 

C1 aux maxima d’absorption de 453 nm et 750 nm (Figure 94).  

 

Figure 94. Nature des bandes à 453 nm et 750 nm et nature des orbitales frontières du 
conformère C1. 

 

Les calculs montrent que la HOMO est délocalisée de l’anisole à la porphyrine et la LUMO est 

essentiellement située sur le nitro-thiophène. La bande d’absorption à 750 nm correspond à une 

transition de transfert de charge de l’orbitale HOMO vers l’orbitale LUMO. La bande située à 453 nm 

dans la région de Soret correspond à 54 % à une transition HOMO-1 → LUMO +2 de nature π → π* 
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impliquant essentiellement la porphyrine. Cette bande est donc peu affectée par la rotation des 

deux fragments. En revanche, pour les conformères C2 et C3, la délocalisation est partiellement 

rompue par la disposition orthogonale des substituants et un déplacement hypsochrome de la 

bande Q la moins énergétique est observé. 

Les niveaux énergétiques de la HOMO et de la LUMO ont été calculés pour les différents 

conformères et sont présentés Figure 95.  

 

Figure 95. Energies des orbitales frontières HOMO et LUMO des conformères C1, C2 et C3. 
 

Lorsque le fragment anisole du conformère C2 est orthogonal au plan de la porphyrine, on observe 

une stabilisation de la HOMO (- 0,129 eV) par rapport à C1. L’anisole ne participe pas à la 

délocalisation électronique et l’augmentation de l’écart énergétique est en accord avec le 

déplacement hypsochrome de la bande Q de 49 nm.  

Pour le conformère C3, lorsque l’unité nitro-thiophène est orthogonale au plan de la porphyrine et 

ne participe pas à la délocalisation, la LUMO est fortement déstabilisée (+ 0,160 eV). Ceci s’explique 
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car la LUMO est située sur le substituant nitro-thiophène. Dans ce cas, un déplacement 

hypsochrome important de la bande Q de 110 nm est observé, en accord avec cette forte 

déstabilisation. 

Afin d’évaluer l’influence des chaînes triéthylèneglycol, une optimisation géométrique a été réalisée 

à partir de la structure expérimentale obtenue par diffraction des RX (Figure 96a, conformère C4). Il 

est intéressant de noter la forte influence des chaînes, par des interactions de Van der Waals, sur 

l’énergie des transitions électroniques (Figure 96b). Elles modifient en effet la géométrie de la 

porphyrine et l’orientation des phényles, et peuvent interagir avec les différents substituants. 

Néanmoins, des calculs sur ce conformère ne peuvent pas être effectués de façon précise en raison 

de la complexité et de la flexibilité de la molécule.  

 

Figure 96. a) Structure du conformère C4 et b) Spectres d’absorption normalisés expérimental de 
PS1 et théorique du conformère C4. 

 

7.2 Etude théorique du photosensibilisateur PS2 

Des calculs TD-DFT similaires à ceux réalisés pour le photosensibilisateur PS1 ont été effectués pour 

PS2. Trois conformères de géométries différentes ont été étudiés : C5 dont l’unité BTD et le fragment 

anisole se situent dans le même plan que la porphyrine, et C6 et C7 dont le fragment anisole et le 

BTD sont respectivement orthogonaux au plan de la porphyrine. Les chaînes triéthylèneglycol ont 

été remplacées par des groupes méthoxy. 

Le spectre d’absorption expérimental du photosensibilisateur PS2 dans le DCM ainsi que ceux des 

conformères sont présentés Figure 97. 
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Figure 97. Spectres d’absorption normalisés expérimental de PS2 et théoriques des conformères 
C5, C6 et C7. 

 

Le maximum d’absorption de la bande Q la moins énergétique est influencé par l’orientation du BDT 

et du fragment anisole. Lorsqu’ils sont dans le même plan que la porphyrine pour le conformère C5, 

une bande à 685 nm est observée, et des déplacements hypsochromes de 40 nm et 48 nm sont 

respectivement obtenus pour C6 et C7. On constate que le déplacement hypsochrome de 48 nm 

lorsque le plan du BTD est orthogonal à la porphyrine est bien plus faible que celui observé lorsque 

le nitro-thiophène est orthogonal au plan de la porphyrine (110 nm).  

La bande d’absorption de la bande Q la plus énergétique se situe entre 594 nm et 612 nm. Les 

bandes situées dans la région de Soret sont très proches en énergie, les maxima d’absorption des 

différents conformères étant situés dans une gamme de moins de 10 nm.  

Pour le conformère C5, la nature des transitions et des orbitales frontières aux maxima d’absorption 

de 454 nm, 612 nm et 685 nm ont été déterminés (Figure 98). 
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Figure 98. Nature des bandes à 454 nm, 612 nm et 685 nm et nature des orbitales frontières du 
conformère C5. 

 

La transition majoritaire à 454 nm est une transition π → π* principalement localisée sur la 

porphyrine. Elle est donc faiblement affectée par l’orientation des substituants.  

Pour la HOMO, on note une forte contribution de la porphyrine, de l’anisole et des alcynes. La LUMO 

est quant à elle délocalisée sur la porphyrine et le BTD. Pour cette transition HOMO → LUMO, le 

caractère de transfert de charge est moins marqué que pour celle du PS1 car la contribution du BTD 

à la LUMO n’est pas prépondérante. On observe ainsi une différence entre les conformères C1 et C5 

des deux photosensibilisateurs PS1 et PS2. L’unité nitro-thiophène apporte en effet une contribution 

beaucoup plus importante que le BTD à la LUMO impliquée dans la transition de plus basse énergie. 

Les niveaux énergétiques de la HOMO et de la LUMO ont été calculés pour les différents 

conformères et sont présentés en Annexe 5. 

Le spectre d’absorption du conformère C8 qui incorpore les chaînes triéthylèneglycol montre à 

nouveau que ces chaînes influencent la position des bandes d’absorption (Figure 99).  
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Figure 99. a) Structure du conformère C8 et b) Spectres d’absorption normalisés expérimental de 
PS2 et théorique du conformère C8. 

 

7.3 Limitations des calculs théoriques par TD-DFT  

Les résultats obtenus par calculs TD-DFT sont limités par l’approche statique de cette méthode. Les 

très faibles énergies de rotation du fragment anisole et des groupements électroattracteurs laissent 

supposer une libre rotation de ces unités en solution. Ainsi, le modèle statique utilisé pour les calculs 

DFT ne tient pas compte du dynamisme moléculaire en solution où plusieurs conformères sont 

présents simultanément. De plus, la présence des chaînes triéthylèneglycol influe également sur la 

conformation des photosensibilisateurs en solution mais l’évaluation de leur contribution par 

calculs TD-DFT est compliquée en raison de la flexibilité de la molécule.  

 

8 Etudes par RMN à l’état solide de PS1-PGLa en présence de 

bicouches lipidiques orientées 

Une étude par RMN à l’état solide a été réalisée en collaboration avec l’équipe du Pr. Bechinger afin 

de déterminer l’orientation du peptide du conjugué PS1-PGLa en présence de bicouches lipidiques 

mimant les membranes bactériennes. Pour réaliser cette étude par RMN du solide, le PGLa a été 

marqué lors de sa synthèse à l’azote 15N sur l’alanine située en quatorzième position de la séquence. 

Le conjugué PS1-PGLa a été obtenu dans les conditions décrites dans le paragraphe 4.3. Les 
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bicouches mimant les membranes bactériennes sont composées des lipides POPE et POPG en 

proportions (3 : 1). Les lipides POPG chargés négativement constituent environ 20 à 25 % de la 

membrane cytoplasmique des bactéries E. coli et sont à l’origine des interactions électrostatiques 

avec les AMP cationiques tandis que les lipides POPE constituent environ 75 % de cette 

membrane.218 Les lipides et le conjugué sont dissous dans une solution CHCl3/MeOH (1 : 1) qui est 

ensuite partiellement évaporée par flux d’argon puis le film lipidique est étalé sur plusieurs plaques 

de verre. Après évaporation des solvants organiques sous vide pendant une nuit, l’échantillon sur 

plaques de verre est hydraté pendant 2 h puis ces dernières sont empilées les unes sur les autres 

afin de former des bicouches lipidiques orientées (Figure 100a). La concentration en conjugué par 

rapport aux bicouches lipidiques est de 2 %. 

Des études précédentes réalisées par Bechinger et al. ont permis d’établir une corrélation entre le 

déplacement chimique de l’azote 15N du peptide PGLa ou de l’un de ses analogues, la magainine II, 

et leur orientation dans les bicouches lipidiques (Figure 100b).197 Lorsque le PGLa ou la magainine II 

ne sont pas présents dans le même échantillon de bicouches lipidiques, ils adoptent une orientation 

parallèle à la surface des membranes et un déplacement chimique de l’azote est observé aux 

alentours de 80 ppm. En revanche, lorsque le PGLa et la magainine II sont présents à la même 

concentration molaire dans un échantillon, l’interaction entre les deux peptides induit une 

orientation transmembranaire de la magainine II qui s’insère dans la bicouche de lipides. Un 

déplacement de l’azote vers 200 ppm est alors observé. 
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Figure 100. a) Schéma de bicouches lipidiques hydratées orientées entre des lamelles de verres. 
b) Orientation des peptides PGla et magainine II (mag II) en proportion équimolaire corrélée au 

déplacement chimique de 15N en RMN de l’état solide. Image adaptée de la publication.197 
 

Une étude RMN 31P de la bicouche a été réalisée au préalable afin de s’assurer de l’orientation des 

lipides. Le déplacement chimique du 31P indique que les bicouches lipidiques sont orientées et 

relativement bien alignées (Figure 101a). 

 

Figure 101. a) Spectre RMN 31P (304 MHz, 310 K) des bicouches lipidiques POPE/POPG (3 : 1) ; b) 
Spectre RMN 15N (76 MHz, 310 K) du conjugué PS1-PGLa en présence de bicouches lipidiques 

POPE/POPG (3 : 1). 
 

Concernant l’orientation du conjugué, les signaux observés par RMN 15N indiquent une large gamme 

de déplacement chimique de l’azote entre 80 et 200 ppm. Le conjugué PS1-PGLa ne semble pas 
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adopter une orientation préférentielle mais un ensemble d’orientation lorsqu’il est au contact de la 

bicouche lipidique (Figure 101b). 

Une seconde étude a été réalisée en structurant les bicouches lipidiques en présence de PS1-PGLa 

à partir d’une solution composée de 50 % de HFIP et 50 % d’H2O. Ce mode opératoire est utilisé 

pour les peptides formant des agrégats en milieu aqueux car l’utilisation de HFIP permet de limiter 

ce phénomène. Les résultats sont présentés Figure 102. 

 

Figure 102. a) Spectre RMN 31P (304 MHz, 310 K) des bicouches lipidiques POPE/POPG (3 : 1) ; b) 
Spectre RMN 15N (76 MHz, 310 K) du conjugué PS1-PGLa en présence de bicouches lipidiques 

POPE/POPG (3 : 1). 

 

On observe des résultats très similaires à ceux obtenus avec le mélange CHCl3/MeOH. Bien que les 

bicouches lipidiques soient structurées, le signal observé sur le spectre RMN de 15N indique que 

toutes les orientations du peptide sont représentées et qu’il n’adopte pas une orientation parallèle 

ou transmembranaire définie. 

Les études par RMN du solide implique un faible degré de liberté du conjugué car l’espacement 

entre les plaques de verre contenant les bicouches lipidiques est restreint. Cette contrainte peut 

être à l’origine de l’absence d’orientation définie du peptide en présence des membranes. 
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9 Synthèse et caractérisation du conjugué antibactérien PS2-

Gly-D-Ctl  

9.1 Synthèse des peptides D-Ctl et Gly-D-Ctl 

La synthèse des peptides D-Ctl et Gly-D-Ctl a été effectuée sur phase solide selon le même protocole 

que celui décrit pour le PGLa dans le paragraphe 4.2. Le peptide Gly-D-Ctl a été caractérisé par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF (Annexe 6) 

9.2 Synthèse du conjugué PS2-Gly-D-Ctl 

La réaction de couplage entre la porphyrine 17 et le peptide D-Ctl greffé sur résine a tout d’abord 

été testée dans les conditions décrites au paragraphe 4.3. Cette réaction n’a cependant pas conduit 

au produit attendu. La réactivité de la fonction amine du résidu arginine à l’extrémité du peptide 

peut être entravée par la gêne stérique induite par le groupe protecteur Pbf de la fonction guanidine 

(Figure 103). Des problèmes de réactivité d’un peptide sur résine dont le résidu terminal est une 

arginine protégée ont déjà été observés par l’équipe de Reddi.182 Pour pallier ce problème, les 

auteurs ont ajouté un résidu glycine sur l’acide aminé encombré afin de réaliser le couplage entre 

le peptide et une porphyrine. Ainsi, un résidu glycine a été ajouté à la séquence de la D-Ctl lors de 

l’étape b de la synthèse du peptide en phase solide (Figure 60) afin de limiter l’encombrement 

stérique lors du couplage peptidique avec la porphyrine. Le couplage entre 17 et la Glycine-

Cateslytine, Gly-D-Ctl, a pu être envisagé. Les conditions de clivage de la résine et de déprotection 

des chaînes latérales ont cependant dû être modifiées.  

 

Figure 103. Encombrement stérique de la fonction guanidine protégée du dernier résidu arginine. 



117 

 

En effet, les guanidines des arginines sont protégées par des groupes Pbf qui sont moins réactifs lors 

de leurs déprotections en condition acide que les groupes protecteurs couramment utilisés lors des 

synthèses peptidiques tels que MMT, TRT ou t-Bu. La difficulté de déprotection des groupes Pbf est 

également corrélée au nombre de résidus arginines protégés : plus la séquence en comporte, plus 

la déprotection totale est délicate à obtenir.219 Les conditions de clivage utilisées pour PS1-PGLa et 

PS2-PGLa (HFIP/TFA 99 : 1) ne permettent pas de déprotéger les cinq résidus arginines du peptide 

Gly-D-Ctl, et ce même en prolongeant le temps de réaction. Une augmentation du pourcentage de 

TFA de 1 à 10 % n’est également pas suffisante. Le clivage et la déprotection totale ont donc été 

réalisées dans des conditions standards dans une solution constituée de 94 % de TFA, 2,5 % d’eau, 

2,5 % d’EDT et 1 % de TIS pendant 2 h (Figure 104).  

 

 

Figure 104. Synthèse du conjugué PS2-Gly-D-Ctl. 
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Des tests préalables réalisés sur la porphyrine 17 ont permis de s’assurer de la stabilité de la 

molécule dans ces conditions. Le conjugué PS2-Gly-D-Ctl est obtenu avec 34 % de rendement sous 

la forme d’un solide vert après purification par HPLC préparative (colonne C18) puis lyophilisation. 

Les analyses par HPLC analytique et HR ESI-MS confirment l’obtention et la pureté du produit, 

supérieure à 95 % (Figure 105).  

 

Figure 105. Chromatogramme obtenu par HPLC analytique pour PS2-Gly-D-Ctl et conditions 
d’élution utilisées. 

 
 

Le profil isotopique expérimental de [M + 3H]3+ est détecté à 1129.5410 et correspond au profil 

théorique calculé. Les signaux du produit deux, quatre et cinq fois protoné sont également détectés 

(Figure 106).  

 

Figure 106. Spectre HR ESI-MS de PS2-Gly-D-Ctl et profil isotopique expérimental et calculé pour le 
pic le plus intense. 
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9.3 Caractérisation par spectroscopie d’absorption UV-visible  

Les spectres d’absorption UV-visible de PS2 et du conjugué PS2-Gly-D-Ctl dans le DMSO et dans PBS 

+ 1 % de DMSO sont présentés Figure 107. 

 

Figure 107. Spectres d’absorption des composés PS2 et PS2-Gly-D-Ctl (C = 2,5 µM) a) dans le DMSO 
et b) dans PBS + 1 % DMSO.  

 

Les spectres de PS2 et PS2-Gly-D-Ctl dans le DMSO sont quasiment identiques et la présence du 

peptide n’a pas d’effet sur l’absorption de la porphyrine dans ce solvant. Des résultats similaires 

avaient été observés pour le conjugué PS2-PGLa. 

Cependant, contrairement aux conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa, PS2-Gly-D-Ctl n’est pas soluble dans 

le PBS et doit être solubilisé dans du DMSO avant d’être dilué en milieu aqueux. L’élargissement des 

bandes d’absorption dans le PBS indique un probable phénomène d’agrégation de PS2-Gly-D-Ctl. 

Néanmoins, contrairement à la porphyrine neutre PS2, aucune agrégation du conjugué n’est visible 

à l’œil nu même après plusieurs jours en solution. 

Les valeurs des maxima d’absorption ainsi que les coefficients d’extinction molaire associés de PS2-

Gly-D-Ctl sont reportés dans le Tableau 7. Les valeurs de PS2 sont également rappelées. 
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Tableau 7. Maxima des bandes d’absorption et coefficients d’extinction molaire de PS2 et PS2-Gly-
D-Ctl. 

 

 
 

9.4 Propriétés photophysiques de PS2-Gly-D-Ctl 

Les mesures de fluorescence et des rendements quantiques de production d’oxygène singulet ont 

été réalisées par le Dr. Barbara Ventura. Les spectres d’émission de PS2-Gly-D-Ctl dans le DMSO et 

H2O + 1 % de DMSO sont reportés (Figure 108). 

 

Figure 108. Spectres d’émission normalisés de PS2-Gly-D-Ctl dans le DMSO et H2O + 1 % DMSO.  
 

On observe un élargissement de la bande ainsi qu’un déplacement bathochrome du maximum 

d’émission dans l’eau par rapport au DMSO. Les valeurs des rendements quantiques de 

fluorescence, les durées de vie à l’état excité et les rendements quantiques de production d’oxygène 

singulet sont regroupés dans le Tableau 8. 
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Tableau 8. Propriétés de fluorescence, durées de vie et rendements quantiques de production 
d’oxygène singulet de PS2 et PS2-Gly-D-Ctl. 

 

 
 

Dans le DMSO, les rendements quantiques de fluorescence et les durées de vie de l’état excité de 

PS2 et de PS2-Gly-D-Ctl sont très proches, respectivement Фfl = 0,27 et τ = 5,7 ns et Фf = 0,24 et 

τ = 5,4 ns. Les rendements quantiques de production de 1O2 sont également similaires (ФΔ = 0,56 

pour PS2 et ФΔ = 0,59 pour PS2-Gly-D-Ctl). Le peptide ne semble pas avoir d’influence sur les 

propriétés photophysiques de PS2-Gly-D-Ctl dans le DMSO. 

Le conjugué émet également de la fluorescence à une faible intensité dans l’eau en présence de 1 % 

de DMSO et cette propriété peut être utilisée pour réaliser des études par microscopie optique.  

 

10   Conclusion 

Trois nouveaux agents antibactériens PS1-PGLa, PS2-PGLa et PS2-Gly-D-Ctl ont été obtenus grâce à 

une synthèse convergente impliquant quatre synthons. Ces conjugués sont constitués d’une 

porphyrine fonctionnalisée amphiphile et d’un peptide antimicrobien cationique. Le choix des 

constituants a permis d’obtenir des conjugués utilisables pour l’aPDT dont les principales 

caractéristiques sont indiquées Figure 109. En effet, ces trois composés peuvent être irradiés dans 

la fenêtre thérapeutique optique dans le PBS à pH physiologique et ont la capacité de générer de 

l’oxygène singulet. 
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Figure 109. Principales caractéristiques photophysiques des conjugués PS1-PGLa, PS2-PGLa et PS2-
Gly-D-Ctl pour une application aPDT. 

 

Par ailleurs, des études théoriques par calculs TD-DFT ont permis de comprendre les différences 

observées sur les spectres d’absorption UV-visible de PS1 et PS2. En effet, l’unité nitro-thiophène de 

PS1 contribue fortement à la transition électronique HOMO-LUMO et lui confère un caractère de 

transfert de charge. La délocalisation électronique vers le substituant BTD du PS2 est en revanche 

limitée et les transitions électroniques observées pour ce PS sont de nature π → π* et 

principalement localisées sur la porphyrine. 

Les études spectroscopiques par dichroïsme circulaire électronique menées sur le PGLa et PS1-PGLa 

et PS2-PGLa indiquent un effet de pré-organisation du peptide lorsqu’il est lié à une porphyrine alors 

qu’aucune structuration n’est observée lorsqu’il est seul en solution. La conformation hélicoïdale 

de la partie peptidique des conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa peut potentiellement favoriser les 

interactions électrostatiques avec les membranes anioniques des bactéries. D’autre part, un signal 

caractéristique d’un couplage excitonique est observé dans la région de Soret pour PS1-PGLa, 

indiquant une proximité spatiale des porphyrines et une probable agrégation du conjugué en milieu 
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aqueux en accord avec le spectre d’absorption UV-visible obtenu dans l’eau. 

Des études par RMN du solide ont été réalisées sur ce conjugué. En présence de bicouches 

lipidiques, la partie peptidique de PS1-PGLa ne semble pas adopter d’orientation préférentielle vis-

à-vis de la membrane. Des études sur des bicelles sont en cours afin de déterminer l’orientation du 

peptide à proximité de bicouches anioniques structurées en solution. 

L’ensemble de ces résultats obtenus pour les conjugués PS1-PGLa, PS2-PGLa et PS2-Gly-D-Ctl permet 

d’envisager leur étude en tant qu’agent photobactéricide par irradiation dans le proche IR. 
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Chapitre III : Etudes biologiques des 

conjugués porphyrine-peptide 

Ce chapitre est consacré à l’étude des activités antibactériennes et photobactéricides des conjugués 

PS1-PGLa, PS2-PGLa, et PS2-Gly-D-Ctl sur deux espèces de bactéries, Staphylococcus aureus (S. 

aureus), une bactérie à Gram positif et Escherichia coli (E. coli), une bactérie à Gram négatif. 

L’évaluation de la toxicité et de la phototoxicité de PS1-PGLa et PS2-PGLa sur des cellules eucaryotes 

a également été réalisée. Ces études biologiques ont été effectuées en collaboration avec le Dr. Elise 

Glattard de l’équipe du Pr. Burkhard Bechinger de l’Université de Strasbourg et le Dr. Tan-Sothea 

Ouk de l’équipe du Pr. Vincent Sol de l’Université de Limoges. 

1  Optimisation du protocole d’irradiation 

Le protocole d’irradiation a nécessité de nombreux ajustements pour déterminer les conditions 

expérimentales optimales qui ont été utilisées dans la suite de ce manuscrit. Les premiers montages 

n’induisaient pas une irradiation homogène sur l’ensemble des puits. Pour pallier cela, les DEL ont 

été fixées sur le dissipateur de chaleur par du ruban adhésif possédant une excellente conductivité 

thermique (Figure 110). 

 

Figure 110. Montages d’irradiation composés de DEL émettant a) à 710 nm dans le proche IR  
b) une lumière blanche (400 et 700 nm). 

 

Le dissipateur thermique permet d’éviter toute élévation de la température du milieu contentant 

les bactéries pendant les expériences d’irradiation. Les différents montages utilisés permettent une 

irradiation dans le proche IR (710 nm ou 720 nm) ou une irradiation par lumière blanche (400-700 
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nm). Les spectres d’émission des DEL sont donnés Annexe 7. 

La position des DEL a également été modifiée après différents essais. Une irradiation par des DEL 

situées sous la plaque 96 puits a dans un premier temps été testée, puis une irradiation par des DEL 

placées au-dessus de la microplaque a été privilégiée en raison d’une plus grande similitude 

expérimentale avec les traitements lumineux utilisés en PDT (Figure 111). 

 

Figure 111. Dispositif lumineux développé au CHRU de Lille pour la thérapie photodynamique 
clinique.220  

 

La surface réfléchissante de la paillasse a également été prise en compte et nous avons décidé de 

placer le système sur une surface noire afin de limiter le phénomène de réflexion des rayons 

lumineux (Figure 112). 

 

Figure 112. Conditions d’irradiation par des DEL situées au dessus de la plaque 96 puits a) avec la 
microplaque directement sur la paillasse et b) avec introduction d’une surface noire non 

réléchissante entre la microplaque et la paillasse (conditions retenues).  
 
 

2 Protocole utilisé pour les tests antibactériens et les tests de 

toxicité sur les cellules eucaryotes 

Les tests sont réalisés en microplaques de 96 puits (Vpuits = 200 µL) dans une solution tampon de 

phosphate (PBS) au pH physiologique de 7,4. La densité bactérienne initiale est de 107 UFC/mL, 
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valeur classiquement utilisée pour réaliser des tests évaluant les propriétés bactéricides d’un 

composé.182 Les bactéries et les composés sont incubés dans le noir à 37 °C pendant 15 min, puis 

placés à l’abri de la lumière à température ambiante pendant 15 min supplémentaires pour les tests 

réalisés en l’absence d’irradiation, ou irradiés pendant 15 min à température ambiante.  

Le même protocole a été utilisé pour les tests sur les cellules eucaryotes (densité cellulaire : 104 

cellules par millilitre). 

 

3 Etudes de l’activité et de la photoactivité de PS1-PGLa et de 

ses composants PS1 et PGLa  

La structure des molécules étudiées dans cette partie ainsi que leurs principales propriétés 

photophysiques sont rappelées Figure 113. 

 

Figure 113. Structures et propriétés photophysiques du photosensibilisateur PS1 et du conjugué 
PS1-PGLa. 
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3.1 Activité antibactérienne des composés sur S. aureus, une bactérie 

à Gram positif  

Les staphylocoques sont des bactéries à Gram positif en forme de coque d’environ 1 µm de diamètre 

(Figure 114). Le staphylocoque doré est l’un des principaux responsables d’infections nosocomiales 

et d’intoxications alimentaires en France.221 De nombreuses souches présentent de multiples 

résistances aux antibiotiques et sont difficiles à éradiquer, tels que les staphylocoques dorés 

résistants à la méticilline, appelés MRSA (« Methicillin-resistant Staphylococcus aureus »). 

 

Figure 114. Amas de staphylocoques dorés observé en microscopie électronique.221 
 

Selon l’OMS, les staphylocoques dorés font partie des agents pathogènes prioritaires pour la 

recherche et le développement de nouveaux traitements en raison de leur résistance à la méticilline 

et à la vancomycine, deux antibiotiques inhibant la synthèse du peptidoglycane.222  

3.1.1 Activité antibactérienne en l’absence de lumière  

L’évaluation de l’activité des composés en l’absence de lumière a été réalisée à diverses 

concentrations d’incubation de 0,5, 1, 2,5 et 5 µM en présence des bactéries. Le peptide PGLa et le 

conjugué PS1-PGLa sont directement solubilisés dans du PBS alors que le photosensibilisateur PS1 

est tout d’abord dissout dans du DMSO puis dilué dans du PBS. Le pourcentage final de DMSO dans 

les puits n’excède jamais 0,5 %. Des puits contenant des bactéries en présence de 0,5 % de DMSO 

dans le PBS sont également préparés afin de s’assurer de l’absence de toxicité du solvant à cette 

concentration. 

Après 30 min d’incubation, le contenu de chaque puits est dilué dans du PBS puis étalé sur géloses 

qui sont ensuite incubées à 37 °C pendant 12 h. La survie bactérienne est déterminée par 
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dénombrement de colonies formées. Les résultats sont exprimés en échelle logarithmique et 

présentés Figure 115. Le calcul des barres d’erreur est explicité Annexe 9. 

 

Figure 115. Survie des bactéries S. aureus en présence de PS1, PGLa et PS1-PGLa à différentes 
concentrations en l’absence d’irradiation. Le contrôle (CT) des bactéries sans composés est 

représenté. 
 

Activité antibactérienne des composants PS1 et PGLa 

La porphyrine PS1 engendre une mort bactérienne négligeable car aucune activité n’est observée à 

la concentration de 1 µM et seulement 8 % des bactéries initiales sont tuées à 5 µM.  

Le peptide PGLa est plus actif et son activité augmente en fonction de sa concentration dans le 

milieu. Il induit respectivement la mort de 5 %, 16 %, 33 % et 44 % des bactéries aux concentrations 

de 0,5, 1, 2,5 et 5 µM. Dans la littérature, l’activité des peptides antimicrobiens est principalement 

évaluée en déterminant la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI). La CMI correspond à la 

concentration minimale à laquelle aucune croissance bactérienne n’est observée et caractérise ainsi 

le potentiel bactériostatique d’un composé. Ulrich et al. ont déterminé la CMI du peptide PGLa sur 

des bactéries S. aureus (DSM 1104) à 16 µg/mL soit environ 8 µM. Lors de cette expérience, les 

bactéries sont placées dans un milieu de culture riche en nutriments. Les tests que nous avons 

réalisés déterminent le potentiel bactéricide des composés, c’est-à-dire leur capacité à tuer les 

bactéries et non pas à inhiber leur croissance. Il est couramment admis qu’un composé peut être 

considéré comme bactéricide si son action induit une réduction de plus de 3 log de la viabilité 

bactérienne, soit plus de 99,9 % de bactéries tuées. On définit alors la concentration minimale 
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bactéricide (CMB) comme étant la concentration minimale d’un agent antibactérien pour atteindre 

ce résultat.223  

Un tableau exprimant les principales différences expérimentales des deux expériences est présenté 

ci-dessous (Tableau 9). 

Tableau 9. Conditions expérimentales utilisées par Ulrich et al.186 pour déterminer la CMI du 
peptide PGLa sur des bactéries S. aureus et conditions expérimentales utilisées au cours de ce 

travail pour déterminer la CMB des composés. 
 

 
 

Il est n’est donc pas pertinent de comparer la CMI décrite dans la littérature et l’activité du peptide 

mesurée lors de nos tests. Les différences d’activités observées peuvent notamment s’expliquer 

car :  

• Le temps d’incubation entre les bactéries et les composés est très différent.  

• Les bactéries utilisées lors des tests de CMB sont en phase stationnaire et ont un 

métabolisme différent de celles utilisées pour les tests de CMI qui sont en phase 

exponentielle. Les bactéries en phase stationnaire sont habituellement plus difficiles à 

éradiquer car la raréfaction des ressources dans le milieu entraine un état de déprivation. 

Elles synthétisent alors des protéines qui rendent la cellule plus résistante aux dommages 

externes : des protéines chaperons peuvent par exemple empêcher la dégradation 

protéique et renaturer celles qui sont endommagées. Le pontage du peptidoglycane peut 

être augmenté afin de renforcer l’intégrité de la paroi bactérienne.224 Contrairement au 

milieu de culture riche en ressources, l’absence de nutriments dans le PBS peut renforcer 

l’état de déprivation des bactéries. 
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•  La densité bactérienne est différente : dans le cadre de nos expériences, une densité de 107 

UFC/mL est utilisée alors qu’elle est généralement plus faible pour les tests de CMI, de 

l’ordre de 105 à 106 UFC/mL. Pour une concentration de peptide comparable en solution, un 

nombre plus important de bactéries est présent lors des tests de CMB. Le ratio 

peptide/bactéries étant inférieur à 107 UCF/mL par rapport à 106 UFC/mL, il se peut que la 

quantité de peptide soit trop faible pour induire une lyse bactérienne.  

Activité antibactérienne du conjugué PS1-PGLa  

L’activité du conjugué PS1-PGLa en l’absence de lumière est semblable à celle du peptide PGLa car 

9 %, 24 %, 35 % et 65 % de mort cellulaire est observée aux concentrations respectives de 0,5, 1, 2,5 

et 5 µM. Ces valeurs peuvent paraître relativement élevées mais la population bactérienne initiale 

est de l’ordre de 107 UFC/mL. Une réduction de 50 % de la viabilité implique une population 

résultante d’environ 5.106 UFC/mL. Ainsi, pour évaluer une activité antibactérienne, il peut être 

préférable de raisonner en échelle logarithmique lorsque le pourcentage de mort induite est élevé. 

Une diminution de 50 % de la population des bactéries correspond à une réduction de leur viabilité 

de 0,3 log tandis qu’une diminution de 90 % implique une réduction de leur viabilité de 1 log. 

L’activité des différents composés dans le noir, bien que non nulle, reste donc limitée sur S. aureus 

car inférieure à 0,5 log. 

3.1.2 Photoinactivation bactérienne à la suite d’une irradiation dans le proche 

IR 

 Afin d’évaluer la photoactivité à la suite d’une irradiation dans le proche IR, les puits contenant les 

bactéries et les différents composés ont été irradiés pendant 15 min à 720 nm (36 J.cm-2) après 15 

min d’incubation dans le noir (Figure 116). Cette longueur d’onde d’irradiation correspond au 

maximum d’absorption de la bande Q la moins énergétique du conjugué PS1-PGLa dans le PBS (ε = 

25 500 M-1.cm-1 à 720 nm). 



132 

 

 

Figure 116. Survie des bactéries S. aureus en présence de PS1, PGLa et PS1-PGLa à différentes 
concentrations, dans le noir ou à la suite d’une irradiation à 720 nm (36 J.cm-2). La croix à la 

concentration de 5 µM indique une éradication totale des bactéries. 
 

L’excitation lumineuse du peptide PGLa ne semble pas avoir d’effet sur son activité car une mortalité 

bactérienne comprise entre 4 % et 37 % est observée aux différentes concentrations. Ce résultat, 

comparable à celui obtenu en l’absence d’irradiation, est attendu car le peptide n’absorbe pas de 

lumière à cette longueur d’onde. 

Le photosensibilisateur PS1 possède une activité similaire à celle observée dans l’obscurité car il 

diminue la viabilité bactérienne d’environ 13 % à une concentration de 5 µM. A cette même 

concentration, 8 % des bactéries étaient tuées en l’absence d’irradiation. L’excitation lumineuse du 

PS à 720 nm ne semble pas avoir d’effet sur son activité antibactérienne. La faible affinité de PS1 

pour les membranes cationiques des bactéries est sans doute à l’origine de ce résultat. En effet, les 

PS excités non liés aux bactéries ne permettent pas à l’oxygène singulet généré d’agir sur ces 

dernières car son rayon d’action est limité à environ 150 nm.98 De plus, l’agrégation observable à 

l’œil nu du PS dans le PBS plusieurs heures après solubilisation peut également contribuer au 

manque d’activité constaté. 

Les résultats observés pour PS1-PGLa sont bien différents car l’irradiation à 720 nm conduit à une 

forte activité photobactéricide du conjugué. On constate un accroissement de l’efficacité en 

fonction de l’augmentation de la concentration : à 0,5 µM, une réduction de 2,6 log de la survie 

bactérienne est observée et une réduction de 3,2 log est obtenue à 1 µM. Le composé PS1-PGLa 

possède donc une CMB de 1 µM vis-à-vis de S. aureus après irradiation à 720 nm pour une dose 
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lumineuse de 36 J.cm-2. L’augmentation de la concentration à 2,5 µM permet de tuer 5,7 log des 

bactéries présentes et nous avons obtenu une photoéradication totale de S. aureus à 5 µM, soit une 

réduction de 7 log de la survie bactérienne.  

3.1.3 Photoinactivation bactérienne après irradiation par une lumière blanche 

Bien que l’irradiation par une lumière rouge constitue un enjeu déterminant pour l’aPDT, il peut 

être intéressant de varier la source lumineuse. La lumière blanche, souvent utilisée dans la 

littérature pour les tests aPDT, couvre l’ensemble du spectre visible d’absorption entre 400 et 700 

nm. Dans le cas du conjugué PS1-PGLa, cela permet de mettre à contribution la région de Soret de 

la porphyrine située aux alentours de 450 nm (ε = 65 000 M-1.cm-1) ainsi que la bande Q à 630 nm 

(ε = 26 000 M-1.cm-1) mais pas celle à 720 nm. 

Les premiers tests ont été réalisés au Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles (LCSN) à 

Limoges en collaboration avec le Dr. Tan-Sothea Ouk. Les bactéries en présence des différents 

composés ont été irradiées par des DEL d’irradiance 4,8 mW.cm-2 émettant une lumière blanche. 

Après 15 min d’irradiation, la fluence appliquée de 4,3 J.cm-2 est donc plus faible que celle à 720 nm 

(36 J.cm-2). Les résultats obtenus par irradiation en lumière blanche et par irradiation dans le proche 

IR sont présentés Figure 117. 

  

Figure 117. Survie des bactéries S. aureus en présence de PS1, PGLa et PS1-PGLa à différentes 
concentrations, à la suite d’une irradiation à 720 nm (36 J.cm-2) ou par des DEL blanches  

(4,3 J.cm-2). Les croix à la concentration de 5 µM indiquent une éradication totale des bactéries. 
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Le peptide PGla présente une activité similaire à celle observée pour les précédentes conditions car 

l’utilisation d’une source lumineuse différente n’affecte pas son mécanisme d’action antibactérien.  

Le photosensibilisateur PS1 possède une activité semblable à celle obtenue dans l’obscurité et par 

irradiation à 710 nm car seulement 10 % des bactéries sont tuées à une concentration de 5 µM. 

Des différences de photoactivité sont en revanche observées pour le conjugué PS1-PGLa : après 

irradiation par des DEL blanches (4,3 J.cm-2), la population initiale de bactéries est réduite de 2,6 log 

à une concentration de 1 µM (contre 3,2 log à 720 nm) et 5,3 log à 2,5 µM (5,7 log à 720 nm). A 5 

µM, les résultats sont similaires à une irradiation à 720 nm car une photoéradication totale de 

S. aureus est engendrée alors que la dose lumineuse appliquée est plus de huit fois plus faible. 

L’excitation de la bande de Soret de PS1-PGLa et de la bande Q à 630 nm permet de partiellement 

compenser la diminution de la fluence. Une photoactivité moins importante est obtenue aux 

concentrations de 1 et 2,5 µM après irradiation en lumière blanche avec une faible dose lumineuse. 

Néanmoins, cette différence d’activité n’est que de 0,6 log à 1 µM et 0,4 log à 2,5 µM par 

comparaison avec l’irradiation dans le proche IR de plus forte fluence. De plus, à une concentration 

de 5 µM, des résultats identiques sont obtenus car une réduction de 7 log de la survie bactérienne 

est constatée. 

3.1.4 Conclusion  

Le photosensibilisateurs PS1 exerce une activité minime sur S. aureus quelle que soit la condition 

testée car moins de 15 % de mortalité est obtenue à la plus forte concentration de 5 µM. 

L’irradiation n’augmente pas l’efficacité de ce composé, laissant supposer qu’il a peu d’affinité pour 

les bactéries. 

L’activité du peptide PGLa est limitée sur S. aureus et dépend de sa concentration dans le milieu. A 

une concentration de 5 µM, environ 40 % des bactéries sont tuées avec ou sans irradiation. 

L’activité du conjugué PS1-PGLa dans le noir est légèrement supérieure à celle du peptide PGLa car 

65 % des bactéries sont tuées à une concentration de 5 µM. A l’échelle logarithmique, ces valeurs 

sont néanmoins très proches, correspondant respectivement à une réduction de 0,3 log de la 

viabilité bactérienne induite par le peptide PGLa et 0,5 log par le conjugué PS1-PGLa. L’action du 

conjugué sur les bactéries semble donc principalement induite par le peptide PGLa, mais une 

contribution de la porphyrine à la déstabilisation membranaire peut être supposée.  
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Le conjugué PS1-PGLa exerce une activité photobactéricide dépendante de sa concentration et de 

la source lumineuse utilisée. Il est capable de réduire de plus de 3 log la survie de S. aureus après 

irradiation à 720 nm (36 J.cm-2) à 1 µM, et d’éradiquer totalement la population bactérienne à 5 µM 

après irradiation par l’une ou l’autre des sources lumineuses. 

3.2 Activité antibactérienne des composés sur E. coli, une bactérie à 

Gram négatif  

Escherichia coli, également appelée colibacille, est une bactérie à Gram négatif en forme de 

bâtonnet d’une taille variant de 1 à 3 µm pour 0,5 µm de diamètre en moyenne (Figure 118). 

 

Figure 118. E. coli observé en microscopie électronique.225 
 

Les souches de E. coli entérohémorragiques (ECEH) sont pathogènes pour l’homme et responsables 

de diarrhées sanglantes et du syndrome hémolytique et urémique (SHU).226 Tout comme S. aureus, 

E. coli est l’un des responsables majeurs des infections nosocomiales et des intoxication 

alimentaires. Il fait partie des entérobactéries pour lesquelles le développement de nouveaux 

antibiotiques est classé comme critique par l’OMS. En effet, de nombreuses souches sont résistantes 

à diverses classes d’antibiotiques dont les carbapénèmes et les céphalosporines de troisième 

génération, actuellement utilisés pour traiter les BMR.222  

3.2.1 Activité antibactérienne en l’absence de lumière 

L’activité dans le noir des différents composés a été évaluée aux concentrations de 1, 2,5 et 5 µM 

en utilisant les mêmes conditions que pour S. aureus. Les résultats obtenus sont reportés Figure 

119. 
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La porphyrine neutre PS1 n’est pas active en l’absence de lumière car moins de 3 % des bactéries 

sont tuées à une concentration de 5 µM.  

Le peptide PGLa exerce une faible activité sur E. coli. A la concentration la plus élevée de 5 µM, 13 % 

des bactéries sont tuées, et ce taux diminue à 8 % à 2,5 µM et 1 % à 1 µM. 

Le conjugué PS1-PGLa est légèrement plus actif : il induit la mort de 8 %, 20 % et 22 % des bactéries 

aux concentrations de 1, 2,5 et 5 µM respectivement, soit une réduction d’environ 0,1 log à la 

concentration la plus élevée.   

 

Figure 119. Survie des bactéries E. coli en présence de PS1, PGLa et PS1-PGLa à différentes 
concentrations en l’absence d’irradiation. Le contrôle (CT) des bactéries sans composés est 

représenté. 
 

3.2.2 Photoinactivation bactérienne à la suite d’une irradiation dans le proche 

IR 

Après 15 min d’incubation dans le noir, les puits contenant les bactéries et les composés ont été 

irradiés à 720 nm pendant 15 min (Ф = 36 J.cm-2). Les résultats sont présentés Figure 120. 

L’irradiation ne semble pas avoir d’effet sur les puits contenant PS1 car moins de 3 % des bactéries 

sont tuées à une concentration de 5 µM. Cette photoactivité négligeable sur E. coli est en accord 

avec les résultats décrits dans la littérature pour les porphyrines neutres vis-à-vis des bactéries à 

Gram négatif.227  

Le peptide PGla exerce une activité très faible, similaire à celle observée dans l’obscurité, avec une 
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mort bactérienne de 15 % à la plus haute concentration de 5 µM. Aucune activité n’est observée à 

1 µM. 

 

Figure 120. Survie des bactéries E. coli en présence de PS1, PGLa et PS1-PGLa à différentes 
concentrations, dans le noir ou à la suite d’une irradiation à 720 nm (36 J.cm-2).  

 

L’activité photobactéricide du conjugué PS1-PGLa est quant à elle élevée sur E. coli. A une 

concentration de 1 µM, la CMB est atteinte, soit une réduction de la viabilité bactérienne de 3,0 log. 

A 2,5 et 5 µM, l’effet photobactéricide est accru car des réductions de 3,7 log et 4,5 log de la survie 

bactérienne sont respectivement obtenues pour ces deux concentrations. 

Comme pour S. aureus, la CMB est atteinte dès 1 µM. En revanche, les résultats diffèrent avec 

l’augmentation de la concentration car la hausse de l’activité antibactérienne est moins marquée 

sur E. coli. En effet, à une concentration de 5 µM après irradiation à 720 nm, le conjugué PS1-PGLa 

réduit de plus de 7 log la viabilité de S. aureus contre seulement 4,5 log pour E. coli (Figure 121).  

La plus faible activité du conjugué sur E. coli par rapport à S. aureus provient probablement de la 

différence de structure membranaire de ces deux bactéries. La paroi d’une bactérie à Gram positif 

est perméable et il est plus facile pour les composés de la traverser et d’interagir avec la membrane 

cytoplasmique. En revanche, E. coli est une bactérie à Gram négatif et possède donc une membrane 

externe peu perméable. Cette dernière peut agir comme une protection contre les agents externes 

et ainsi limiter la pénétration des composés et leurs interactions avec la membrane plasmique 

comme démontré dans la littérature.121   
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Figure 121. a) Survie des bactéries E. coli et S. aureus en présence de PS1, PGLa et PS1-PGLa à 
différentes concentrations à la suite d’une irradiation à 720 nm (36 J.cm-2). La croix à une 

concentration de 5 µM indique une éradication totale des bactéries. b) Photoinactivation de E. coli 
et S. aureus induite par le conjugué PS1-PGLa en fonction de la concentration. 

 

Effet du temps d’irradiation et de la fluence 

Afin d’évaluer l’effet du temps d’irradiation et celui de la fluence sur la photoactivité des différents 

composés, des expériences ont été menées sur les bactéries E. coli. Les puits ont été irradiés 15 min 

supplémentaires dans le but de doubler la dose lumineuse appliquée (72 J.cm-2). Les résultats 

obtenus pour les composés de référence PS1 et PGLa ne sont pas présentés car aucune évolution 

de la photoactivité n’est observée lorsque le temps d’irradiation est doublé.  

L’augmentation de l’activité photobactéricide du conjugué PS1-PGla en fonction du temps 

d’irradiation et de la fluence est présentée Figure 122. La réduction de la viabilité de E. coli 

augmente de 3,7 log à 4,4 log à 2,5 µM et de 4,5 log à 5,2 log à 5 µM. On observe un gain de la 

photoinactivation bactérienne d’environ 0,7 log pour ces deux concentrations lorsque la fluence 

augmente de 36 J.cm-2 à 72 J.cm-2 pour un temps d’irradiation total de 30 min. Le gain est 

légèrement plus modeste à 1 µM car la réduction de la viabilité bactérienne passe de 3,0 log à 3,5 

log, soit une hausse de la photoactivité d’environ 0,5 log. 
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Figure 122. Survie des bactéries E. coli en présence de PS1-PGla en fonction du temps d’irradiation 
et de la fluence appliquée à 720 nm à 15 min (36 J.cm-2) et 30 min (72 J.cm-2). 

 

L’augmentation de la dose lumineuse et du temps d’irradiation ne semblent donc pas être 

proportionnels à l’activité photobactéricide du conjugué PS1-PGLa car le prolongement de 

l’illumination pendant 15 min supplémentaires avec la même irradiance n’entraine qu’un faible gain 

d’activité de 0,5 à 0,7 log. Dans ces conditions, une irradiation prolongée n’est pas judicieuse pour 

diminuer la viabilité des bactéries E. coli avec PS1-PGLa. 

La photodégradation du conjugué pourrait être à l’origine de ce résultat. La photostabilité de PS1-

PGLa au cours de l’irradiation a donc été évaluée en réalisant des tests de photoblanchiment (Figure 

123). Entre 15 et 30 min d’irradiation, la valeur du coefficient d’extinction molaire diminue de 4 % 

pour la bande à 720 nm. Le photoblanchiment du conjugué en fonction du temps d’irradiation est 

donc faible dans la gamme de temps considérée pour une irradiance de 40 mW.cm-2. La 

photodégradation de la molécule ne semble donc pas être le facteur limitant l’activité 

photobactéricide sous irradiation prolongée.  
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Figure 123. a) Spectres UV-visible du conjugué PS1-PGLa à 2,5 µM en fonction du temps 
d’irradiation à 720 nm (40 mW.cm-2) et b) Taux de diminution du coefficient d’extinction molaire 
des bandes d’absorption du conjugué PS1-PGLa après différents temps d’irradiation à 720 nm (40 

mW.cm-2). 
 

D’autre part, l’activité du conjugué dans le noir évolue peu quelle que soit la concentration étudiée : 

à 1 µM, 0,04 log des bactéries initiales sont tuées après 15 min et 0,07 log le sont après 30 min. A 

une concentration de 5 µM, la viabilité bactérienne est réduite de 0,1 log après 15 min et 30 min en 

l’absence de lumière. 

3.2.3 Photoinactivation bactérienne après irradiation par une lumière blanche 

Des études en lumière blanche ont également été réalisées dans des conditions identiques à celles 

utilisées sur les bactéries S. aureus (tirr =15 min, 4,3 J.cm-2). Les résultats sont présentés Figure 124. 

L’activité du photosensibilisateur neutre PS1 est négligeable et l’activité du peptide PGLa est 

semblable avec ou sans irradiation, induisant une mortalité bactérienne d’environ 10 % à une 

concentration de 2,5 µM et 20 % à 5 µM.  

Le conjugué PS1-PGLa exerce une faible activité photobactéricide dans ces conditions. Aux 
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concentrations de 1 et 2,5 µM, 66 % et 77 % des bactéries sont tuées représentant respectivement 

une réduction de 0,5 et 0,6 log de la survie bactérienne. A 5 µM, le conjugué induit 92 % de mort 

bactérienne soit une réduction de 1,1 log. Ces résultats confirment que les bactéries E. coli sont 

moins sensibles à l’action de l’aPDT que les bactéries S. aureus, particulièrement lorsque la dose 

lumineuse est faible.  

 

Figure 124. Survie de E. coli en présence de PS1, PGLa et PS1-PGLa à différentes concentrations, à 
la suite d’une irradiation à 720 nm (36 J.cm-2) ou par des DEL blanches (4,3 J.cm-2). 

 

Dans le but de comparer la photoactivité des composés soumis à la même dose de lumière rouge 

ou blanche, des tests antibactériens avec irradiation par des DEL blanches d’irradiance 40 mW.cm-2 

ont été réalisés à Strasbourg. Après 15 min d’irradiation, la fluence appliquée est de 36 J.cm-2, une 

valeur identique à celle délivrée par irradiation à 720 nm. Les résultats obtenus sont présentés 

Figure 125. 

Le photosensibilisateur PS1 et le peptide PGLa sont très peu actifs et des résultats similaires à ceux 

observés pour les conditions décrites précédemment sont obtenus. 

On constate en revanche une augmentation significative de la photoactivité du conjugué PS1-PGLa 

lorsqu’il est irradié par des DEL blanches à 36 J.cm-2. A 1 µM, la survie bactérienne de E. coli est 

réduite de 3,9 log contre seulement 0,47 log pour une fluence de 4,3 J.cm-2. La photoactivité du 

conjugué à 2,5 et 5 µM se traduit par une réduction de 4,6 log et 7 log de la viabilité bactérienne 

alors que cette réduction n’est que de 0,64 log et 1,1 log lorsque la fluence est de 4,3 J.cm-2. 
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Figure 125. Survie des bactéries E. coli en présence de PS1, PGLa et PS1-PGLa à différentes 
concentrations, à la suite d’une irradiation à 720 nm (36 J.cm-2) ou par des DEL blanches (4,3 J.cm-2 

ou 36 J.cm-2). La croix à une concentration de 5 µM indique une éradication totale des bactéries. 
 

Par ailleurs, on constate que pour une dose lumineuse identique, l’irradiation par une lumière 

blanche permet d’obtenir de meilleurs résultats que l’irradiation à 720 nm : un gain d’activité de 0,9 

log est obtenu aux concentrations de 1 et 2,5 µM, et un gain important de 2,5 log est observé à 

5 µM car une photoéradication totale des bactéries est engendrée. Cette différence d’activité peut 

s’expliquer par la contribution de la bande d’absorption située dans la région de Soret à l’excitation 

du PS dont le coefficient d’extinction molaire est en effet près de 2,5 fois supérieur à celui de la 

bande située à 720 nm. 

3.2.4 Conclusion 

La porphyrine neutre PS1 n’exerce aucune activité sur les bactéries E. coli aux concentrations 

étudiées quelle que soit la condition testée.  

Le peptide PGLa possède une activité très modérée indépendante de la lumière, induisant 15 à 20 % 

de mort bactérienne à une concentration de 5 µM. 

En l’absence d’irradiation, le conjugué PS1-PGLa engendre une mortalité des bactéries inférieure à 

25 %, soit environ 0,1 log. Après irradiation à une fluence de 36 J.cm-2 par l’une ou l’autre source 

lumineuse, ce conjugué a un effet photobactéricide important car la CMB est atteinte à 1 µM avec 
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une réduction de plus de 3 log de la viabilité bactérienne. Une photoéradication totale de E. coli est 

obtenue à 5 µM lorsqu’il est irradié en lumière blanche (36 J.cm-2). 

3.3 Etudes de la toxicité et de la phototoxicité des composés sur des 

cellules eucaryotes, les kératinocytes (NHEK) 

3.3.1 Caractéristiques des kératinocytes  

Les kératinocytes représentent environ 80 à 90 % de l’épiderme, la couche la plus superficielle de la 

peau et jouent un rôle important dans la structuration de cette dernière. Ils garantissent son 

caractère imperméable grâce à la production de kératine qui est une protéine insoluble dans l’eau 

et forment une barrière contre les agents infectieux externes. Ils participent également à la 

stimulation du système immunitaire et à la cicatrisation car ils sécrètent des cytokines telles que les 

interleukines ainsi que des facteurs de croissance.228 De plus, ils protègent les noyaux contenant 

l’ADN contre les effets mutagènes des rayons ultraviolets en accumulant de la mélanine.229  

Les kératinocytes NHEK (« Normal Human Epidermal Keratinocytes ») sont des cellules primaires 

dont le nombre de divisions cellulaires est limité car elles sont sujettes au phénomène de 

sénescence. Elles sont ainsi représentatives de l’état physiologique des cellules in vivo 

contrairement aux cellules immortalisées qui ont elles la capacité de proliférer indéfiniment. Ces 

dernières sont également utilisées pour des tests in vitro décrits dans la littérature mais elles 

peuvent être moins sensibles que les cellules primaires aux agents externes. 

Il est intéressant d’évaluer la viabilité des kératinocytes en présence des conjugués porphyrine-

peptide car les traitements envisagés avec les molécules développées concernent les plaies 

localisées en surface. Il est donc important que les composés antibactériens soient le moins toxiques 

possible sur ces cellules eucaryotes endogènes. J’ai réalisé les tests de toxicité et de phototoxicité 

des composés sur les kératinocytes NHEK au laboratoire LCSN à Limoges en collaboration avec le Dr. 

Tan-Sothea Ouk.  
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3.3.2 Détermination de la viabilité cellulaire  

La survie des cellules eucaryotes telles que les kératinocytes est mesurée à l’aide d’un test classique 

utilisant un sel de tetrazolium, le XTT. Seules les cellules vivantes produisent une enzyme, le NADH, 

capable de réduire ce sel incolore en formazan de couleur orange (Figure 126). La viabilité cellulaire 

est estimée en effectuant le rapport entre l’absorbance mesurée dans les puits traités et 

l’absorbance mesurée dans les puits de référence contenant seulement les cellules dans le milieu. 

 

Figure 126. Réduction du sel de tetrazolium en formazan par action du méthosulfate de phénazine 
(PMS) et du NADH. 

 

3.3.3 Cytotoxicité en l’absence de lumière 

La cytotoxicité du conjugué PS1-PGLa et de ses composant PS1 et PGLa vis-à-vis des cellules NHEK a 

été évaluée. Les résultats obtenus sont reportés Figure 127. 

 

Figure 127. Cytotoxicité induite par les composés PS1, PGLa et PS1-PGLa à différentes 
concentrations sur les kératinocytes (NHEK) en l’absence d’irradiation. 

 



145 

 

On constate que la mort cellulaire induite par PS1 et le peptide PGLa est négligeable aux 

concentrations étudiées car moins de 5 % des kératinocytes sont tués à 5 µM.  

Le conjugué PS1-PGLa induit une cytotoxicité dépendante de sa concentration. A 0,5 et 1 µM, la 

cytotoxicité sur les cellules est négligeable car inférieure à 2 %. Elle augmente mais reste limitée aux 

concentrations de 2,5 µM et 5 µM, atteignant respectivement 15 % et 23 %. 

3.3.4 Phototoxicité à la suite d’une irradiation à 720 nm 

Afin d’évaluer la phototoxicité des différentes molécules, des tests d’irradiation à 720 nm de fluence 

36 J.cm-2 ont été réalisés et les résultats obtenus sont exprimés Figure 128. 

 

Figure 128. Cytotoxicité et phototoxicité (λirr = 720 nm, 36 J.cm-2) induites par les composés PS1, 
PGLa et PS1-PGLa à différentes concentrations sur les kératinocytes (NHEK). 

 

Les composés PS1 et PGla n’induisent pas de mort cellulaire supplémentaire à la suite d’une 

irradiation dans le proche IR par rapport à celle obtenue en l’absence de lumière.  

La toxicité du conjugué PS1-PGLa après irradiation est fortement dépendante de la concentration. 

Aucune phototoxicité n’est observée à 0,5 µM et elle est négligeable à 1 µM car seulement 4,5 % 

des cellules sont tuées. La mortalité augmente à 2,5 µM pour atteindre 50 % et atteint 81 % à 5 µM. 

A partir d’une certaine concentration, il semble donc qu’un faible temps d’irradiation en présence 

du conjugué PS1-PGla soit suffisant pour induire une forte phototoxicité sur ces cellules. Néanmoins, 

il est important de souligner que ces tests sont réalisés en l’absence de bactéries. Lors d’un 
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traitement, le ciblage sélectif du peptide vis-à-vis des pathogènes devrait diminuer la phototoxicité 

sur les kératinocytes. 

Une illustration du résultat expérimental obtenu à la suite d’une irradiation à 720 nm est présentée 

Figure 129. Après irradiation puis incubation pendant 24 h à 37 °C, le test XTT est réalisé dans les 

puits contenant les kératinocytes seuls et les puits contenant les kératinocytes ayant été en contact 

avec les conjugués à différentes concentrations.  

 

Figure 129. Photographie de la plaque contenant les cellules NHEK 36 h après l’irradiation des 
puits en présence du conjugué PS1-PGLa à différentes concentrations. Le XTT a été ajouté après 

24 h d’incubation à 37 °C à compter de l’arrêt de l’irradiation. 
 

On observe que les puits ayant contenu les concentrations les plus fortes en conjugué sont très 

faiblement colorés par rapport aux puits dont les concentrations en conjugué étaient faibles.  

3.3.5 Phototoxicité en lumière blanche  

Les tests de survie des kératinocytes en présence des composés après irradiation en lumière blanche 

(4,3 J.cm-2) ont également été réalisés (Figure 130). 

Le photosensibilisateur PS1 et le peptide PGla ne présentent pas de phototoxicité lorsqu’ils sont 

irradiés par une lumière blanche : les résultats sont très proches de ceux obtenus après irradiation 

à 720 nm. 

Le conjugué PS1-PGLa n’induit pas de mortalité à 0,5 µM et seulement 3 % des cellules sont tuées à 

1 µM. La mortalité des kératinocytes atteint 23 % à 2,5 µM et 39 % à 5 µM. Ces valeurs sont plus 
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faibles que celles obtenues pour l’irradiation à 720 nm : la fluence appliquée et par conséquent la 

quantité de ROS produits semble être directement corrélée à la phototoxicité induite sur les 

kératinocytes.  

 

Figure 130. Phototoxicité induite par les composés PS1, PGLa et PS1-PGLa sur les kératinocytes 
(NHEK) à différentes concentrations, à la suite d’une irradiation à 720 nm (36 J.cm-2) ou en lumière 

blanche (4,3 J.cm-2). 
 

3.3.6 Conclusion 

La viabilité des kératinocytes dépend grandement des composés testés ainsi que des conditions 

d’irradiation imposées.  

Aucune cytotoxicité ni phototoxicité n’est observée pour PS1 et PGLa aux concentrations d’étude.  

Le conjugué PS1-PGLa induit une cytotoxicité, et surtout une phototoxicité dépendante de la 

concentration. A 0,5 et 1 µM, une activité négligeable est observée sur les kératinocytes avec ou 

sans irradiation. Or à 1 µM, un effet bactéricide important est obtenu car la CMB est atteinte à cette 

concentration. A partir de 2,5 µM, la toxicité dans le noir augmente légèrement et la phototoxicité 

après irradiation à 720 nm atteint 50 % à 2,5 µM et 81 % à 5 µM. A ces concentrations, l’effet 

photobactéricide est cependant nettement supérieur. En effet, à 5 µM, une éradication totale de S. 

aureus est obtenue et plus de 99,996 % des bactéries E. coli sont tuées à 2,5 µM. Il s’agira donc de 

vérifier si le ciblage induit par le peptide permet de diminuer la phototoxicité du conjugué PS1-PGLa 

vis-à-vis des cellules NHEK en présence des bactéries. 
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4 Etudes de l’activité et de la photoactivité de PS2-PGLa et de 

ses composants PS2 et PGLa  

Les structures de PS2 et PS2-PGLa et leurs propriétés photophysiques sont rappelées Figure 131. 

 

Figure 131. Structures et propriétés photophysiques du photosensibilisateur PS2 et du conjugué 
PS2-PGLa. 

 

4.1 Activité antibactérienne des composés sur les bactéries S. aureus 

4.1.1 Activité en l’absence de lumière et photoactivité à 710 nm 

Les tests antibactériens ont été réalisés dans les mêmes conditions que celles utilisées pour le 

conjugué PS1-PGla et ses composants, exceptée la longueur d’irradiation à 710 nm correspondant 

au maximum d’absorption de la bande Q la moins énergétique de PS2-PGLa. 

Pour préparer la solution mère, le photosensibilisateur PS2 est d’abord dissout dans du DMSO puis 

dilué dans du PBS. Le ratio PBS/DMSO dans les puits est de 99,5 : 0,5 pour toutes les concentrations. 

Le peptide PGLa et le conjugué PS2-PGLa présentent quant à eux une bonne solubilité dans le PBS. 

Les résultats obtenus avec la porphyrine PS2 sont identiques à ceux obtenus avec la porphyrine PS1 

et une activité antibactérienne négligeable est observée avec ou sans irradiation (Figure 132). 

Le peptide PGLa n’absorbant pas de lumière dans le proche IR, il exerce la même activité qu’il soit 
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irradié à 710, à 720 nm ou placé à l’abri de la lumière, soit une réduction de la viabilité bactérienne 

de 0,05 log à 1 µM et 0,2 log à 5 µM. 

 

Figure 132. Survie des bactéries S. aureus en présence de PS2, PGLa et PS2-PGLa à différentes 
concentrations, dans le noir ou à la suite d’une irradiation à 710 nm (36 J.cm-2). Les croix aux 

concentrations de 2,5 et 5 µM indiquent une éradication totale des bactéries. 
 

L’activité du conjugué PS2-PGla lorsqu’il n’est pas irradié est également très proche de celle du 

conjugué PS1-PGLa avec respectivement 67 % et 65 % de réduction de la survie bactérienne à 5 µM, 

soit environ 0,5 log. 

En revanche, l’irradiation dans le proche IR induit un effet photobactéricide plus important du 

conjugué PS2-PGLa. Une réduction de 3,3 log de la survie bactérienne est constatée à une 

concentration de 0,5 µM et une réduction de 4,6 log est obtenue à 1 µM. D’autre part, Une 

photoéradication totale des bactéries est engendrée à la suite de l’irradiation à 710 nm aux 

concentrations de 2,5 et 5 µM.  

Les résultats concernant la photoactivité des conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa après irradiation en 

lumière rouge (36 J.cm-2) sont résumés Tableau 10. 
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Tableau 10. Photoinactivation des bactéries S. aureus induite par les conjugués PS1-PGLa et PS2-
PGLa en fonction de la concentration. 

 

 
 

 La CMB est atteinte dès 0,5 µM sur S. aureus avec le conjugué PS2-PGLa. A cette concentration, le 

conjugué PS1-PGLa entraine une diminution de la survie de E. coli de 2,6 log et atteint la CMB à 1 

µM en éliminant 3,2 log des bactéries initiales. La plus forte photoactivité de PS2-PGLa peut 

s’expliquer par un rendement quantique de production d’oxygène singulet dans l’eau (ФΔ = 0,40) 

près de deux fois supérieur à celui du conjugué PS1-PGLa (ФΔ = 0,23). 

4.1.2 Photoinactivation bactérienne après irradiation par une lumière blanche 

Des tests ont également été effectués par irradiation avec des DEL blanches induisant une faible 

fluence de 4,3 J.cm-2. Aucune différence d’activité n’est observée pour le photosensibilisateur PS2 

ainsi que le peptide PGla lorsqu’ils sont irradiés en lumière blanche en comparaison à une irradiation 

à 710 nm (Figure 133). 

En revanche, une photoactivité plus faible du conjugué PS2-PGLa est constatée aux concentrations 

de 1 et 2,5 µM par rapport aux résultats obtenus après irradiation à 710 nm. En effet, 

respectivement 4 log et 6,4 log des bactéries initiales sont tuées à 1 et 2,5 µM après irradiation par 

une lumière blanche (4,3 J.cm-2) alors qu’une irradiation à 710 nm (36 J.cm-2) permet des réductions 

de viabilité de 4,6 log et 7 log. A 5 µM, une photoéradication totale de S. aureus est néanmoins 

observée pour les deux sources lumineuses testées malgré la plus faible fluence en lumière blanche. 
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Figure 133. Survie des bactéries S. aureus en présence de PS2, PGLa et PS2-PGLa à différentes 
concentrations, à la suite d’une irradiation à 710 nm (36 J.cm-2) par des DEL blanches (4,3 J.cm-2). 

Les croix aux concentrations de 2,5 et 5 µM indiquent une éradication totale des bactéries. 
 

4.2 Activité antibactérienne des composés sur les bactéries E. coli  

4.2.1 Activité en l’absence de lumière et photoactivité à 710 nm 

Les résultats obtenus sur E. coli en l’absence de lumière ou à la suite d’une irradiation à 710 nm (36 

J.cm-2) sont présentés Figure 134. 

 

Figure 134. Survie des bactéries E. coli en présence de PS2, PGLa et PS2-PGLa à différentes 
concentrations, dans le noir ou à la suite d’une irradiation à 710 nm (36 J.cm-2). La croix à la 

concentration de 5 µM indique une éradication totale des bactéries. 



152 

 

Le photosensibilisateur PS2 n’exerce aucune activité bactéricide avec ou sans irradiation car moins 

de 3 % des bactéries sont tuées quelques soient les concentrations testées.  

La faible activité du conjugué PS2-PGLa en l’absence de lumière est très proche de celle observée 

pour le conjugué PS1-PGLa. Une diminution de 17 % de la viabilité bactérienne est obtenue à une 

concentration de 5 µM, comparable à la baisse de viabilité de 22 % engendrée par PS1-PGLa à cette 

même concentration, soit une réduction d’environ 0,1 log. 

L’activité photobactéricide de PS2-PGLa est cependant plus forte sur E. coli. En effet, une réduction 

de la survie bactérienne de 4,1 log est obtenue à 1 µM, 5,3 log à 2,5 µM et 7 log à 5 µM contre 

respectivement 3,2 log, 3,7 log et 4,5 log pour le conjugué PS1-PGLa.  

En comparant avec les résultats obtenus sur la souche à Gram positif (S. aureus), on constate que le 

conjugué PS2-PGLa est moins actif sur E. coli (Figure 135). A une concentration de 1 µM, on observe 

une différence d’activité du conjugué PS2-PGLa après irradiation de 0,5 log entre E. coli et S. aureus, 

et cet écart augmente à 1,7 log à une concentration de 2,5 µM. Aucune différence n’est observée à 

5 µM car la totalité des bactéries est tuée. 

 

Figure 135. a) Survie des bactéries E. coli et S. aureus en présence de PS2, PGLa et PS2-PGLa à 
différentes concentrations, à la suite d’une irradiation à 710 nm (36 J.cm-2). Les croix aux 

concentrations de 2,5 et 5 µM indiquent une éradication totale des bactéries. b) Photoinactivation 
de E. coli et S. aureus induite par le conjugué PS2-PGLa en fonction de la concentration. 
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4.2.2 Photoinactivation bactérienne après irradiation par une lumière blanche 

Les résultats concernant l’activité des composés en lumière blanche pour une fluence de 4,3 J.cm-2 

ou 36 J.cm-2 sont présentés Figure 136 et peuvent être comparés aux résultats précédemment 

obtenus en lumière rouge. 

 

Figure 136. Survie des bactéries E. coli en présence de PS2, PGLa et PS2-PGLa à différentes 
concentrations, à la suite d’une irradiation à 710 nm (36 J.cm-2) ou en lumière blanche (4,3 J.cm-2 

ou 36 J.cm-2). Les croix à une concentration de 5 µM indiquent une éradication totale des 
bactéries. 

 

On constate que l’activité du photosensibilisateur PS2 est négligeable quelle que soit la 

concentration testée et la source lumineuse utilisée. 

L’activité du conjugué PS2-PGLa sous irradiation dépend de la source lumineuse utilisée et de la 

fluence appliquée. Pour une dose lumineuse de 4,3 J.cm-2, la viabilité bactérienne est réduite de 

1,5 log à une concentration de 1 µM, 3,2 log à 2,5 µM et 4,2 log à 5 µM. La CMB est donc atteinte à 

la concentration de 2,5 µM dans ces conditions. 

Lorsque l’on augmente la fluence, l’effet photobactéricide du conjugué PS2-PGLa est plus important. 

Le gain de photoactivité lorsque la dose lumineuse délivrée par les DEL blanches passe de 4,3 à 36 

J.cm-2 est de 3 log à 1 µM, 2,3 log à 2,5 µM et 2,8 log à 5 µM.  

On observe également un léger gain d’activité lorsque la source lumineuse varie mais que la fluence 

est identique. A la suite d’une irradiation par des DEL blanches délivrant une dose lumineuse totale 

de 36 J.cm-2, un gain d’activité de 0,5 log est obtenu à une concentration de 1 µM par comparaison 
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avec une irradiation à 710 nm dans les mêmes conditions, et un gain de 0,2 log est observé à 2,5 

µM. Ces gains d’activité aux concentrations de 1 et 2,5 µM sont plus modestes que ceux observés 

pour le conjugué PS1-PGLa qui étaient de 0,9 log pour les deux concentrations. A la plus forte 

concentration testée de 5 µM, une photoéradication totale des bactéries est obtenue quelle que 

soit la source lumineuse utilisée.  

4.2.3 Effet du temps d’incubation avant irradiation à 710 nm 

Une augmentation de 15 à 60 min du temps d’incubation à 37 °C entre les bactéries et les composés 

avant irradiation a été testée afin de mesurer l’effet de ce paramètre sur l’activité antibactérienne. 

Effet du temps d’incubation en l’absence d’irradiation 

Après 60 min d’incubation à 37 °C, une incubation de 15 min supplémentaires dans l’obscurité à 

température ambiante a été réalisée, correspondant au temps d’irradiation lorsque les puits sont 

éclairés. Les résultats en l’absence d’irradiation sont présentés Figure 137. 

 

Figure 137. Survie des bactéries E. coli dans le noir incubées 15 ou 60 min à 37 °C en présence de 
PS2, PGLa et PS2-PGLa à différentes concentrations, suivies de 15 min supplémentaires dans 

l’obscurité à t.a. 
 

Le temps d’incubation n’a pas d’effet sur PS2 car aucune activité n’est observée sur les bactéries.  

Le peptide PGLa est légèrement plus actif après 60 min d’incubation. On constate une augmentation 

de la mortalité de E. coli de 0,04 log à une concentration de 1 µM par rapport à une incubation de 

15 min. Cette augmentation est de 0,2 log à 2,5 µM et 0,4 log à 5 µM. 
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Cet accroissement de l’activité est plus marqué pour le conjugué PS2-PGLa car une réduction de 

0,2 log de la viabilité bactérienne est observée à une concentration de 1 µM, 0,3 log à 2,5 µM et 

0,9 log à 5 µM. En comparaison avec un temps d’incubation de 15 min, cela représente un gain de 

0,2 log à 1 µM, 0,3 log à 2,5 µM et 0,8 log à 5 µM. L’augmentation de l’activité du peptide et du 

conjugué peut être due à l’action du PGLa sur la membrane bactérienne. La perturbation de cette 

dernière au cours du temps peut engendrer la formation de pores transmembranaire qui conduisent 

à la lyse bactérienne.  

Effet du temps d’incubation lorsque les puits sont irradiés dans le proche IR 

Les résultats obtenus après 15 min d’irradiation à 710 nm diffèrent également selon le temps 

d’incubation (Figure 138).  

 

Figure 138. Survie des bactéries E. coli à la suite d’une irradiation à 710 nm (36 J.cm-2) après 15 ou 
60 min d’incubation dans le noir en présence de PS2, PGLa et PS2-PGLa à différentes 

concentrations. Les croix à 5 µM indiquent une éradication totale des bactéries. 
 

Un temps d’incubation de 60 min permet un gain d’activité de 0,7 log à une concentration de 1 µM 

et de 1,5 log à 2,5 µM par rapport à un temps court de 15 min. Une éradication totale est observée 

à 5 µM pour les deux temps d’incubation. 

Ces résultats contrastent avec ceux décrits dans la littérature par Reddi et al. pour des conjugués 

porphyrine-peptide.182 Aucune différence significative d’activité antibactérienne n’a été observée 

pour des temps d’incubation variant de 30 min à 5 h avant irradiation. La nature des peptides et des 

porphyrines utilisés semblent donc avoir un effet sur l’interaction des conjugués avec les bactéries. 
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En revanche, les études menées par Pereira et al. indiquent un fort accroissement de la 

photoactivité des PS lorsque le temps d’incubation avant irradiation est prolongé.141 Une 

augmentation de l’effet photobactéricide de plus de 3 log est ainsi observée sur S. aureus et E. coli 

lorsque le temps d’incubation est doublé (30 à 60 min). 

4.3 Etudes de la toxicité et de la phototoxicité des composés sur les 

cellules kératinocytes (NHEK) 

4.3.1 Cytotoxicité dans le noir et phototoxicité à 710 nm 

Les résultats de toxicité et de phototoxicité obtenus sur les kératinocytes NHEK sont reportés Figure 

139. 

 

Figure 139. Cytotoxicité et phototoxicité (λirr = 710 nm, 36 J.cm-2) induites par les composés PS2, 
PGLa et PS2-PGLa à différentes concentrations sur les kératinocytes (NHEK). 

 

La toxicité et la phototoxicité du photosensibilisateur PS2 sont négligeables car il induit moins de 6 % 

de mort cellulaire à la plus forte de concentration de 5 µM. 

Le conjugué PS2-PGLa exerce une faible toxicité comparable à celle observée pour PS1-PGLa car 

moins de 5 % des cellules sont tuées aux concentrations de 0,5 et 1 µM. La mortalité cellulaire passe 

à 13 % à 2,5 µM et 19 % à 5 µM.  

Concernant la phototoxicité du conjugué PS2-PGLa, elle augmente en fonction de la concentration. 
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Aucune mort cellulaire n’est observée à 0,5 µM et 8 % des cellules sont tuées à 1 µM. Aux 

concentrations de 2,5 et 5 µM, on observe respectivement 65 % et 93 % de mort cellulaire. Cette 

plus forte phototoxicité du conjugué PS2-PGLa par rapport au conjugué PS1-PGLa (81 % à 5 µM) peut 

être imputable à la formation plus importante d’oxygène singulet car les deux conjugués induisent 

la même toxicité en l’absence d’irradiation. 

4.3.2 Phototoxicité en lumière blanche 

La phototoxicité des composés a également été évaluée sur les cellules NHEK par irradiation en 

lumière blanche pour une dose lumineuse totale de 4,3 J.cm-2 (Figure 140). 

 

Figure 140. Phototoxicité induite par les composés PS2, PGLa et PS2-PGLa sur les kératinocytes 
(NHEK) à différentes concentrations, à la suite de 15 min d’irradiation à 710 nm (36 J.cm-2) ou en 

lumière blanche (4,3 J.cm-2). 
 

L’irradiation du photosensibilisateur PS2 par une lumière blanche n’a pas d’effet sur son activité et 

une phototoxicité négligeable est observée pour les concentrations testées. 

De manière similaire aux résultats obtenus par irradiation en lumière rouge, la phototoxicité du 

conjugué PS2-PGLa augmente en fonction de la concentration du composé : moins de 4 % de mort 

cellulaire est engendrée aux concentrations de 0,5 et 1 µM, 36 % à 2,5 µM et 66 % à 5 µM. Ces 

valeurs de phototoxicité sont inférieures à celles obtenues aux concentrations de 2,5 et 5 µM par 

irradiation à 710 nm délivrant une fluence de 36 J.cm-2. La concentration en photosensibilisateur 

ainsi que la fluence sont donc des paramètres à optimiser lors d’un traitement aPDT afin de limiter 
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la phototoxicité sur les cellules saines. 

 

5 Etudes de l’activité et de la photoactivité du conjugué PS2-

Gly-D-Ctl et de ses composants PS2 et Gly-D-Ctl  

Les structures et les propriétés photophysiques du photosensibilisateur PS2 et du conjugué PS2-Gly-

D-Ctl sont rappelées Figure 141. 

 

Figure 141. Structures et propriétés photophysiques du photosensibilisateur PS2 et du conjugué 
PS2-Gly-D-Ctl. 

 

5.1 Activité antibactérienne des composés sur les bactéries E. coli  

5.1.1 Activité dans le noir et à la suite d’une irradiation à 710 nm 

Des problèmes de solubilisation du conjugué PS2-Gly-D-Ctl dans le PBS ont été rencontrés. Le 

photosensibilisateur PS2, le peptide Gly-D-Ctl et le conjugué PS2-Gly-D-Ctl sont donc dissous dans 

du DMSO puis dilués dans du PBS. Le taux de DMSO dans tous les puits est de 0,5 % et aucune 

toxicité sur les bactéries n’est observée. Les résultats des tests obtenus en l’absence de lumière et 

à la suite d’une irradiation à 710 nm sont présentés Figure 142. 

L’activité du peptide Gly-D-Ctl est similaire avec ou sans irradiation et est négligeable à 1 µM. Une 
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diminution de la viabilité bactérienne de 14 % est obtenue à 2,5 µM et 35 % des bactéries sont 

éliminées à 5 µM, soit une réduction d’environ 0,2 log. 

 

Figure 142. Survie des bactéries E. coli en présence de PS2, Gly-D-Ctl et PS2-Gly-D-Ctl à différentes 
concentrations, dans le noir ou à la suite d’une irradiation à 710 nm (36 J.cm-2). La croix à la 

concentration de 5 µM indique une éradication totale des bactéries. 
 

L’activité antibactérienne du conjugué PS2-Gly-D-Ctl diffère de celle du conjugué PS2-PGLa. En effet, 

si les activités observées des deux conjugués à une concentration de 1 µM sont proches avec 

respectivement 8 % et 5 % de mortalité bactérienne engendrée, l’activité du conjugué PS2-Gly-D-Ctl 

dans le noir est bien plus forte à 2,5 et 5 µM. A ces concentrations, il induit une léthalité bactérienne 

de 60 % et 95 % (soit 1,3 log) contre 9 % et 17 % pour le conjugué PS2-PGLa.  

L’activité photobactéricide de PS2-Gly-D-Ctl à la suite d’une irradiation à 710 nm (36 J.cm-2) est plus 

forte que son activité dans le noir. Il induit en effet une réduction de la viabilité de E. coli de 3,3 log 

à une concentration de 1 µM et de 3,9 log à 2,5 µM. Comme pour les deux précédents conjugués, 

la CMI est atteinte dès 1 µM pour PS2-Gly-D-Ctl. A une concentration de 5 µM, une photoéradication 

totale des bactéries est obtenue. 

5.1.2 Effet du temps d’incubation avant irradiation à 710 nm 

Un temps d’incubation de 60 min avant irradiation a été testé afin de mesurer l’effet de ce dernier 

sur l’activité antibactérienne des composés (Figure 143). 
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Effet du temps d’incubation en l’absence d’irradiation 

L’activité du peptide Gly-D-Ctl augmente légèrement lorsqu’il est incubé 60 min avec les bactéries 

en comparaison de 15 min. Un gain d’activité de 0,04 log est observée à une concentration de 1 µM, 

0,05 log à 2,5 µM et 0,1 log à 5 µM. 

Le conjugué PS2-Gly-D-Ctl s’avère beaucoup plus actif lorsque le temps d’incubation est prolongé. 

A une concentration de 1 µM, 0,4 log des bactéries sont tuées lorsque le conjugué est incubé 60 

min, contre 0,04 log lorsqu’il est incubé 15 min. 

 

Figure 143. Survie des bactéries E. coli dans le noir incubées 15 ou 60 min à 37 °C en présence de 
PS2, Gly-D-Ctl et PS2-Gly-D-Ctl à différentes concentrations, suivies de 15 min supplémentaires 

dans l’obscurité à t.a. 
 

L’augmentation de l’activité est édifiante aux concentrations de 2,5 µM et 5 µM lorsque le temps 

d’incubation passe de 15 à 60 min. En effet, la survie bactérienne est réduite de plus de 2,7 log à 

une concentration de 2,5 µM après 60 min d’incubation, et 4 log à 5 µM. Par comparaison avec un 

temps d’incubation de 15 min, cela représente un gain d’activité dans l’obscurité de 2,3 log à 2,5 

µM et 2,7 log à 5 µM.  

Effet du temps d’incubation lorsque les puits sont irradiés dans le proche IR 

Les résultats obtenus après irradiation à 710 nm (36 J.cm-2) sont présentés Figure 144. 

A une concentration de 1 µM, un gain d’activité de 0,9 log est obtenu en passant de 15 min à 60 min 

d’irradiation, et un gain de 2 log est observé à 2,5 µM. A 5 µM, une photoéradication totale des 

bactéries est engendrée après irradiation à 710 nm pour les deux temps d’incubation testés. 
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Figure 144. Survie des bactéries E. coli à la suite d’une irradiation à 710 nm (36 J.cm-2) après 15 ou 
60 min d’incubation dans le noir en présence de PS2, Gly-D-Ctl et PS2-Gly-D-Ctl à différentes 

concentrations. Les croix à 5 µM indiquent une éradication totale des bactéries. 
 

L’augmentation du temps d’incubation avant l’irradiation a donc un effet sur la photoactivité du 

conjugué PS2-Gly-D-Ctl en présence des bactéries, mais également sur son activité lorsqu’il est à 

l’abri de la lumière.  

Comparaison de l’effet du temps d’incubation entre PS2-Gly-D-Ctl et PS2-PGLa 

L’activité et la photoactivité de PS2-Gly-D-Ctl et PS2-PGLa après 60 min d’incubation en présence 

des bactéries sont résumées dans le Tableau 11. 

Tableau 11. Réduction de la viabilité des bactéries E. coli par les conjugués PS2-Gly-D-Ctl et PS2-
PGLa en fonction de la concentration après 60 min d’incubation, suivies de 15 min dans le noir ou 

15 min d’irradiation à 710 nm (36 J.cm-2). 
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En l’absence de lumière, le conjugué PS2-PGLa exerce une activité modérée sur E. coli. Le conjugué 

PS2-Gly-D-Ctl est bien plus actif dans le noir et son action bactéricide semble dépendre du temps de 

contact avec les bactéries. Cette différence d’activité entre les deux conjugués peut être due à la 

nature et au mécanisme d’action du peptide Gly-D-Ctl qui pénètre dans les bactéries contrairement 

au peptide PGLa qui reste à la surface des membranes lipidiques. Une hypothèse peut donc être 

formulée quant aux différences observées. Le conjugué PS2-Gly-D-Ctl est potentiellement capable 

de pénétrer à l’intérieur des bactéries, ou peut du moins s’insérer partiellement dans la membrane 

cytoplasmique. Cela pourrait engendrer des dysfonctionnements et des perturbations importantes 

de cette dernière et ainsi expliquer la forte activité observée dans le noir. A l’inverse, si le conjugué 

PS2-PGLa reste en surface de la membrane plasmique, cela pourrait impliquer une plus faible 

mortalité dans l’obscurité mais augmenter fortement son activité lorsqu’il est irradié. 

De manière surprenante, PS2-Gly-D-Ctl s’avère moins photoactif que PS2-PGLa lorsqu’il est irradié à 

710 nm à 1 µM et 2,5 µM. A une concentration de 5 µM, une éradication totale des bactéries est en 

revanche obtenue pour les deux composés. La photostabilité des deux conjugués a également été 

évaluée et aucune différence notable n’a été observée sur les spectres d’absorption des composés 

à la suite de 15 min d’irradiation, éliminant l’hypothèse d’une plus forte photodégradation de PS2-

Gly-D-Ctl (Annexe 9). 

 

6 Affinité des conjugués pour les parois de E. coli 

6.1 Evaluation par spectroscopie UV-visible 

Afin d’évaluer l’affinité des conjugués pour les parois bactériennes, des tests d’association ont été 

réalisés (Figure 145).230 Après 15 min ou 60 min d’incubation de E. coli (108 UFC/mL) en présence 

des conjugués à 5 µM, le PBS contenant les bactéries et les composés est centrifugé pendant 5 min 

et la densité optique du surnageant est mesurée par spectroscopie UV-visible. Des mesures de 

l’absorbance d’échantillons ne contenant que les conjugués en solution dans le PBS à 5 µM en 

l’absence de bactéries sont également effectuées. 
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Figure 145. Photographies montrant les surnageants et les culots obtenus après centrifugation à la 
suite de 60 min d’incubation : a) E. coli dans du PBS ; b) E. coli en présence du conjugué PS2-PGla à 
une concentration de 5 µM dans du PBS ; c) Conjugué PS2-PGla à une concentration de 5 µM dans 

du PBS. 
 

La différence entre l’absorption du conjugué dans le surnageant en l’absence de bactéries et 

l’absorption mesurée dans le surnageant après incubation du composé en présence de E. coli 

permet d’estimer le taux d’association (Figure 146).    

 

Figure 146. Absorption UV-visible normalisée des conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa à une 
concentration de 5 µM après 15 ou 60 min d’incubation en présence de E. coli. 

 

On constate une diminution de l’absorbance du surnageant lorsque les conjugués sont incubés en 

présence des bactéries. Après 15 min d’incubation, la concentration de PS1-PGLa dans le surnageant 

a diminué de 45 % et cette valeur augmente après 1 h d’incubation (76 % de diminution). Les 

résultats pour PS2-PGLa sont similaires après 15 min d’incubation en présence des bactéries car on 

observe une diminution de 39 % de l’absorbance du conjugué dans le surnageant. Après 60 min 

d’incubation, une diminution de 62 % est constatée. Ces résultats indiquent ainsi que les conjugués 

PS1-PGLa et PS2-PGLa interagissent avec les parois de E. coli. De plus, ils peuvent expliquer la plus 
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forte photoactivité de PS2-PGLa à la suite de l’irradiation à 710 nm après 60 min d’incubation par 

rapport à celle obtenue après 15 min d’incubation car une part plus importante du conjugué est liée 

aux bactéries. 

 

Les mêmes tests ont été réalisés pour le conjugué PS2-Gly-D-Ctl dans le PBS avec 0,5 % de DMSO 

mais les résultats ne sont pas exploitables. Après 5 min de centrifugation du milieu contenant PS2-

Gly-D-Ctl seul sans les bactéries, l’analyse par spectroscopie UV-visible du surnageant ne permet de 

détecter qu’une absorbance très faible inférieure à 0,02 unité car le conjugué précipite dans le culot. 

6.2 Evaluation par microscopie confocale 

Des acquisitions par microscopie confocale ont été réalisées en collaboration avec le Dr. Morgane 

Rabineau de l’équipe du Dr. Philippe Lavalle à Strasbourg afin de visualiser les interactions entre E. 

coli et les conjugués. Après 60 min d’incubation des bactéries (107 UFC/mL) en présence des 

conjugués PS1-PGLa, PS2-PGLa et PS2-Gly-D-Ctl à une concentration de 5 µM, la fluorescence des 

échantillons est détectée par microscopie confocale (λexc = 458 nm) de 680 à 750 nm (Figure 147). 

 

Figure 147. Images obtenues par microscopie confocale après 60 min d’incubation des bactéries E. 
coli et a) PS1-PGla, b) PS2-PGla et c) PS2-GlyD-Ctl à 5 µM dans le PBS. 
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On constate que de nombreux conjugués sont localisés sur les bactéries, ce qui confirme 

l’interaction entre les composés et les membranes bactériennes. Aucune fluorescence du milieu 

contenant les bactéries n’est observée en l’absence des conjugués. 

Les résultats obtenus par mesure d’absorption et par imagerie au microscope indiquent que les 

conjugués porphyrine-peptide ont une affinité pour les membranes anioniques de E. coli, expliquant 

les fortes photoactivités antibactériennes observées après irradiation. 

7 Evaluation de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) 

L’évaluation du caractère bactériostatique des peptides PGLa et Gly-D-Ctl et des conjugués PS1-

PGLa, PS2-PGLa et PS2-Gly-D-Ctl aux concentrations de 10, 5, 2,5 et 1,25 µM a également été 

réalisée. Les différents composés ont été incubés à 37 °C pendant 20 h dans du milieu de culture 

Mueller-Hinton (MH) en présence des bactéries E. coli à la population initiale de 5.105 UFC/mL.186 

Tous les composés ont été dissous dans du DMSO au préalable puis dilués dans du MH afin d’éviter 

tout problème de solubilisation. Dans le milieu de culture MH, le DMSO est présent à hauteur de 

0,5 % et ne présente pas de toxicité sur les bactéries. Le suivi de la croissance bactérienne a été 

effectué par lecture de la densité optique à 550 nm et les résultats sont présentés Tableau 12. 

Tableau 12. Taux d’inhibition de la croissance bactérienne des conjugués PS1-PGLa, PS2-PGLa, PS2-
Gly-D-Ctl et des peptides PGLa et Gly-D-Ctl incubés avec E. coli pendant 20h à 37 °C à l’abri de la 

lumière dans du MH. 
 

 
 

On constate que les trois conjugués n’exercent aucune activité bactériostatique dans le noir et ce 

même à une concentration de 10 µM. Seul le conjugué PS1-PGLa semble avoir un très faible effet 

sur la croissance bactérienne à 10 µM mais l’inhibition est inférieure à 10 % et peut être comprise 

dans la marge d’erreur estimée à cette même valeur. Malgré la présence de DMSO, des problèmes 
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de solubilité des conjugués persistent dans le milieu de culture MH car des précipités sont observés 

dans les puits après 20h d’incubation. 

En revanche, les peptides inhibent totalement la croissance bactérienne aux concentrations de 

10 µM et 5 µM. A une concentration de 2,5 µM, le peptide PGLa implique une inhibition de 

croissance de E. coli de 85 % et le peptide Gly-D-Ctl une inhibition de 98 %. La valeur de la CMI de 

ces peptides se situe donc légèrement au-dessus de 2,5 µM, ce qui concorde avec les résultats 

décrits dans la littérature attribuant une CMI d’environ 4 µM au PGLa et à la D-Ctl sur E. coli dans 

du milieu de culture Luria-Bertani.186,187 A 1 µM, l’activité des peptides est négligeable. 

Ces résultats indiquent ainsi que l’activité bactéricide et l’activité bactériostatique sont bien 

distinctes. Les peptides seuls exercent une très faible activité à une concentration de 5 µM lors des 

tests de CMB sur E. coli dans du PBS mais ils inhibent totalement la croissance bactérienne à cette 

même concentration dans du milieu de culture. A l’inverse, les conjugués porphyrine-peptide 

s’avèrent très photoactifs sur E. coli après irradiation dans du PBS car la CMB est atteinte dès 1 µM. 

Ils n’exercent cependant aucune activité d’inhibition de croissance dans du milieu MH et PS1-PGLa 

et PS2-PGLa ne diminuent la viabilité bactérienne que de 0,1 log dans le PBS à 5 µM. 

8 Conclusion  

Les études antibactériennes menées sur S. aureus (bactérie à Gram positif) et E. coli (bactérie à 

Gram négatif) ont permis de déterminer l’activité dans le noir et la photoactivité des conjugués 

porphyrine-peptide. Les résultats obtenus pour PS1-PGLa et PS2-PGLa sont résumés dans le Tableau 

13 et le Tableau 14.  

 

Une très bonne photoactivité des conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa a été obtenue sur S. aureus. Ainsi, 

la CMB est atteinte à une faible concentration de 1 µM pour PS1-PGLa et à 0,5 µM pour PS2-PGLa à 

la suite d’une irradiation à 720 nm ou 710 nm avec une fluence de 36 J.cm-2. Une photoéradication 

totale des bactéries, soit une diminution de 7 log de la viabilité bactérienne, est par ailleurs obtenue 

pour les deux conjugués à 5 µM. A cette concentration, une réduction de la viabilité des bactéries 

de 7 log est également observée lorsque les conjugués sont irradiés par des DEL blanches avec une 

faible fluence de 4,3 J.cm-2. Il reste à réaliser des tests antibactériens avec le conjugué PS2-Gly-D-Ctl 
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sur S. aureus. 

Concernant la photoactivité des conjugués sur E. coli à la suite d’une irradiation dans le proche IR, 

les études ont mené à d’excellents résultats. La CMB est atteinte à 1 µM pour les trois conjugués 

lorsqu’ils sont irradiés à 720 nm ou 710 nm (36 J.cm-2) après 15 min d’incubation avec les bactéries 

mais PS2-PGLa implique une mortalité supérieure aux deux autres conjugués. En effet, il entraîne 

une diminution de la viabilité de E. coli de 4,1 log contre 3,0 log pour PS1-PGla et 3,3 log pour PS2-

Gly-D-Ctl. Par ailleurs, les conjugués exercent une très faible activité dans le noir à cette 

concentration car une réduction maximale de 0,04 log de la viabilité bactérienne est constatée. 

Cette absence d’activité d’un PS lorsqu’il n’est pas irradié est une propriété essentielle afin de 

prévenir d’éventuels développements de résistances. A 5 µM, une photoéradication totale des 

bactéries est engendrée par les conjugués PS2-PGLa et PS2-Gly-D-Ctl tandis que le conjugué PS1-

PGLa s’avère moins actif. Lorsqu’ils sont irradiés par une lumière blanche (36 J.cm-2) à la 

concentration de 1 µM, PS1-PGLa et PS2-PGLa exercent une plus forte photoactivité sur E. coli que 

lorsqu’ils sont irradiés dans le proche IR car des réductions de la viabilité bactérienne de 3,9 log et 

4,5 log sont observées. Ces résultats d’activité photobactéricide sont particulièrement intéressants 

car le temps total du traitement aPDT est court (15 min d’incubation + 15 min d’irradiation). En 

outre, la vectorisation du PS par l’AMP induit une forte affinité pour les parois bactériennes qui a 

été mise en évidence par microscopie confocale et par des études spectroscopiques UV-visible. 

A toutes les concentrations testées, les porphyrines PS1 et PS2 et les peptides PGLa et Gly-D-Ctl 

exercent une activité et une photactivité négligeables sur les bactéries E. coli et S. aureus, montrant 

ainsi l’intérêt de leur conjugaison 

Le potentiel des conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa pour être utilisés comme agents antibactériens a 

été confirmé par les résultats des tests obtenus en présence de kératinocytes. En effet, ces 

composés ne sont ni toxiques ni phototoxiques à 1 µM, concentration à laquelle ils exercent un fort 

pouvoir photobactéricide. Il reste à mener cette étude sur le conjugué PS2-Gly-D-Ctl. 

Les résultats des tests antibactériens sont donc prometteurs car une forte activité photobactéricide 

des trois conjugués est obtenue à une faible concentration de 1 µM sur des bactéries à Gram positif 

et des bactéries à Gram négatif lorsqu’ils sont irradiés dans la fenêtre thérapeutique optique. Le 

conjugué PS2-PGLa s’avère être le plus photoactif et des futures études sur d’autres souches 
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bactériennes ainsi que sur des bactéries résistantes aux antibiotiques seront réalisées avec ce 

composé. 
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Tableau 13. Tableau récapitulatif des résultats biologiques obtenus avec PS1-PGLa sur S. aureus, E. coli et NHEK en l’absence de lumière ou à la suite d’une 
irradiation après 15 min d’incubation. La mort cellulaire est exprimée en pourcentage et l’équivalent logarithmique est indiqué pour les tests antibactériens.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



170 

 

Tableau 14.Tableau récapitulatif des résultats biologiques obtenus avec PS2-PGLa sur S. aureus, E. coli et NHEK en l’absence de lumière ou à la suite d’une 
irradiation après 15 min d’incubation. La mort cellulaire est exprimée en pourcentage et l’équivalent logarithmique est indiqué pour les tests antibactériens. 
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Chapitre IV : Synthèse de nouveaux 

photosensibilisateurs cationiques et de 

photosensibilisateurs métallés pour l’aPDT 

 

1 Photosensibilisateurs fonctionnalisés par des unités 

imidazolium 

Les porphyrines développées par Pereira et al. fonctionnalisées par des unités imidazolium (Figure 

148) ont récemment montré de fortes photoactivités sur des bactéries à Gram positif et des 

bactéries à Gram négatif à la suite de leur irradiation à 415 nm par des DEL bleues.141  

 

Figure 148. Structures des PS porphyriniques a) meso-tétraimidazolium et b) meso-bisimidazolium 
développés par Pereira et al.141 

 

Ces résultats nous ont conduit à développer des PS cationiques fonctionnalisés par des unités 

imidazolium excitables dans le proche IR. Des porphyrines bis-éthynyle décorées de chaînes 

triéthylèneglycol ont ainsi été fonctionnalisées par des substituants imidazolium et leur activité 

antibactérienne a été évaluée. 
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1.1 Synthèse et caractérisations des photosensibilisateurs bis-

imidazolium PZn-imi et PH2-imi  

Les PS PH2-imi et PZn-imi ont été obtenus par synthèse convergente (Figure 149) entre la 

porphyrine 8 décrite au chapitre II.4.1.1 et le synthon 2-iodo-1-méthylimidazole 18 suivie d’une 

méthylation des imidazoles. 

 

Figure 149. Rétrosynthèse des PS PH2-imi et PZn-imi. 
 

1.1.1 Obtention du synthon 2-iodo-1-méthylimidazole 18 

Le composé 2-iodo-1-méthylimidazole 18 est synthétisé par déprotonation du 1-méthylimidazole 

commercial à -78 °C suivie d’une substitution nucléophile sur 1,2 éq. de diiode à température 

ambiante (Figure 150).231 Après purification par chromatographie sur colonne de silice, le composé 

18 est obtenu avec 88 % de rendement. 

 

Figure 150. Synthèse du 2-iodo-1-méthylimidazole 18. 
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1.1.2 Synthèse des PS PH2-imi et PZn-imi 

Les photosensibilisateurs PZn-imi et PH2-imi ont été synthétisés à partir de la porphyrine bis-

éthynyle protégés 8 (Figure 151). 

 

Figure 151. Synthèse des photosensibilisateurs PZn-imi et PH2-imi. 
 

La déprotection des groupes TIPS de la porphyrine 8 par 1 éq. de TBAF dans du THF permet d’obtenir 

l’intermédiaire comportant deux alcynes vrais, isolé par filtration sur silice. Il est directement engagé 

dans une réaction de couplage de Sonogashira avec le 2-iodo-1-méthylimidazole 18 pour conduire 

à la porphyrine 19 obtenue après purification par chromatographie sur colonne de silice avec un 

rendement de 78 %. Une fraction du composé 19 est ensuite démétallée dans du DCM en présence 
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de 5 % de TFA pendant 12 h et la porphyrine 20 est obtenue quasi-quantitativement. Afin d’obtenir 

les PS PZn-imi et PH2-imi, la porphyrine métallée au zinc(II) 19 et la porphyrine base libre 20 sont 

mises en réaction à t.a. avec un large excès de iodométhane dans du DMF anhydre. Après 

précipitation dans de l’éther diéthylique, les composés sont dissous dans de l’eau et lyophilisés. Les 

PS cationiques PZn-imi et PH2-imi sont obtenus respectivement avec 76 % et 84 % de rendement. 

Ils ont été caractérisés par spectroscopies RMN 1H, COSY, NOESY, 13C, spectrométrie HR ESI-MS et 

spectroscopie d’absorption UV-visible.  

1.1.2.1 Caractérisation de PH2-imi 

Le spectre RMN 1H de PH2-imi indique la présence des protons α et β des unités imidazolium sous 

forme d’un singulet à 8,11 ppm (Figure 152). Le signal des protons méthyliques portés par les azotes 

des imidazoles est confondu avec le multiplet des protons 7.  

 

Figure 152. Spectre RMN 1H (500 MHz, 298 K, (CD3)2SO) de PH2-imi.  
 

Le spectre COSY indique des corrélations scalaires entre les protons pyrroliques py1 et py2, entre 

les protons o et p en position ortho et para du phényle ainsi qu’entre les protons α et β et les protons 
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méthyliques des imidazoles (Figure 153). 

Le spectre NOESY permet d’attribuer les protons py2 par corrélation spatiale avec les protons o des 

phényles (Figure 154). Une corrélation spatiale entre les protons o et p du phényle et les protons 7 

portés par la chaine triéthylènegylcol est également présente. 

 

Figure 153. Spectre RMN COSY (500 MHz, 298 K, (CD3)2SO) de PH2-imi.  
 

 

Figure 154. Spectre RMN NOESY (500 MHz, 298 K, (CD3)2SO) de PH2-imi. 
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L’analyse par spectrométrie de masse HR ESI-MS réalisée pour la porphyrine PH2-imi montre que le 

profil isotopique de l’espèce moléculaire ionique doublement chargée [M]2+ détectée à 674,3334 

est en accord avec celui calculé à 674,3310 (Figure 155). 

  

Figure 155. Spectre HR ESI-MS de PH2-imi et profil isotopique expérimental et profil isotopique 
calculés.  

 

Le chromatogramme obtenu par HPLC analytique du composé PH2-imi témoigne d’une pureté 

supérieure à 99 %. Le temps de rétention du produit est de 16,15 min (Figure 156). 

 

Figure 156. Chromatogramme de PH2-imi obtenu en HPLC analytique et conditions d’élution 
utilisées. 

 



177 

 

1.1.2.2 Caractérisation de PZn-imi 

Les spectres RMN 1H, COSY et NOESY obtenus pour la porphyrine PZn-imi sont très similaires à ceux 

obtenus pour la porphyrine PH2-imi (Annexe 10). L’absence du signal à -2,29 ppm indique que la 

porphyrine est métallée au zinc(II).  

Le spectre de masse haute résolution confirme l’obtention de PZn-imi (Figure 157). Le pic à m/z = 

705,2908 correspond à l’espèce [M]2+. 

 

Figure 157. Spectre HR ESI-MS de PZn-imi et profil isotopique expérimental et profil isotopique 
calculés.  

 

Le composé PZn-imi possède un temps de rétention de 16,01 min en HPLC analytique et une 

pureté supérieure à 99 % (Figure 158).  

 

Figure 158. Chromatogramme obtenu par HPLC analytique pour PZn-imi et conditions d’élution 
utilisées. 
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1.2 Spectres d’absorption UV-visible et propriétés photophysiques de 

PH2-imi et PZn-imi 

1.2.1 Caractérisation par spectroscopie d’absorption UV-visible 

Les spectres d’absorption des porphyrines PH2-imi et PZn-imi dans le DMSO et dans le PBS sont 

présentés Figure 159. 

 

Figure 159. Spectres d’absorption des composés PH2-imi et PZn-imi dans le DMSO et dans le PBS à 
une concentration de 1 µM. 

 

Le spectre d’absorption de la porphyrine base libre PH2-imi dans le DMSO présente une bande de 

Soret à 445 nm ainsi que deux bandes à 598 nm et 689 nm. Des déplacements bathochromes des 

bandes Q de 10 nm et 12 nm sont observés sur le spectre mesuré dans le PBS. Un élargissement 

ainsi qu’une forte diminution de l’intensité de la bande de Soret, passant de 233 000 M-1.cm-1 dans 

le DMSO à 76 000 M-1.cm-1 dans le PBS, sont également observés. Ces données suggèrent un 

phénomène d’agrégation de la porphyrine PH2-imi en milieu aqueux. 

Ce phénomène d’agrégation est moins prononcé pour PZn-imi dans la région de Soret, située aux 

alentours de 455 nm dans les deux solvants. Les spectres d’absorption de la porphyrine métallée 

présentent une bande Q située à 664 nm de coefficient d’extinction molaire 38 000 M-1.cm-1
 dans le 

DMSO et 39 000 M-1.cm-1
 dans l’eau. Les données d’absorption sont résumées dans le Tableau 15. 
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Tableau 15. Maxima des bandes d’absorption et coefficients d’extinction molaire des composés 
PH2-imi et PZn-imi. 

 

 

 

1.2.2 Propriétés d’émission des composés PH2-imi et PZn-imi 

Les spectres d’émission de PH2-imi et PZn-imi ont été mesurés dans le DMSO et H2O par le Dr. 

Barbara Ventura après excitation à 465 nm (Figure 160). 

 

Figure 160. Spectre d’émission des composés PH2-imi et PZn-imi dans le DMSO et H2O. 
 

Les longueurs d’onde des maxima de la bande la plus intense sont peu affectées par le solvant. Les 

données de luminescence des composés sont reportées dans le Tableau 16. 

Tableau 16. Données de luminescence de PH2-imi et PZn-imi. 
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Les rendements quantiques de fluorescence déterminés dans H2O sont plus faibles que ceux 

obtenus dans le DMSO, indiquant un phénomène d’agrégation en milieu aqueux qui se traduit par 

une décroissance biexponentielle de la fluorescence des deux PS. Ces résultats sont en accord avec 

l’élargissement des bandes de Soret observé sur les spectres d’absorption des porphyrines PH2-imi 

et PZn-imi caractéristique de l’agrégation. 

La durée de vie de fluorescence de la porphyrine base libre PH2-imi (τ = 6 ns) est semblable à celle 

mesurée pour PS2 (τ = 5,7 ns) dans le DMSO et bien inférieure à celle mesurée pour la porphyrine 

H2TPP utilisée comme référence (τ = 16 ns dans le benzène).211 En revanche, le temps de vie de 

fluorescence du PS métallé PZn-imi dans le DMSO (τ = 1,4 ns) est proche de celui déterminé pour la 

porphyrine ZnTPP dans le benzène (τ = 1,8 ns).211  

1.2.3 Rendements quantiques de production d’oxygène singulet  

Les rendements quantiques de production d’oxygène singulet des porphyrines PZn-imi et PH2-imi 

dans le DMSO ont été déterminés par le Dr. Barbara Ventura en utilisant la méthode indirecte 

décrite au chapitre II.6.3. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 17. 

Tableau 17. Rendements quantiques de formation d’oxygène singulet dans le DMSO. 
 

 
 

Le rendement quantique de formation d’oxygène singulet de la porphyrine métallée (ФΔ = 0,73) est 

supérieur à celui de la porphyrine base libre (ФΔ = 0,60), tandis que le rendement quantique de 

fluorescence de PH2-imi (Фfl = 0,23) est supérieur à celui de PZn-imi (Фfl = 0,15). La coordination de 

l’ion Zn2+ permet d’augmenter la production d’oxygène singulet en favorisant le croisement 

intersystème par effet d’atome lourd mais diminue le rendement de fluorescence de la molécule.232 

1.2.4 Etudes théoriques par calculs TD-DFT 

Des études théoriques concernant les porphyrines cationiques PH2-imi et PZn-imi ont été réalisées 

par le Dr. Christophe Gourlaouen.  
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1.2.4.1 Porphyrine PH2-imi 

Deux conformères I1 et I2 de la porphyrine PH2-imi ont été modélisés et étudiés. Les chaînes 

triéthylènegylcol ont été remplacées par des groupes méthoxy. Le conformère I1 possède les deux 

unités imidazolium dans le même plan que la porphyrine tandis que pour le conformère I2, le plan 

de l’un des imidazolium est orthogonal au plan de la porphyrine (Figure 161).  

 

Figure 161. Structures simulées des conformères I1 et I2. 

 

Le spectre d’absorption expérimental de PH2-imi ainsi que la simulation des spectres d’absorption 

des conformères I1 et I2 dans le DMSO sont reportés Figure 162. La conformation a un effet 

important sur la bande Q située aux plus grandes longueurs d’onde. Un déplacement hypsochrome 

théorique du maximum de cette bande de 39 nm est observé pour I2 par rapport à I1. En revanche, 

ce changement de conformation a un impact très faible sur la bande Q la plus énergétique et la 

bande de Soret.  

Le spectre d’absorption expérimental de PH2-imi est plus proche du spectre d’absorption théorique 

de I1 qui correspond à une conformation de la molécule où les unités imidazolium sont situées dans 

le plan de la porphyrine.  
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Figure 162. Spectres d’absorption normalisés expérimental de PH2-imi et théoriques des 
conformères I1 et I2. 

 
 

1.2.4.2 Porphyrine PZn-imi 

Le conformère I3 de la porphyrine PZn-imi a été modélisé et comporte les fragments imidazolium 

dans le même plan que la porphyrine (Figure 163).  

 

Figure 163. Structure simulée du conformère I3. 

 

Le spectre d’absorption expérimental ainsi que le spectre théorique de I3 dans le DMSO sont 

reportés Figure 164. Le spectre d’absorption simulé du conformère I3 est proche de celui obtenu 

expérimentalement dans le DMSO et les bandes de Soret sont très similaires. Le maximum de la 

bande Q la moins énergétique du conformère I3 est située à 653 nm et celle du spectre expérimental 

est située à 665 nm. 
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Figure 164. Spectres d’absorption normalisés expérimental de PZn-imi et théorique du 
conformère I3. 

 

1.2.4.3 Orbitales frontières et transitions électroniques 

La nature des orbitales frontières HOMO et LUMO des conformères I1, I2 et I3 a été déterminée 

(Figure 165). Le déplacement hypsochrome de la bande Q la moins énergétique sur le spectre 

d’absorption du conformère I2 de PH2-imi par rapport au conformère I1 provient de l’accroissement 

de l’écart énergétique entre la HOMO et la LUMO. En effet, lorsque l’un des imidazolium est 

orthogonal à la porphyrine, une stabilisation de la HOMO et une déstabilisation de la LUMO sont 

observées.  

La complexation du métal par la porphyrine entraîne une déstabilisation de la HOMO et de la LUMO 

de I3 par rapport au conformère I1 de la porphyrine base libre à géométrie équivalente. 

Pour les trois conformères, on constate que les transitions énergétiques sont de nature π → π* 

principalement localisées sur la porphyrine et que les unités imidazolium sont faiblement 

impliquées dans ces dernières. 
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Figure 165. Energies des orbitales frontières HOMO et LUMO des conformères I1 et I2 de PH2-imi 
et I3 de PZn-imi. 

 

1.3 Etudes biologiques des PS cationiques 

Ces études antibactériennes ont été réalisées sur S. aureus et E. coli uniquement en lumière blanche 

par manque de temps et seront complétées par des études par irradiation dans le proche IR. 

1.3.1 Activité antibactérienne des PS PH2-imi et PZn-imi sur S. aureus 

L’évaluation de l’activité bactéricide des PS PH2-imi et PZn-imi sur S. aureus a été évaluée dans 

l’obscurité et à la suite d’une irradiation par une lumière blanche de fluence 4,3 J.cm-2. Les 

conditions expérimentales utilisées sont les mêmes que celles décrites dans le paragraphe III.3.1.3 

et les résultats obtenus sont présentés Figure 166. 

La mort bactérienne induite par chaque PS en l’absence de lumière est négligeable car moins de 

15 % des bactéries sont éliminées à la concentration de 5 µM.  

A la suite d’une irradiation par une lumière blanche, la porphyrine base libre PH2-imi entraine une 

réduction de la viabilité de S. aureus de 1,3 log à une concentration de 1 µM, 1,7 log à 2,5 µM et 2,5 
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log à 5 µM. La porphyrine métallée PZn-imi s’avère plus photoactive car elle élimine respectivement 

1,5 log et 1,9 log des bactéries initiales à 1 et 2,5 µM. A la concentration de 5 µM, la CMB est atteinte 

car une réduction de 3 log de la viabilité bactérienne est observée. Cette plus forte photoactivité de 

PZn-imi est probablement liée à sa capacité à générer davantage d’oxygène singulet (ФΔ = 0,73 dans 

le DMSO) que le PS PH2-imi (ФΔ = 0,60). 

 

Figure 166. a) Survie de S. aureus en présence de PH2-imi ou PZn-imi à différentes concentrations, 
en l’absence de lumière ou à la suite d’une irradiation en lumière blanche (4,3 J.cm-2).   

b) Photoinactivation de S. aureus induite par les PS PH2-imi et PZn-imi en fonction de la 
concentration. 

 

Néanmoins, l’effet photobactéricide des PS PH2-imi et PZn-imi est beaucoup plus faible que celui 

observé pour les conjugués porphyrine-peptide PS1-PGLa (paragraphe III.3.1.3) et PS2-PGLa 

(paragraphe III.4.1.2) qui entrainent une photoéradication totale des bactéries à 5 µM dans les 

mêmes conditions expérimentales. 

1.3.2 Activité antibactérienne des PS PH2-imi et PZn-imi sur E. coli  

Des tests identiques ont été réalisés sur E. coli et les résultats obtenus sont présentés Figure 167. 

Les PS PH2-imi et PZn-imi n’exercent aucune activité dans le noir aux différentes concentrations 

testées et présentent une photoactivité négligeable à la suite d’une irradiation par des DEL blanches 

(4,3 J. cm-2). En effet, une très faible réduction de la viabilité de E. coli de 0,04 log est induite par 

PH2-imi à 5 µM. A cette même concentration, le PS PZn-imi entraine une diminution de la survie 

bactérienne de 0,07 log.  
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Figure 167. a) Survie de E. coli en présence de PH2-imi ou PZn-imi à différentes concentrations, en 
l’absence de lumière ou à la suite d’une irradiation en lumière blanche (4,3 J.cm-2)  

 b) Photoinactivation de E. coli induite par PH2-imi et PZn-imi en fonction de la concentration. 
 

Dans les mêmes conditions d’irradiation et à une concentration de 5 µM, PS1-PGLa permet de 

réduire la viabilité de E. coli de 1,1 log et PS2-PGLa diminue entraine la mort de 4,2 log des bactéries, 

confirmant la plus forte photoactivité des conjugués porphyrine-peptide.  

1.3.3 Affinité des PS PH2-imi et PZn-imi vis-à-vis des bactéries E. coli 

Pour comprendre le faible effet photobactéricide des PS PZn-imi et PH2-imi vis-à-vis de E. coli, 

l’évaluation de leur affinité pour ces bactéries a été effectuée par spectroscopie UV-visible selon le 

même protocole que celui décrit dans le chapitre III.6.1. Les résultats obtenus sont présentés Figure 

168.

 

Figure 168. Absorption UV-visible normalisée des PS PH2-imi et PZn-imi (C = 5 µM) après 15 min 
ou 60 min d’incubation en présence de E. coli. 
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Il n’y a pas de variation de l’absorption entre le surnageant de PZn-imi obtenu en l’absence des 

bactéries et celui obtenu après 15 min ou 60 min d’incubation en présence de E. coli. Une différence 

négligeable est observée pour PH2-imi car une diminution de 3 % du maximum d’absorption de la 

bande de Soret est observé après 60 min d’incubation en présence des bactéries. Contrairement 

aux résultats observés pour les conjugués porphyrine-peptide, le taux d'association des PS 

cationiques PZn-imi et PH2-imi avec les membranes anioniques de E. coli est nul. Les PS cationiques 

bis-imidazolium ne semblent donc pas interagir avec les bactéries. Ces résultats peuvent expliquer 

l’absence de photoactivité observée pour PZn-imi et PH2-imi vis-à-vis de E. coli lors des tests aPDT. 

1.3.4 Evaluation de l’activité bactériostatique des PS PH2-imi et PZn-imi  

Afin d’évaluer les propriétés bactériostatiques des PS PZn-imi et PH2-imi sur E. coli, des tests 

d’inhibition de croissance bactérienne ont été réalisés dans les mêmes conditions que celles décrites 

au paragraphe III.7. Aucune activité des PS n’est observée après 20 h d’incubation en présence des 

bactéries aux concentrations de 1,25, 2,5, 5 et 10 µM. Les porphyrines cationiques PZn-imi et PH2-

imi n’exercent pas d’activité d’inhibition de croissance de E. coli à ces concentrations. 

 

2 Photosensibilisateurs métallés au palladium(II) 

Un paramètre clef pour l’aPDT en milieu oxygéné est la production d’oxygène singulet à partir de 

l’état excité triplet du PS. La présence d’atome lourd au sein d’une molécule peut favoriser le 

croisement intersystème permettant d’atteindre cet état excité triplet. Notre choix s’est porté sur 

le palladium(II) car la coordination de ce métal par les porphyrines induit des rendements 

quantiques de production d’oxygène singulet élevés.115 De plus, la géométrie plan-carrée adoptée 

par le complexe confère une grande stabilité au palladium(II). Nous avons envisagé la synthèse de 

conjugués PS-AMP dont la porphyrine est métallée au palladium(II) (Figure 169). 

Contrairement aux porphyrines de zinc(II), les porphyrines de palladium(II) ne sont pas démétallées 

en conditions acides. Cela représente un atout majeur lors de la synthèse du conjugué car la 

porphyrine resterait métallée lors du clivage de la résine réalisé en présence de TFA. 
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Figure 169. Structure des conjugués porphyrine-peptide métallés au palladium(II) envisagés. 
 

2.1 Métallation au Pd(II) de la porphyrine base libre 5 

La métallation du synthon porphyrine 5 a dans un premier temps été envisagée afin de le 

fonctionnaliser ensuite selon la même stratégie de synthèse que celle utilisée dans le chapitre II 

(Figure 170). 

 

Figure 170. Synthèse de la porphyrine métallée au palladium(II) 21 et tentative de bromation. 
 

La porphyrine 5 a été métallée par 3 éq. de chlorure de palladium(II) en présence de 5 éq. d’acétate 

de sodium dans un mélange PhCN/DMF (3 : 1) pendant 4 h à 150 °C.233 Après l’évaporation des 

solvants, le produit est purifié par chromatographie sur colonne de silice et obtenu quasi 

quantitativement. La bromation des positions meso a ensuite été envisagée dans les mêmes 

conditions que celles décrites au chapitre II.4.4.1. Le spectre RMN 1H du composé obtenu après 

purification par chromatographie sur colonne de silice présente de nombreux doublets dans la 
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région des protons pyrroliques, indiquant la présence de plusieurs porphyrines. Une bromation des 

positions β-pyrroliques peut être supposée malgré la présence d’un léger défaut de 1,9 éq. de NBS. 

La modification de la réactivité de la porphyrine de Pd(II) par rapport à la porphyrine de Zn(II) peut 

expliquer le manque de sélectivité lors de l’étape de bromation. 

2.2 Métallation au Pd(II) de la porphyrine base libre bis-éthynyle 

protégés 23 

L’étape de bromation de la porphyrine de Pd(II) étant compliquée et nécessitant de nombreux 

ajustements, la métallation de la porphyrine bis-éthynyle protégés par des groupes TIPS a été 

réalisée (Figure 171). 

 

Figure 171. Synthèse de la porphyrine métallée au palladium(II) 23. 
 

La porphyrine de Zn(II) 8 est tout d’abord démétallée dans du DCM en présence de 5 % de TFA 

pendant 4 h puis isolée par filtration sur silice. La porphyrine 22 est ensuite métallée par 3 éq. de 

chlorure de Pd(II) dans les conditions décrites au paragraphe IV.2.2.1. Après purification par 

chromatographie sur colonne de silice, la porphyrine 23 est obtenue avec 80 % de rendement. Elle 

a été caractérisée par spectroscopie RMN 1H (Figure 172), spectroscopie UV-visible et spectrométrie 

de masse HR ESI-MS (Figure 173). L’absence du signal des protons NH sur le spectre RMN 1H indique 

que la porphyrine est métallée. L’analyse par spectrométrie de masse haute résolution confirme la 

complexation au Pd(II) de 23. Le profil isotopique de l’espèce moléculaire ionique [M + H+] à 

1575,7045 correspond au profil théorique calculé.  
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Figure 172. Spectre RMN 1H (500 MHz, 298 K, CDCl3) de 23.  

 

 

Figure 173. Spectre HR ESI-MS de 23 et profil isotopique expérimental et profil isotopique calculés. 
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2.3 Déprotection des groupes protecteurs TIPS de la porphyrine 23 

2.3.1 Déprotection statistique des alcynes protégés 

La déprotection statistique des fonctions alcynes protégées de 23 nécessaire pour introduire 

successivement l’espaceur et le groupement électroattracteur a été mise au point (Figure 174). 

 
 

Figure 174. Déprotection de 23 et synthèse des porphyrines mono- et bi-substituées. 
 

L’utilisation de 0,3 éq. de TBAF dans du THF à température ambiante conduit à la déprotection 

quasi-instantanée des deux fonctions alcynes. Un abaissement de la température à -78 °C permet 

un meilleur contrôle de la cinétique de la réaction. L’ajout successif de petite quantité de TBAF à 

hauteur de 0,1 éq. jusqu’à un total de 0,5 éq. permet d’obtenir un ratio de porphyrine mono-

déprotégée satisfaisant (environ 40 %). Néanmoins, la purification par chromatographie sur colonne 

de silice est difficile car les porphyrines mono- et bi-déprotégées sont peu stables et se dégradent 
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rapidement à l’air. Une alternative consiste à ne pas purifier le mélange de porphyrines obtenu à 

cette étape et de réaliser un couplage de Sonogashira. La réaction avec 1 éq. de l’espaceur 10 en 

présence des catalyseurs CuI et Pd(PPh3)4 conduit à la formation des porphyrines mono- et bi-

substituées. Les porphyrines sont néanmoins très difficiles à séparer à la suite de ce couplage et les 

diverses tentatives de chromatographie sur colonne de silice se sont avérées infructueuses. 

2.3.2 Déprotection totale des alcynes protégés 

Il est également intéressant de déprotéger les deux groupes TIPS afin de synthétiser des porphyrines 

bi-fonctionnalisées par le même substituant. La déprotection totale des alcynes s’effectue avec 1 

éq. de TBAF dans du THF à température ambiante (Figure 175). 

 

Figure 175. Déprotection totale de 23 et synthèse de la porphyrine bis-nitro-thiophène 25. 
 

La porphyrine déprotégée 24 est très instable à l’air et à la lumière. Une importante proportion du 

produit se dégrade sur colonne de silice même lorsque cette dernière est protégée de la lumière.  

Afin d’éviter toute perte inutile, il est préférable de ne pas l’isoler à la suite de la réaction de 

déprotection et de l’engager directement pour une réaction de couplage de Sonogashira dans un 

volume réduit de THF après dégazage du milieu réactionnel. La porphyrine bis-nitro-thiophène 25 a 

ainsi pu être synthétisée selon ce protocole avec 89 % de rendement après purification par 

chromatographie sur colonne de silice. 

Cette synthèse peut s’avérer efficace pour obtenir une porphyrine de Pd(II) bis-imidazolium afin de 

comparer ses propriétés photophysiques ainsi que son activité biologique avec les analogues PZn-

imi et PH2-imi. 
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2.4 Métallation des porphyrines fonctionnalisées  

A la suite des problèmes de purification rencontrés lors de la déprotection sélective des alcynes, 

une autre stratégie de synthèse a été exploitée. Les porphyrines fonctionnalisées 11, 13 et 16 ont 

été démétallées puis des tests de complexation au Pd(II) ont été réalisés (Figure 176). 

 

 

Figure 176. Tentatives de métallation au palladium(II) des porphyrines 13’ et 16’ et métallation de 
la porphyrine 11’. 
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La métallation des porphyrines au Pd(II) composées de l’espaceur 10 et du synthon nitro-thiophène 

12 ou du synthon BTD 15 s’est avérée infructueuse car d’importantes dégradations des produits 

sont observées au cours de la réaction.  

La métallation de la porphyrine 11’ a pu être réalisée dans les conditions décrites précédemment. 

Par manque de temps, nous n’avons cependant pas pu l’isoler et la caractériser. 

3 Conclusion 

La synthèse, la caractérisation ainsi que les études théoriques et biologiques de deux nouveaux PS 

cationiques PH2-imi et PZn-imi ont été réalisées. Ces composés hydrosolubles sont constitués d’une 

porphyrine bis-éthynyle fonctionnalisée par deux unités imidazolium. Les principales propriétés 

caractérisant leur potentiel pour l’aPDT ainsi que les résultats obtenus sur S. aureus sont présentés 

dans le Tableau 18. 

Tableau 18. Caractéristiques spectroscopiques et photophysiques des PS PH2-imi et PZn-imi et 
activité antibactérienne sur S. aureus. 

 

 
 

Les premiers tests antibactériens effectués sur S. aureus ont été réalisés par irradiation en lumière 

blanche. Une photoactivité intéressante a été obtenue à faible fluence (4,3 J.cm-2) pour le composé 

PZn-imi car la CMB est atteinte à 5 µM lorsque le PS est irradié par des DEL blanches. Le PS PH2-imi 

s’avère moins photoactif à cette concentration mais permet toutefois d’éliminer 2,5 log des 

bactéries initiales. En l’absence de lumière, aucune activité n’est observée. Des tests antibactériens 

par irradiation dans le proche IR seront réalisés. 

Ces PS ne présentent néanmoins aucune activité photobactéricide sur E. coli aux conditions testées. 

L’absence d’interactions avec ces bactéries semblent être une des raisons du manque d’efficacité 

observé. En effet, PZn-imi et PH2-imi ne semblent pas avoir d’affinité pour les membranes 

bactérienne de E. coli d’après les études menées par spectroscopie UV-visible. 

Les PS PZn-imi et PH2-imi constituent ainsi de bons candidats pour l’éradication de bactéries à Gram 
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positif mais leur photoactivité sur des bactéries à Gram négatif reste à démontrer. Des études sur 

les kératinocytes seront réalisées afin d’évaluer la toxicité et la phototoxicité de ces composés sur 

ces cellules eucaryotes. 

D’autre part, la synthèse de plusieurs porphyrines métallées au palladium(II) a également été 

réalisée. L’obtention de la porphyrine 23 dont les deux unités alcynes sont protégées est 

intéressante car elle peut être utilisée comme précurseur pour la synthèse de PS bi-fonctionnalisés. 

La déprotection statistique de l’une des deux fonctions ethynyle peut être réalisée mais la 

purification est délicate car le produit se dégrade rapidement. Une réaction de couplage de 

Sonogashira peut néanmoins être effectuée sur le mélange de porphyrines obtenues à la suite de la 

déprotection mais les conditions de purification des produits sont à optimiser. 

Ces résultats partiels et préliminaires permettent d’ouvrir la voie à la synthèse de nouvelles 

porphyrines bis-éthynyle métallées au palladium(II) dont les rendements de production d’oxygène 

singulet seront déterminés afin d’évaluer leur potentiel pour l’aPDT. 
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Conclusion générale et perspectives 

Au cours de mon travail de thèse j’ai effectué la synthèse, les études physicochimiques et les études 

biologiques de nouveaux conjugués associant un PS et un peptide antimicrobien pour l’aPDT par 

excitation dans le proche-IR. 

La synthèse organique multi-étapes de type convergent des trois conjugués porphyrine-peptide PS1-

PGLa, PS2-PGLa et PS2-Gly-D-Ctl a été réalisée. Ces conjugués associent un PS porphyrinique 

fonctionnalisé au système aromatique π étendu à un peptide antimicrobien, le PGLa ou la Gly-D-

Ctl. Le choix des porphyrines et des AMP s’est avéré judicieux car les propriétés escomptées ont été 

obtenues. En effet, les conjugués amphiphiles sont solubles dans l’eau et présentent un coefficient 

d’extinction molaire d’environ 20 000 M-1.cm-1 à des longueurs d’onde situées entre 710 nm et 720 

nm, propriétés essentielles pour une excitation efficace dans la fenêtre thérapeutique optique. De 

plus, ils génèrent de l’oxygène singulet à hauteur de 18 % pour PS1-PGLa, 42 % pour PS2-PGLa et 59 

% pour PS2-Gly-D-Ctl dans le DMSO et présentent une émission résiduelle de fluorescence 

permettant des études par microscopie optique. 

D’autre part, des études théoriques par calculs TD-DFT ont été réalisées sur les PS1 et PS2. Le groupe 

électroattracteur nitro-thiophène de PS1 permet une délocalisation électronique importante, effet 

qui reste limité dans le cas de l’entité BTD de PS2. Ces différences influent sur les niveaux 

énergétiques des orbitales frontières et la nature des transitions électroniques associées.  

La conformation du PGLa en solution aqueuse a été étudiée par dichroïsme circulaire. Cette étude 

montre que lorsque le PGLa est lié à la porphyrine, un effet de pré-organisation en solution aqueuse 

est observé car ce dernier adopte une structure en hélice alpha. Cette conformation prédéfinie peut 

être favorable aux interactions électrostatiques avec les membranes bactériennes. Par ailleurs, ces 

études indiquent une proximité spatiale entre les porphyrines des différents conjugués car un 

couplage excitonique est observé dans la région de Soret. Ce constat ainsi que l’allure des bandes 

d’absorption laissent supposer un phénomène d’agrégation dans l’eau. Des mesures par DLS et par 

analyse TEM permettront d’estimer la taille et la forme de ces agrégats. 

Différentes études évaluant l’activité et la photoactivité des conjugués PS1-PGLa, PS2-PGLa et PS2-

Gly-D-Ctl ont été menées sur des bactéries à Gram positif (S. aureus) et négatif (E. coli). Les 

conjugués ont montré de fortes activités photobactéricides après une courte période d’incubation 

de 15 min. En effet, la CMB sur S. aureus est atteinte à 1 µM pour PS1-PGLa et 0,5 µM pour PS2-PGLa 

à la suite d’une irradiation dans le proche IR (36 J.cm-2). Par ailleurs, les résultats obtenus sur E. coli 
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sont particulièrement intéressants car ces dernières sont habituellement moins sensibles aux effets 

de l’aPDT que les bactéries à Gram positif. Les trois conjugués exercent une forte photoactivité sur 

cette bactérie à Gram négatif car ils atteignent la CMB à la faible concentration de 1 µM lorsqu’ils 

sont irradiés à 710 nm ou 720 nm (36 J.cm-2). L’affinité des conjugués pour les parois bactériennes 

de E. coli a été mise en évidence par microscopie confocale et par spectroscopie UV-visible. De plus, 

il est important de noter qu’à la concentration de 1 µM pour laquelle la CMB est atteinte, les trois 

conjugués exercent une activité négligeable en l’absence d’irradiation. Par ailleurs, des tests sur des 

cellules eucaryotes épidermiques, les kératinocytes, ont été réalisés pour les conjugués PS1-PGLa et 

PS2-PGLa et ont conduit à bons résultats confirmant leur potentiel pour l’aPDT. En effet, aucune 

toxicité n’a été observée à 1 µM et une très faible phototoxicité inférieure à 10 % a été obtenue à 

la suite d’une irradiation en lumière rouge (36 J.cm-2), concentration à laquelle les conjugués 

induisent plus de 99,9 % de mortalité bactérienne. Ces études restent à réaliser sur le conjugué PS2-

Gly-D-Ctl. 

En outre, des tests aPDT en lumière blanche ont conduit à d’excellentes activités photobactéricides 

des conjugués. Une photoéradication totale des bactéries S. aureus a été observée pour PS1-PGLa 

et PS2-PGLa à des concentrations de 5 µM et 2,5 µM respectivement. La fluence de 4,3 J.cm-2 utilisée 

lors de ces tests montre ainsi le potentiel de ces conjugués pour des traitements à faibles doses 

lumineuses. L’activité de PS2-Gly-D-Ctl sur ces bactéries sera évaluée prochainement. Les tests 

réalisés sur E. coli en lumière blanche (36 J.cm-2) ont également conduit à de très bons résultats. A 

1 µM, les conjugués PS1-PGLa et PS2-PGLa ont respectivement induit une diminution de la viabilité 

bactérienne de 3,9 log et 4,5 log, et une éradication totale des bactéries a été obtenue à 5 µM.  

L’ensemble de ces résultats montrent la forte activité photobactéricide des conjugués porphyrine-

peptide à la suite d’une irradiation dans le visible ou dans le proche IR. Il est intéressant de noter 

qu’aucune activité antibactérienne notable n’est observée de la part des photosensibilisateurs PS1 

et PS2 ou des peptides PGLa et Gly-D-Ctl aux différentes concentrations testées, montrant ainsi 

l’intérêt de lier de façon covalente ces deux molécules.  

Le conjugué PS2-PGLa présente une meilleure photoactivité que ses analogues PS1-PGLa et PS2-Gly-

D-Ctl et semble donc le composé le plus prometteur pour la suite des études. 
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La synthèse de PS cationiques PH2-imi et PZn-imi constitués de porphyrines fonctionnalisées par 

des unités imidazolium a également été réalisée. Ces molécules présentent de bons rendements 

quantiques de production d’oxygène singulet dans le DMSO, respectivement 0,60 pour PH2-imi et 

0,73 pour PZn-imi qui leur permettent d’être utilisés comme PS. Les premiers tests antibactériens 

réalisés ont montré une photoactivité intéressante des PS sur S. aureus à 5 µM. Une réduction de la 

viabilité bactérienne de 2,5 log pour PH2-imi et 3 log pour PZn-imi a été obtenue à la suite d’une 

irradiation par des DEL blanches avec une faible fluence de 4,3 J.cm-2. L’évaluation de l’activité de 

ces PS à la suite d’une irradiation en lumière rouge devra être réalisée. 

Les tests sur E. coli ne se sont en revanche pas montrés concluants mais d’autres conditions 

d’incubation et d’irradiation sont envisagées pour induire une photoactivité sur ces bactéries à 

Gram négatif.  

Enfin, la synthèse de plusieurs porphyrines métallées au palladium(II) a été réalisée et est présentée. 

La porphyrine 23 bis-éthynyle protégés par des groupes TIPS et métallée au Pd(II) constitue un 

synthon intéressant pour le développement de futurs PS.   

Concernant la suite de ce travail, il est prévu de réaliser des tests aPDT sur des bactéries multi-

résistantes (BMR) telles que les staphylocoques dorés résistants à la méticilline (MRSA) et une 

souche de Pseudomonas aeruginosa résistante aux carbapénèmes. Ces deux types de bactéries font 

partie de la liste des pathogènes dont la recherche de nouveaux traitements est classée comme 

prioritaire par l’OMS et l’aPDT pourrait permettre leur élimination sans induire de nouvelles 

résistances. Des études dans un milieu riche en nutriments, plus proches de la réalité physiologique, 

sont également envisagées. De plus, l’évaluation de l’activité photobactéricide du conjugué PS2-

PGLa sur biofilms serait intéressante à réaliser car la plupart des infections bactériennes aboutissent 

à la formation d’une telle structure. La capacité à les altérer ou à les éradiquer constituerait une 

avancée d’intérêt. 
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Annexes  

Annexe 1. Spectres RMN COSY (500 MHz, 298 K, CDCl3) de PS1.  
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Annexe 2. Spectre de masse MALDI-TOF du peptide PGLa. 

 

Annexe 3. Spectres RMN HSQC (500 MHz, 298 K, CDCl3) de PGLa. 
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Annexe 4. Spectres RMN 2D de PS2. 

 

Figure 177. Spectre RMN COSY (500 MHz, 298 K, CDCl3) de PS2. 

 

Figure 178. Spectre RMN NOESY (500 MHz, 298 K, CDCl3) de PS2. 
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Figure 179. Spectre RMN HMCB (500 MHz, 298 K, CDCl3) de PS2. 
 

Annexe 5. Energies des orbitales HOMO et LUMO des conformères C5, C6 et C7 de PS2. 
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Annexe 6. Spectre de masse MALDI-TOF du peptide Gly-D-Ctl. 

 

 

 

Annexe 7. Caractéristiques des DEL utilisées pour les études biologiques. 

L’irradiance des DEL émettant dans le proche IR (710 nm ou 720 nm) a été évaluée à l’aide d’un 

powermètre (Thorlabs PM100D), placé en sortie du puits irradié de la microplaque. La puissance 

lumineuse des DEL blanches a été mesurée avec un luxmètre (ISO-TECH LUX-1335). Les spectres 

d’émission des DELs sont présentés Figure 180 et Figure 181. 

 

Figure 180. Spectres d’émission des DEL utilisées pour les études biologiques possédant un 
maximum d’émission à a) 720 nm et b) 710 nm. 
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Figure 181. Spectre d’émission des DEL émettant une lumière blanche utilisées pour les 
études biologiques. 

 
 

Annexe 8. Calcul de l’erreur standard des études biologiques.  

Les barres d’erreurs représentées sur les diagrammes correspondent à l’erreur standard, calculée à 

partir de la formule :234  

 

 

Annexe 9. Etudes de photoblanchiment des conjugués PS2-PGLa et PS2-Gly-D-Ctl.  

Les études de photoblanchiment de PS2-PGLa et PS2-Gly-D-Ctl ont été menées dans les mêmes 

conditions que celles utilisées pour le conjugué PS1-PGLa. On constate qu’après 15 min d’irradiation, 

la baisse de la valeur du coefficient d’extinction molaire de la bande Q la plus basse en énergie est 

similaire pour les deux conjugués, soit 20 % pour PS2-PGLa et 18 % pour PS2-Gly-D-Ctl. 
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Figure 182. a) Spectres UV-visible de PS2-PGLa à 2,5 µM en fonction du temps d’irradiation 
à 710 nm (40 mW.cm-2) et b) Taux de diminution du coefficient d’extinction molaire des 

bandes d’absorption de PS2-PGLa après différents temps d’irradiation à 710 nm. 

 

Figure 183. a) Spectres UV-visible de PS2-Gly-D-Ctl à 2,5 µM en fonction du temps 
d’irradiation à 710 nm (40 mW.cm-2) et b) Taux de diminution du coefficient d’extinction 
molaire des bandes d’absorption de PS2-Gly-D-Ctl après différents temps d’irradiation à 710 
nm. 
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Annexe 10. Spectres RMN de PZn-imi. 

 

Figure 184. Spectre RMN 1H (500 MHz, 298 K, (CD3)2SO) de PZn-imi.  

 

Figure 185. Spectre RMN COSY (500 MHz, 298 K, (CD3)2SO) de PZn-imi. 
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Figure 186. Spectre RMN NOESY (500 MHz, 298 K, (CD3)2SO) de PZn-imi. 
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Partie expérimentale 

 

General information 

All reagents and starting chemicals were of the best commercially available grade and used without 

further purification. Tetrahydrofuran was dried by distillation over Na/benzophenone.  

Analytical thin-layer chromatography (TLC) was performed on Merck aluminium backed silica gel 60 

F254 plates.  

Column chromatography purification was carried out on silica gel (VWR chemicals, 40-63 mesh). 

Flash chromatography was carried out on Puriflash silica HP column using the Spot Ultimate 

apparatus from Armen Technologies.  

Prep-HPLC was performed using a Gilson reverse-phase HPLC and the chromatograms were 

recorded at 214 nm and 450 nm using a preparative C18 column (Luna, C-18, 100 Å, 5 μm, 30 x 150 

mm, Phenomenex, Le Pecq, France) with an acetonitrile/water gradient buffered with 0.1% TFA. 

Analytical HPLC was performed using a ThermoScientific Ultimate 3000 reverse-phase HPLC and the 

chromatograms were recorded at 214 nm using a C18 column (Acquity UPLC, C18, 130 Å, 1.7 μm, 

1.0 x 150 mm) with an acetonitrile/water gradient buffered with 0.1% HCOOH. 

General methods 

NMR spectra were recorded on Bruker AVANCE 300, 400 or 500 MHz spectrometers. Chemical shifts 

are quoted as parts per million (ppm) relative to the residual peak of solvent and coupling constants 

(J) are quoted in hertz (Hz). 2D-NMR techniques (COSY, NOESY and HMBC) were used for the 

assignment of NMR signals. In the assignments, the chemical shift (in ppm) is given first, followed, 

in parentheses, by the multiplicity of the signal (s: singlet; d: doublet; t: triplet; q: quadruplet; tt: 

triplet of triplet; m: multiplet; br s: broad signal), the number of protons implied, the value of the 

coupling constants in hertz if applicable, and finally the assignment.  

The UVIKON XL spectrophotometer was used to record UV−vis spectra.  

The Circular Dichroism measurements were performed on a Jasco J-810 spectropolarimeter (Tokyo, 

Japan) at 25 °C and standard values for the acquisition parameters were used (1 nm in resolution, 

50 nm/min of scanning speed and 1 second for the detector integration time).  

Mass spectra were obtained on a Bruker MicroTOF spectrometer (ESI-MS) or a Bruker Autoflex 
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Speed (MALDI). 

 

Spectroscopy and photophysics  

Fluorescence quantum yields  

Fluorescence quantum yields were measured with reference to previously studied compound DPP-

ZnP-DPP in aerated DCM as a standard (Фfl = 0.16)190 using a NIR spectrofluorimeter. Fluorescence 

lifetimes were measured with a single photon counting apparatus with Nano-LED excitation at 465 

nm or 560 nm. The analysis of the luminescence decay profiles against time was accomplished with 

the DAS6 Decay Analysis Software provided by the manufacturer. Estimated errors are 10 % on 

exponential lifetimes and 20 % on quantum yields. 

 

Singlet oxygen production quantum yields in DCM  

Singlet oxygen production quantum yields in DCM were measured with reference to Rose Bengal 

bis(triethyl-ammonium) salt in DCM (ФΔ = 0.48)235 by comparing the intensity of singlet oxygen 

phosphorescence spectra measured with a FLS920 spectrofluorimeter (Edinburgh) equipped with a 

Hamamatsu R5509-72 supercooled photomultiplier tube at 193 K and a TM300 emission 

monochromator with a grating blazed at 1000 nm. Excitation at 442 nm was performed with a 

Kimmon Koha Co., Ltd. HeCd laser (the power has been reduced to ca. 7 mW to avoid annihilation 

effects). Estimated errors are 20 % on quantum yields. 

 

Singlet oxygen production quantum yields in DMSO and H2O 

Singlet oxygen production quantum yields in DMSO were performed by means of an indirect 

method by using DPBF as a singlet oxygen trap and its degradation was monitored by the decrease 

of its absorbance at 418 nm.236 ZnPc was used as a standard (ФΔ = 0.67)236. Solutions of the standard 

or of the compound containing DPBF (C = 5.2 x 10-5 M), prepared in the dark, was irradiated at 616 

nm for PS1-PGLa, PS2-PGLa and PS2-Gly-D-Ctl, 607 nm for PH2-imi and 643 nm for PZn-imi using an 

irradiation set-up composed by a 150 W Xenon Lamp (LOT) and a Omni-λ 150 monochromator 
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(Zolix), under continuous stirring. The light intensity was 12 mW.cm-2. Estimated errors are 20 % on 

quantum yields. 

The same procedure was used for the determination of singlet oxygen production quantum yields 

in H2O (pH= 7) using anthracene-9,10-dipropionic acid (ADPA) as a singlet oxygen trap in presence 

of PS1-PGLa or PS2-PGLa irradiated at 630 nm. 

Computational details 

All calculations, except the rotational barriers, were performed using ADF 2019 package at the DFT 

level of theory with B3LYP functional. All atoms were described by the all-electrons type TZP basis 

set. Scalar relativistic ZORA Hamiltonian was employed. Weak interactions were treated through 

the introduction of Grimme’s corrections (grimme3). Solvent corrections (DCM) were introduced 

through a PCM model. The absorption spectra were computed by mean of TD-DFT on the fully 

optimized structures. 

Rotational barriers were computed with GAUSSIAN 09 version D01 at DFT level of theory with 

wB97XD functional. All atoms were described by Pople’s 6-31+G** basis set. Calculations were 

performed in dichloromethane through a PCM model. All structures were fully optimized and 

characterized by a frequency calculation. Minima were characterized by a complete set of real 

frequencies and transition states by one imaginary frequency. Gibbs Free energies were extracted 

from this frequency calculation. 

Solid-state NMR studies  

Sample preparation: 

A homogeneous mixture of porphyrin-peptide and lipid was obtained in CHCl3/MeOH (1 : 1 v/v) or 

in H2O/HFIP (1 : 1 v/v). The solution was spread onto ultra thin coverglasses (8 x 22 mm, Marienfeld, 

Lauda-Königshofen, Germany) and dried, first in air and thereafter in high vacuum overnight. 

Membranes thus obtained were equilibrated at 93 % relative humidity and then further exposed to 

higher temperatures (310 K) and 100 % relative humidity for 2 h before the glass slides were stacked 

on top of each other. 
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NMR spectroscopy:  

Proton-decoupled 31P solid-state NMR spectra were acquired at 161.953 MHz and proton-

decoupled 15N cross-polarization (CP) spectra of static aligned samples were acquired at 40.54 MHz 

on a Bruker (Rheinstetten, Germany) Avance widebore 750 NMR spectrometer equipped with a 

double-resonance flat-coil probe.  

Bacterial experiments 

Bacterial Cultures 

Gram-positive bacterial strain (S. aureus) 

S. aureus CIP76.25 were obtained from Institut Pasteur (Paris, France). These strains were cultured 

in liquid tryptic soy (pancreatic casein extract, 17 g/L; soy flour papaic digest, 3 g/L; dextrose, 2.5 

g/L; NaCl, 5 g/L; and K2HPO4, 2.5 g/L) and incubated overnight at 37 °C under aerobic conditions. 

Gram-negative bacterial strain (E. coli) 

E. coli ATCC25922 were obtained from Thermo Fisher Scientific (Courtaboeuf, France). These strains 

were cultured in liquid Mueller-Hinton (beef infusion solids, 2 g/L; starch, 1.5 g/L; casein 

hydrolysate, 17.5 g/L) and incubated overnight at 37 °C under aerobic conditions. 

Bacterial photoinactivation 

Gram-positive bacterial strain (S. aureus) 

Bacteria were grown overnight in tryptic soy at 37 °C, harvested by centrifugation (3200 g, 5 min), 

washed twice with PBS 1X (also called PBS 150 mM, composed of 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM 

Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4) by centrifugation (5000 rpm, 5 min) and resuspended in PBS at a density 

of 2.107 colony-forming units per milliliter (CFU/mL). The bacterial concentration in stationary phase 

was estimated by reading the turbidity of the suspension at 600 nm in a JENWAY 6320D 

spectrophotometer. The peptide PGLa, the conjugates PS1-PGLa and PS2-PGLa and the cationic 

porphyrins PH2-imi and PZn-imi were solubilized in PBS at different concentrations. The neutral 

porphyrins PS1 and PS2 were solubilized in DMSO then in PBS at different concentrations (final 

DMSO concentration never exceeded 0.5 %). The bacteria were transferred into a 96-well plate 
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(Thermo Scientific Nunc®) for a final cell density of 107 CFU/mL (200 µL/well) and then incubated in 

the dark at 37 °C for 15 min with different concentrations of the compounds. The wells containing 

bacteria and compounds were irradiated for 15 min with red light (710 or 720 nm, 40 mW. cm-2 for 

a fluence of 36 J.cm-2) or white light (fluence of 4.3 J.cm-2) with a homemade apparatus placed above 

the 96-well plate. As controls without irradiation, plates were kept in the dark at room temperature. 

Bacterial content of each well was taken and then serially diluted 10-fold in physiological water and 

50 µL of appropriate diluted samples were spread on tryptic soy agar plates using an automatic 

plater (easySPIRAL, Interscience). For the most photoactive compounds, bacterial content of the 

well was directly spread on tryptic soy agar plates without dilution. After incubation overnight at 37 

°C, colonies were counted to determine total CFU/mL. The survival rate was calculated by comparing 

the bacterial concentration of the treated wells with the initial concentration obtained from 

controls. Controls included bacteria incubated without any compounds in the dark, irradiated and 

in the presence of 0.5 % of DMSO.  

Each experiment was performed three times with independent bacterial suspensions.   

Gram-negative bacterial strain (E. coli) 

Bacteria were grown overnight in MH medium at 37 °C, harvested by centrifugation (5000 rpm, 5 

min), washed twice with PBS 1X (3200 g, 5 min) and resuspended in PBS at a density of 2.107 

CFU/mL. The bacterial concentration in stationary phase was estimated by reading the turbidity of 

the suspension at 550 nm in a Multiskan Go ThermoFisher Scientific spectrophotometer. The 

peptides PGLa and Gly-D-Ctl, the conjugates PS1-PGLa and PS2-PGLa and the cationic porphyrins 

PH2-imi and PZn-imi were solubilized in PBS at different concentrations. The neutral porphyrins PS1 

and PS2 and the conjugate PS2-Gly-D-Ctl were solubilized in DMSO then in PBS at different 

concentrations (final DMSO concentration never exceeded 0.5 %). The bacteria were transferred 

into a 96-well plate (Thermo Scientific Nunc®) for a final cell density of 107 CFU/mL (200 µL/well) 

and then incubated in the dark at 37 °C for 15 min with different concentrations of the compounds. 

The wells containing bacteria and compounds were irradiated for 15 min plate with red light (710 

or 720 nm, 40 mW.cm-2 for a fluence of 36 J.cm-2) or white light (4.8 mW. cm-2 for a fluence of 4.3 J. 

cm-2 or 40 mW.cm-2 for a fluence of 36 J.cm-2) with a homemade apparatus placed above the 96-

well plate. As controls without irradiation, plates were kept in the dark at room temperature. 

Bacterial content of each well was taken and then serially diluted in PBS and 100 µL of appropriate 
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diluted samples were spread on MH agar plates. For the most photoactive compounds, bacterial 

content was directly spread on MH agar plates without dilution. After incubation overnight at 37 °C, 

colonies were counted to determine total CFU/mL. The survival rate was calculated by comparing 

the bacterial concentrations of the treated wells with the initial concentration obtained from 

controls. Controls included bacteria incubated without any compounds in the dark, irradiated and 

in the presence of 0.5 % of DMSO. 

Each experiment was performed three times with independent bacterial suspensions. 

Evaluation of the minimum inhibitory concentration (MIC) 

After overnight growth of E. coli bacteria in MH medium at 37 °C (250 rpm), preculture was diluted 

at an OD550 of 0.05. The test cultures were grown for 4 h at 37 °C (250 rpm), and after turbidity was 

adjusted to an OD550 of 0.2 by reading the turbidity of the suspension in logarithmic phase at 550 

nm in a Multiskan Go ThermoFisher Scientific spectrophotometer, a 1000-fold diluted bacterial 

suspension was prepared to reach 106 CFU/ml. The peptides PGLa and Gly-D-Ctl, the conjugates 

PS1-PGLa, PS2-PGLa and PS2-Gly-D-Ctl, the cationic porphyrins PH2-imi and PZn-imi and the neutral 

porphyrins PS1 and PS2 were solubilized in DMSO then diluted in MH (final DMSO concentration is 

0.5 %). Microtiter plate (96 wells of 100 µL, Thermo Scientific Nunc®) were filled in triplicates with 

50 µL of the diluted samples. The final compound concentration ranges from 10 µM to 1.25 µM. 

Some wells containing bacteria without compounds served as the positive control for bacterial 

growth (bacteria in MH with 0.5 % DMSO) and some wells without bacteria nor compounds served 

as the negative control for contamination (MH with 0.5 % DMSO). Bacterial suspension (50 µL) was 

added to the wells (except for the negative control) to give a final concentration of 5.106 CFU/mL. 

The plate was incubated at 37 °C for 20 h and the MIC was determined on the basis of turbidity read 

at 550 nm as the lowest concentration inhibiting bacterial growth. The growth for each condition is 

calculated by comparison to the respective positive controls (after substraction of the average value 

of the respective negative controls). 

Each experiment was performed three times with independent bacterial suspensions. 
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E. coli cells association experiments  

E. coli cells at a density of 108 UFC/mL were incubated with the conjugates at a concentration of 

5 µM in PBS 1X at 37 °C for 15 min or 60 min in the dark (total volume of each sample was 400 µL). 

After centrifugation of the tubes (3200 g, 5 min), 100 µL of supernatant was transferred to a clean 

spectrophotometer cuvette. The absorption was measured with a Multiskan Go ThermoFisher 

Scientific spectrophotometer. Control samples without bacteria were treated the same and their 

absorbance values represented the value of reference. The ratio of supernatant values and 

references values give the amount associated with bacteria. All conditions and controls were 

measured in triplicate.  

Confocal microscopy  

Confocal images were acquired on a confocal Zeiss LSM 710 microscope and an argon laser (458 

nm) was used to excite the conjugates. Emitted fluorescence was monitored between 680 and 750 

nm. Image acquisition and analysis were realized with a Zeiss ZEN software (ZEN 2.3 SPI). Images 

were obtained with a 40× objective lens. 

 

Cell experiments 

Keratinocytes (NHEK) cultures 

The human normal keratinocyte cell line NHEK (NHEL-Adult KGM-Gold, Lonza) was cultured in 

keratinocyte basal medium-2 (KBM) supplemented with a keratinocyte growth medium-2 (KBM-2) 

Bullet kit (Lonza). NHEK cells were cultured at 37 °C in 95 % humified air in the presence of 5 % CO2.  

Cytotoxicity and phototoxicity on keratinocytes  

Keratinocytes in KBM culture medium were seeded in a 96-well plate (Thermo Scientific Nunc®) 24 

h prior to the tests (100 µL, 104 cell suspension). The peptide PGLa and the conjugates PS1-PGLa and 

PS2-PGLa were solubilized in PBS 1X at different concentrations. The neutral porphyrins PS1 and PS2 

were solubilized in DMSO then in PBS at different concentrations (final DMSO concentration never 

exceeded 0.5 %). Culture medium was removed and cells were incubated 15 min in the dark with 

the compounds. The wells were irradiated for 15 min with red light (710 or 720 nm, 40 mW.cm-2, 
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fluence of 36 J. cm-2) or white light (4.8 mW. cm-2, fluence of 4.3 J.cm-2) with a homemade apparatus 

placed above the 96-well plate. As controls without irradiation, plates were kept in the dark at room 

temperature. Then, PBS was removed and 150 µL of fresh KBM culture medium was added in the 

wells. The plates were placed in the incubator at 37 °C and cell viability was determined with the 

2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) (XTT) test. After 24h at 

37 °C, the solution of XTT and PMS was added at a final concentration of 333 µg/mL and 2.5 µg/mL 

for XTT and PMS respectively in each well, and cells were incubated at 37 °C for 12 h. The absorbance 

was measured at 450 nm using a Bio-Rad iMark microplate reader. The viability of the treated cells 

corresponds to the ratio between the absorbance measured for the different conditions and the 

absorbance of untreated cells that represents 100 % viability. 

Each experiment was performed three times with independent cells cultures. 

 

Synthesis  

Chapitre II 

Compounds 1 to 9 were synthesised according to protocols described in literature. Their 

characterization was in accordance with the one reported. 

Dipyrromethane 1 201  

                                      

  

 

A solution of pyrrole (90 mL, 1300 mmol, 15 eq) and paraformaldehyde (2.60 g, 86.6 mmol, 1 eq) in 

a dry round-bottomed flask protected from the light was degassed with a stream of argon for 

15 min. The reaction mixture was heated at 90 °C and TFA (564 µL, 8.66 mmol, 0.1 eq) was added. 

The reaction was stirred at 90 °C under argon for 20 min and then quenched with the addition of 

aqueous NaOH (25 mL, 2 M). The resulting solution was stirred at room temperature for 1 h. The 

organic phase was washed with H2O (2 x 40 mL), dried over Na2SO4 and evaporated. The product 

was purified by silica column chromatography (DCM/PE 1 : 2) and then recrystallised from EtOH / 

H2O (9 : 1) to give 1 as a beige solid in 23 % yield (2.91 g). 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 3.99 (s, 2H, CH2), 6.03-6.05 (m, 2H, Ar-H), 6.14-6.16 (m, 

2H, Ar-H), 6.66-6.68 (m, 2H, Ar-H), 7.88 (br, s, 2H, NH).  

Compound 2 202  

 

 

To a solution of p-toluenesulfonyl chloride (7.50 g, 39.3 mmol, 1.2 eq) in pyridine (42 mL) cooled to 

-5 °C, triethylene glycol monomethyl ether (5.2 mL, 32.8 mmol, 1 eq) was added dropwise and the 

reaction mixture was stirred at -5 °C under argon for 4 h. Cold water (65 mL) was added to the 

mixture and the product was extracted with DCM (3 x 45 mL). The organic layer was washed with 

HClaq (75 mL, 6 M), acidic water (2 x 40 mL, pH =1), brine (40 mL) and dried over anhydrous Na2SO4. 

The solvents were evaporated and 2 was obtained as a yellow viscous oil in 99 % yield (10.4 g). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 2.45 (s, 3H, Ar-CH3), 3.37 (s, 3H, O-CH3), 3.51-3.55 (m, 

2H, O-CH2), 3.59-3.63 (m, 6H, O-CH2), 3.67-3.70 (m, 2H, O-CH2), 4.14-4.18 (m, 2H, O-CH2), 7.34 (d, 

2H, 3J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.80 (d, 2H, 3J = 8.3 Hz, Ar-H). 

Aldehyde 3 203 

 

 

To a solution of 3,5-dihydroxybenzyl alcohol (5.0 g, 35.7 mmol, 1 eq) in acetone (220 mL) cooled at 

0 °C, a freshly prepared Jone’s reagent (40 mL, 0.90 M, 1 eq) was added dropwise. The reaction 

mixture was vigorously stirred at 0 °C for 15 min and then poured into diethyl ether (1.9 L). The 

organic layer was washed with a saturated NaHCO3 solution (5 x 400 mL), brine (2 x 400 mL) and 

then dried over Na2SO4. The solvents were evaporated and 3 was obtained as a beige solid in 55 % 

yield (2.72 g). 

1H NMR (300 MHz, C3D6O, 298 K): δ (ppm) = 6.65 (1H, t, 4J = 2.3 Hz, Ar-H), 6.88 (2H, d, 4J = 2.3 Hz, 

Ar-H), 8.73 (2H, s, Ar-OH), 9.85 (1H, s, CHO). 
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Aldehyde 4 202 

 

 

 

To a three freeze-thaw cycles degassed mixture of aldehyde 3 (1.55 g, 11.3 mmol, 1 eq) and K2CO3 

(4.66 g, 33.8 mmol, 3 eq) in dry DMF, a solution of 2 (8.24 g, 25.9 mmol, 2.3 eq) in dry DMF was 

added. The reaction mixture was stirred at 90 °C for 18 h. After cooling, water (75 mL) was added 

and the product was extracted with DCM (4 x 45 mL). The combined organic layer was washed with 

brine (65 mL), dried over Na2SO4 and the solvents were evaporated. The crude product was purified 

by flash silica column chromatography (DCM/MeOH, 1%) to give 4 as a pale-yellow oil in 86 % yield 

(4.18 g). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 3.38 (s, 6H, O-CH3), 3.53-3.56 (m, 4H, O-CH2), 3.64-3.70 

(m, 8H, O-CH2), 3.72-3.76 (m, 4H, O-CH2) 3.85-3.88 (m, 4H, O-CH2), 4.15-4.21 (m, 4H, O-CH2), 6.76 

(t, 1H, 4J = 2.3 Hz, Ar-H), 7.02 (d, 2H, 4J = 2.3 Hz, Ar-H), 9.88 (s, 1H, CHO). 

Free-base porphyrin 5 206 

 

 

 

 

 

 

 

A solution of dipyrromethane 1 (700 mg, 4.79 mmol, 1 eq) and aldehyde 4 (2.06 g, 4.78 mmol, 1 eq) 

in dry DCM (900 mL) under argon was degassed by three freeze-thaw cycles. TFA (219 µL, 2.86 mmol, 

0.6 eq) was added dropwise and the solution was stirred at room temperature for 4 h under argon. 
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DDQ (1.45 g, 6.39 mmol, 1.3 eq) was then added to the solution and the reaction mixture was stirred 

for one hour. The reaction was quenched by addition of NEt3 (5 mL) and the solvents were 

evaporated. The crude product was dissolved in dry DCM (20 mL) and poured on a silica gel pad 

(CHCl2/MeOH, 3 %) to remove the polymers. The obtained residue was purified by silica column 

chromatography (DCM/MeOH, 1 to 2 %) to give porphyrin 5 as a red solid in 42 % yield (1.12 g). 

 1H NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = -3.16 (s, 2H, NH), 3.32 (s, 12H, H1), 3.48-3.51 (m, 8H, 

H2), 3.62-3.65 (m, 8H, H3), 3.69-3.73 (m, 8H, H4) 3.77-3.81 (m, 8H, H5), 3.94-3.97 (m, 8H, H6), 4.32-

4.35 (m, 8H, H7), 6.98 (t, 2H, 4J = 2.1 Hz, Hp), 7.46 (d, 4H, 4J = 2.1 Hz, Ho), 9.16 (d, 4H, 3J = 4.6 Hz, py2), 

9.38 (d, 4H, 3J = 4.6 Hz, py1), 10.30 (s, 2H, Hmeso).  

UV-Visible (DCM): λmax = 410, 503, 537, 576, 630 nm. 

Zn(II) porphyrin 6 206 

 

 

 

 

 

 

 

To a solution of porphyrin 5 (1.10 g, 0.99 mmol, 1 eq) in DCM (110 mL) was added a solution of 

Zn(OAc)2.2H2O (926 mg, 4.95 mmol, 5 eq) in MeOH (10 mL). The reaction mixture was stirred at 

room temperature for 4 h then the solvents were evaporated. The crude product was purified by 

silica column chromatography (DCM/MeOH, 1 to 2 %) to give 6 as a pink solid quantitatively (1.16 g). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 2.73 (s, 12H, H1), 2.86-2.89 (m, 8H, H2), 3.07-3.10 (m, 

8H, H3), 3.36-3.39 (m, 8H, H4) 3.52-3.55 (m, 8H, H5), 3.75-3.78 (m, 8H, H6), 4.19-4.23 (m, 8H, H7),  

6.87 (t, 2H, 4J = 2.2 Hz, Hp), 7.46 (d, 4H, 4J = 2.2 Hz, Ho), 9.17 (d, 4H, 3J = 4.5 Hz, py2), 9.37(d, 4H, 3J = 

4.5 Hz, py1), 10.24 (s, 2H, Hmeso). 
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UV-Visible (DCM): λmax = 412, 539, 575 nm. 

Zn(II) porphyrin 7 206 

 

 

 

 

 

 

To a solution of porphyrin 6 (384 mg, 0.327 mmol, 1 eq) in CHCl3 (27 mL) and pyridine (178 µL) 

cooled at -10 °C, a solution of NBS (114 mg, 0.641 mmol, 1.96 eq) in CHCl3 (13 mL) and pyridine 

(98 µL) was added dropwise for 10 min. The reaction mixture was stirred at -10 °C for 20 min and 

quenched with acetone (5 mL). After evaporation of solvents, the crude product was purified by 

silica column chromatography (DCM/MeOH, 1 to 2 %) to give 7 as a purple solid in 91 % (397 mg).  

1H NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 2.65 (s, 12H, H1), 2.79-2.82 (m, 8H, H2), 3.01-3.04 (m, 

8H, H3), 3.36-3.39 (m, 8H, H4) 3.52-3.56 (m, 8H, H5), 3.74-3.77 (m, 8H, H6), 4.18-4.21 (m, 8H, H7), 

6.82 (t, 2H, 4J = 2.1 Hz, Hp), 7.36 (d, 4H, 4J = 2.1 Hz, Ho), 8.95 (d, 4H, 3J = 4.7 Hz, py2), 9.65 (d, 4H, 3J = 

4.7 Hz, py1).  

UV-Visible (DCM): λmax = 428, 561, 602 nm. 
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Zn(II) porphyrin 8 190 

 

 

 

 

 

 

A mixture of porphyrin 7 (658 mg, 0.494 mmol, 1 eq), PdCl2(PPh3)2 (86.7 mg, 0.123 mmol, 0.25 eq) 

and CuI (23.5 mg, 0.123 mmol, 0.25 eq) in distilled THF (35 mL) and NEt3 (7 mL) under argon was 

degassed by three freeze-thaw cycles. Triisopropylsilylacetylene (332 µL, 1.48 mmol, 3 eq) was then 

added and the reaction mixture was stirred for 2 h at 40 °C. After evaporation of the solvents, the 

crude product was purified by silica column chromatography (DCM/MeOH, 0 to 1.5 %) to give 8 as 

a green solid in 89 % yield (676 mg). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K) : δ (ppm) = 1.41-1.50 (m, 42H, (iPr)3-Si), 2.66 (s, 12H, H1), 2.81-2.84 

(m, 8H, H2), 3.05-3.09 (m, 8H, H3), 3.43-3.46 (m, 8H, H4) 3.60-3.63 (m, 8H, H5), 3.82-3.85 (m, 8H, H6), 

4.26-4.29 (m, 8H, H7), 6.87 (t, 2H, 4J = 2.2 Hz, Hp), 7.41 (d, 4H, 4J = 2.2 Hz, Ho), 8.97 (d, 4H, 3J = 4.6 Hz, 

py2), 9.70 (d, 4H, 3J = 4.6 Hz, py1).  

UV-Visible (DCM): λmax = 440, 580, 631 nm. 
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Zn(II) porphyrin 9 190 

 

 

 

 

 

 

 

To a solution of porphyrin 8 (621 mg, 0.404 mmol, 1 eq) in THF (110 mL) under argon degassed by 

three freeze-thaw cycles was added a solution of TBAF.3H2O (44.7 mg, 0.141 mmol, 0.35 eq) in THF 

(1 mL). The reaction mixture was stirred for 12 min at room temperature and quenched with CaCl2 

(224 mg, 2.02 mmol, 5 eq). The solvents were evaporated and the crude product was purified by 

silica column chromatography (DCM/MeOH, 0 to 1.5 %) to give 9 as a green solid in 34 % yield (190 

mg). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K) : δ (ppm) = 1.42-1.47 (m, 21H, (iPr)3-Si), 2.65 (s, 12H, H1), 2.80-2.83 

(m, 8H, H2), 3.04-3.08 (m, 8H, H3), 3.44-3.47 (m, 8H, H4) 3.61-3.64 (m, 8H, H5), 3.83-3.86 (m, 8H, H6), 

4.16 (s, 1H, Halcyne) 4.27-4.31 (m, 8H, H7), 6.88 (t, 2H, 4J = 2.2 Hz, Hp), 7.43 (d, 4H, 4J = 2.2 Hz, Ho), 8.97 

(d, 4H, 3J = 4.6 Hz, py2 and py3), 9.68 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py1 or py4) 9.71 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py1 or 

py4). 
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Iodo-linker 10 207 

 

 

 

To a mixture of 4-iodophenol (830 mg, 3.77 mmol, 1 eq) and K2CO3 (1.04 g, 7.52 mmol, 2 eq) in 

acetone (15 mL) was added ethyl 4-bromobutyrate (882 mg, 4.52 mmol, 1.2 eq) and the reaction 

mixture was stirred at 55 °C for 24 h. After cooling to room temperature, the solvent was evaporated 

and the product was extracted with ethyl acetate (15 mL). The organic phase was washed with water 

(5 x 15 mL), dried over Na2SO4 and the solvent was evaporated. The crude product was purified by 

flash silica column chromatography (PE/ DCM, 0 to 40 %) to give 10 as a colorless oil in 95 % yield 

(1.20 g). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 1.25 (t, 3H, 3J = 7.1 Hz, H12), 2.09 (tt, 2H, 3J = 6.1 Hz, 3J = 

7.3 Hz, H9), 2.49 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz, H8), 3.96 (t, 2H, 3J = 6.1 Hz, H10), 4.14 (q, 2H, 3J = 7.1 Hz, H11), 6.66 

(d, 2H, 3J = 9 Hz, Hm’), 7.54 (d, 2H, 3J = 9 Hz, Ho’). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 14.37, 24.62, 30.82, 60.63, 66.93, 82.86, 117.00, 138.32, 

158.81, 173.27. 

HR ESI-MS: m/z 356.9973 [M + Na]+, (calcd 356.9958 for [C12H15N4O19INaO3]+).  
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Zn(II) porphyrin 11 

 

 

 

 

 

 

Mono-deprotected porphyrin 9 (153 mg, 111 μmol, 1 eq), 10 (40.8 mg, 122 μmol, 1.1 eq), CuI (2.1 

mg, 11.1 μmol, 0.1 eq) and Pd(PPh3)4 (12.8 mg, 11.1 μmol, 0.1 eq) were dried under vacuum at 40 °C 

for 30 min and then flushed with argon. A solution of distilled THF (10 mL) and (iPr)2NH (2 mL) 

degassed by three freeze-thaw cycles was then transferred via canula and the reaction mixture was 

stirred at 40 °C for 2 h. The solvents were evaporated and the crude product was purified by silica 

gel column chromatography (DCM/MeOH, 0 to 1.5 %) to give 11 as a green solid in 70 % yield (123 

mg). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K) : δ (ppm) = 1.29 (t, 3H, 3J = 7.1 Hz, H12), 1.42-1.47 (m, 21H, (iPr)3-

Si), 2.17 (tt, 2H, 3J = 6.1 Hz, 3J = 7.2 Hz, H9), 2.57 (t, 2H, 3J = 7.2 Hz, H8) 2.68 (s, 12H, H1), 2.84-2.87 (m, 

8H, H2), 3.07-3.11 (m, 8H, H3), 3.46-3.49 (m, 8H, H4) 3.62-3.65 (m, 8H, H5), 3.84-3.87 (m, 8H, H6), 

4.12 (t, 2H, 3J = 6.1 Hz, H10), 4.15 (q, 2H, 3J = 7.1 Hz, H11) 4.28-4.31 (m, 8H, H7), 6.89 (t, 2H, 4J = 2.2 

Hz, Hp), 7.05 (d, 2H, 3J = 8.8 Hz, Hm’), 7.44 (d, 4H, 4J = 2.2 Hz, Ho), 7.94 (d, 2H, 3J = 8.8 Hz, Ho’), 8.95 (d, 

2H, 3J = 4.6 Hz, py2 or py3), 8.96 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py2 or py3), 9.67 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py1 or py4), 

9.71 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py1 or py4).  

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 12.01, 14.37, 19.25, 24.67, 30.86, 58.50, 60.64, 66.99, 

68.08, 69.97, 70.53, 70.80, 71.20, 91.69, 96.72, 98.04, 101.13, 101.65, 102.24, 109.79, 114.86, 

114.97, 116.47, 122.28, 131.00, 131.09, 132.57, 132.86, 133.23, 144.30, 149.75, 149.82, 151.90, 

152.64, 157.98, 159.22, 173.32.  
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HR ESI-MS: m/z 1605.6713 [M + Na]+, (calcd 1605.6717 for [C85H110N4O19SiZnNa]+). 

UV-Visible (DCM): λmax (log ε) = 449 (5.37), 589 sh, 644 (4.49) nm.  

2-iodo-5-nitro-thiophene 12 195 

 

 

 

To a solution of acetic anhydride (2 mL) and nitric acid 70 % (422 µL, 9.51 mmol, 2 eq) cooled at 

- 5 °C was added a solution of 2-iodothiophene (1 g, 4.76 mmol, 1 eq) in acetic anhydride (1 mL). 

The solution was stirred at -5 °C for 2 h 30 and the reaction was quenched with cold water (3 mL). 

After filtration the precipitate was washed with cold water (5 mL) and then recrystallised in MeOH 

(5 mL). The product 12 was obtained as a beige solid in 73 % yield (882 mg). 

1H NMR (400 MHz, (CD3)2SO, 298 K): δ (ppm) = 7.57 (d, 1H, 3J = 4.0 Hz, Ha), 7.82 (d, 1H, 3J = 4.0 Hz, 

Hb). 

Zn(II) porphyrin 13 

 

 

 

 

 

 

To a three freeze-thaw cycles degassed solution of 11 (116 mg, 73.2 μmol, 1 eq) in THF (21 mL) was 

added a solution of TBAF.3H2O (23.1 mg, 73.2 μmol, 1 eq) in THF (1 mL). The solution was stirred at 

room temperature for 30 min and then quenched with anhydrous calcium chloride (40.6 mg, 
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366 µmol, 5 eq). The solvent was evaporated and the crude product was purified by silica gel column 

chromatography (DCM/MeOH, 3 %) to give a green solid (104 mg). Due to its instability, the 

deprotected compound was used without delay for the next reaction. 

The deprotected porphyrin (104 mg, 72.8 μmol, 1 eq), 2-iodo-5-nitrothiophene 12 (27.8 mg, 109 

μmol, 1.5 eq), CuI (1.39 mg, 7.28 μmol, 0.1 eq) and Pd(PPh3)4 (8.41 mg, 7.28 μmol, 0.1 eq) were 

dried under vacuum at 40 °C for 30 min and then flushed with argon. A solution of distilled THF (7.5 

mL) and (iPr)2NH (1.5 mL) under argon degassed by three freeze-thaw cycles was then transferred 

via canula and the reaction mixture was stirred at 40 °C for 2 h. The solvents were evaporated and 

the crude product was purified by silica gel column chromatography (DCM/MeOH, 0 to 1.5 %) to 

give 13 as a khaki solid in 94 % yield (106 mg). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 1.29 (t, 3H, 3J = 7.1 Hz, H12), 2.16 (tt, 2H, 3J = 6.1 Hz, 3J = 

7.2 Hz, H9), 2.56 (t, 2H, 3J = 7.2 Hz, H8), 2.61 (s, 12H, H1), 2.77-2.80 (m, 8H, H2), 3.02-3.05 (m, 8H, H3), 

3.43-3.46 (m, 8H, H4) 3.60-3.63 (m, 8H, H5), 3.83-3.86 (m, 8H, H6), 4.09 (t, 2H, 3J = 6.1 Hz, H10), 4.16 

(q, 2H, 3J = 7.1 Hz, H11), 4.28-4.31 (m, 8H, H7), 6.90 (t, 2H, 4J = 2.2 Hz, Hp), 7.03 (d, 2H, 3J = 8.8 Hz, 

Hm’), 7.41 (d, 1H, 3J = 4.3 Hz, Ha), 7.45 (d, 4H, 4J = 2.2 Hz, Ho), 7.90 (d, 1H, 3J = 4.3 Hz, Hb), 7.92 (d, 2H, 

3J = 8.8 Hz, Ho’), 8.94 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py2 or py3), 8.97 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py2 or py3), 9.48 (d, 2H, 

3J = 4.6 Hz, py1 or py4), 9.69 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py1 or py4).  

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 14.40, 24.70, 30.88, 58.46, 60.67, 67.03, 68.21, 69.92, 

70.10, 70.58, 70.84, 71.12, 88.14, 91.52, 97.49, 97.58, 101.89, 103.08, 103.84, 114.97, 114.98, 

116.18, 123.14, 129.20, 130.22, 130.38, 131.35, 132.31, 132.72, 133.29, 133.43, 144.00, 149.77, 

150.22, 151.90, 152.06, 158.10, 159.38, 173.33.  

HR ESI-MS: m/z 1576.5067 [M + Na]
+
, (calcd 1576.5111 for [C80H91N5O21SZnNa]

+
). 

UV-Visible (DCM): λmax (log ε) = 457 (5.31), 593 sh, 667 (4.81) nm.  
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Photosensitizer PS1 

 

 

 

 

 

 

To a solution of 13 (81 mg, 52.1 μmol, 1 eq) in DCM (10 mL) was added TFA (500 μL) and the reaction 

mixture was stirred at room temperature for 4 h. The solution was washed with a saturated NaHCO3 

solution (2 x 10 mL), followed by water (2 x 10 mL). The resulting organic phase was dried over 

Na2SO4 and the solvent was evaporated. The crude product was purified by silica gel column 

chromatography (DCM/MeOH, 1.5 %) to give PS1 as a green solid in 99 % yield (77 mg). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = -1.95 (s, 2H, NH), 1.31 (t, 3H, 3J = 7.2 Hz, H12), 2.21 (tt, 

2H, 3J = 6.2 Hz, 3J = 7.2 Hz, H9), 2.60 (t, 2H, 3J = 7.2 Hz, H8), 3.33 (s, 12H, H1), 3.50-3.52 (m, 8H, H2), 

3.63-3.65 (m, 8H, H3), 3.70-3.72 (m, 8H, H4) 3.78-3.80 (m, 8H, H5), 3.95-3.97 (m, 8H, H6), 4.14-4.23 

(m, 4H, H10, H11), 4.32-4.34 (m, 8H, H7), 6.98 (t, 2H, 4J = 2.3 Hz, Hp), 7.07 (d, 2H, 3J = 8.8 Hz, Hm’), 7.38 

(d, 4H, 4J = 2.3 Hz, Ho), 7.50 (d, 1H, 3J = 4.2 Hz, Ha), 7.94-7.97 (m, 3H, Hb, Ho’), 8.89 (d, 2H, 3J = 4.8 Hz, 

py2 or py3), 8.93 (d, 2H, 3J = 4.8 Hz, py2 or py3), 9.47 (d, 2H, 3J = 4.8 Hz, py1 or py4), 9.64 (d, 2H, 3J 

= 4.8 Hz, py1 or py4). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 14.42, 24.73, 30.91, 59.17, 60.70, 67.09, 67.97, 69.95, 

70.71, 70.81, 71.03, 72.03, 88.67, 90.71, 97.51, 98.57, 101.59, 103.66, 114.68, 115.06, 115.82, 

122.24, 129.15, 130.91, 131.75, 133.47, 142.91, 150.78, 158.32, 159.67, 173.34. 

HR ESI-MS: m/z 1492.6130 [M + H]+, (calcd 1492.6157 for [C80H94N5O21S]+). 
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UV-Visible (DCM): λmax (log ε) = 457 (5.34), 618 (4.78), 702 (4.70) nm.  

UV-Visible (DMSO): λmax (log ε) = 459 (5.32), 619 (4.78), 702 (4.71) nm.  

Free-base porphyrin 14  

 

 

 

 

 

 

 

To a solution of PS1 (52 mg, 34.8 μmol, 1 eq) in THF (3 mL) was added an aqueous solution of LiOH 

0.5 M (700 μL, 351 μmol, 10 eq) and the reaction mixture was stirred at room temperature 

overnight. The solvents were evaporated and the product was dissolved in DCM (5 mL) and washed 

with H2O (3 x 5 mL). The organic phase was dried over Na2SO4 and the solvents were evaporated. 

The crude product was purified by silica gel column chromatography (DCM/MeOH, 1.5 to 3 %) to 

give 14 as a green salt in 86 % yield (44 mg).  

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = -1.97 (s, 2H, NH), 2.19 (tt, 2H, 3J = 6.2 Hz, 3J = 7.1 Hz, H9), 

2.64 (t, 2H, 3J = 7.1 Hz, H8), 3.32 (s, 12H, H1), 3.49-3.52 (m, 8H, H2), 3.63-3.65 (m, 8H, H3), 3.69-3.72 

(m, 8H, H4) 3.78-3.80 (m, 8H, H5), 3.95-3.97 (m, 8H, H6), 4.08 (t, 2H, 3J = 6.2 Hz, H10), 4.32-4.35 (m, 

8H, H7), 6.95-6.99 (m, 4H, m’, Hp), 7.36 (d, 1H, 3J = 4.3 Hz, Ha), 7.39 (d, 4H, 4J = 2.2 Hz, Ho), 7.82-7.83 

(m, 3H, Ho’, Hb), 8.89 (d, 2H, 3J = 4.7 Hz, py2 or py3), 8.93 (d, 2H, 3J = 4.7 Hz, py2 or py3), 9.44 (d, 2H, 

3J = 4.7 Hz, py1 or py4), 9.62 (d, 2H, 3J = 4.7 Hz, py1 or py4).  

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 14.21, 24.48, 30.35, 59.14, 66.81, 67.97, 69.95, 70.69, 

70.80, 71.02, 72.01, 88.63, 90.73, 97.53, 98.52, 101.53, 101.61, 103.64, 114.71, 114.91, 115.77, 

122.22, 128.98, 130.73, 131.58, 133.32, 142.93, 150.62, 158.34, 159.45, 177.22. 

HR ESI-MS: m/z 732.7979 [M + 2H]2+/2, (calcd 732.7958 for [C78H91N5O21S]2+/2). 
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UV-Visible (DCM): λmax (log ε) = 455 (5.25), 618 (4.63), 702 (4.52) nm. 

 

PGLa on resin  

 

The peptide was synthesized on an automated peptide synthesizer starting from Fmoc-Leu-OH 

(NovaSyn®TG Sieber resin substitution: 0.140 mmol/g). Twenty commercial amino acids with Fmoc 

protected amino function were successively added to reach the desired peptide sequence. The 

amino function of the coupled lysine side chain is protected by a Mmt group and the alcohol function 

of the coupled serine side chain is protected by a Trt group.  

The coupling of each amino acid started with the deprotection of Fmoc group with a solution of 

DMF/piperidine (80 : 20) for 20 min then the coupling reaction was carried out with excess of HBTU 

(20 eq) and DIPEA (40 eq) with 4 eq of the Fmoc amino acid to graft (reaction time per cycle involving 

deprotection, coupling reaction and washing: 1 h 27). After the synthesis was completed, the resin 

was washed with DMF and EtOH.  

In order to obtain PGLa as a reference compound, a small fraction of PGLa on resin was engaged in 

the next step. Cleavage and deprotection were performed in one step with 5 mL of a solution of 

TFA/H2O/EDT/TIS (94 : 2.5 : 2.5 : 1) for 2 h at room temperature then the resin was filtrated and 

washed with TFA (3 x 2 mL). The filtrate was poured in diethyl ether and centrifuged three times, 

then the residual solid was dissolved in H2O and lyophilized. The crude product was purified by 

reverse-phase HPLC (H2O/MeCN 90 : 10 with 0.1 % TFA and MeCN with 0.1 % TFA, with a linear 

gradient from 80/20 to 70/30 in 20 min) and the fractions containing PGLa as a pure compound were 

lyophilized to give a white TFA salt. 

MS (MALDI-TOF): 1968.961 [M], (calcd 1968.487 for [C88H162N26O22S]). 
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Cfonjugate PS1-PGLa 182 

 

To a solution of 14 (11 mg, 7.48 μmol, 1 eq) in DMF (1 mL) was added TBTU (7.2 mg, 22.4 μmol, 3 

eq) and DIPEA (13 μL, 75 μmol, 10 eq). The reaction mixture was stirred at room temperature for 1 

h. In parallel, the PGLa grafted on the resin (285 mg, 37.1 μmol, 5 eq) was swelled in DMF for 1 h. 

The solution of porphyrin activated, TBTU and DIPEA was then added to the PGLa on resin and the 

reaction mixture was gently stirred for 72 h. After filtration, the grafted resin was washed with DMF 

(2 x 5 mL). Cleavage and deprotection were performed using 5 mL of a solution of HFIP/TFA (99 : 1) 

for 2 h at room temperature. Then the resin was filtrated and washed with HFIP (3 x 2 mL) and the 

filtrate was poured into diethyl ether and centrifuged three times. The resulting solid was dissolved 

in H2O and lyophilized. The crude product was purified by reverse-phase HPLC (H2O/MeCN 90 : 10 

with 0.1 % TFA and MeCN with 0.1 % TFA, with a linear gradient from 45/55 to 20/80 in 25 min) and 

the fractions containing the pure compound were lyophilized to lead to the conjugate PS1-PGLa as a 

green TFA salt in 40 % yield (11.6 mg). 

HPLC tR = 20.76 min  

HR ESI-MS: m/z 1143.9333 [M + 3 H]
3+

/3, (calcd 1143.9303 for [C166H252N31O43S2]
3+

/3). 

UV-Visible (DMSO): λmax (log ε) = 459 (5.26), 619 (4.67), 702 (4.58) nm. 

UV-Visible (H2O): λmax (log ε) = 455 (4.74), 636 (4.34), 720 (4.32) nm. 
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4-Bromo-BTD 15 209 

 

 

 

To a solution of 2,1,3-benzothiadiazole (500 mg, 3.67 mmol, 1 eq) in sulfuric acid 95 % (2.5 mL) was 

added dropwise a solution of N-bromosuccinimide (654 mg, 3.67 mmol, 1 eq) in sulfuric acid 95 % 

(2.5 mL) and the reaction mixture was stirred at 60 °C for 3 h. The mixture was cooled to room 

temperature and then quenched with water (30 mL) and the crude organic phase was extracted 

with DCM (5 x 25 mL), dried over Na2SO4 and evaporated. The crude product was recrystallized in 

EtOH several times (5 mL) to give 18 as a white solid in 35 % yield (276 mg). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 7.47 (dd, 1H, 3J = 8.8 Hz, 3J = 8.8 Hz, Hm’’), 7.82 (d, 1H, 3J 

= 8.8 Hz, Hp’’), 7.95 (d, 1H, 3J = 8.8 Hz, Ho’’) 

 

Zn(II) porphyrin 16 

 

 

 

 

 

 

The same reaction conditions than for the synthesis of 13 were used to obtain 16.  

The following quantities were used: 11 (87 mg, 54.9 μmol, 1 eq), TBAF.3H2O (17.4 mg, 54.9 μmol, 1 

eq), CaCl2 (30.5 mg, 274 µmol, 5 eq), THF (17 mL) then 15 (17.6 mg, 81.9 μmol, 1.5 eq), CuI (1.04 

mg, 5.46 μmol, 0.1 eq) and Pd(PPh3)4 (6.31 mg, 5.46 μmol, 0.1 eq), THF (5 mL), (iPr)2NH (1 mL). 

The porphyrin 16 was obtained as a green solid in 66 % yield (56 mg). 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 1.29 (t, 3H, 3J = 7.1 Hz, H12), 2.16 (tt, 2H, 3J = 6.1 Hz, 3J = 

7.2 Hz, H9), 2.56 (t, 2H, 3J = 7.2 Hz, H8), 2.72 (s, 12H, H1), 2.88-2.90 (m, 8H, H2), 3.12-3.14 (m, 8H, H3), 

3.46-3.49 (m, 8H, H4) 3.63-3.65 (m, 8H, H5), 3.85-3.88 (m, 8H, H6), 4.10 (t, 2H, 3J = 6.1 Hz, H10), 4.16 

(q, 2H, 3J = 7.1 Hz, H11), 4.29-4.32 (m, 8H, H7), 6.92 (t, 2H, 4J = 2.1 Hz, Hp), 7.04 (d, 2H, 3J = 8.8 Hz, 

Hm’), 7.35 (d, 1H, 3J = 8.8 Hz, Hp’’), 7.46 (d, 4H, 4J = 2.1 Hz, Ho), 7.55 (dd, 1H, 3J = 8.8 Hz, 3J = 8.8 Hz, 

Hm’’), 7.90-7.92 (m, 3H, Ho’, Ho’’), 8.94 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py2 or py3), 8.99 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py2 or 

py3), 9.67 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py1 or py4), 9.83 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py1 or py4).  

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 14.39, 24.72, 30.90, 58.55, 60.65, 67.03, 68.15, 70.06, 

70.61, 70.87, 71.27, 91.66, 92.32, 97.00, 99.85, 100.18, 101.73, 102.85, 114.90, 114.98, 116.38, 

117.94, 120.63, 122.68, 129.65, 131.09, 131.16, 132.57, 133.19, 133.24, 144.27, 149.83, 149.93, 

151.85, 152.48, 154.05, 155.08, 158.07, 159.29, 173.32. 

UV-Visible (DCM): λmax (log ε) = 460 (5.43), 615 sh, 658 (4.79) nm.  

HR ESI-MS: m/z 1560.5420 [M + H]+, (calcd 1560.5424 for [C82H93N6O19SZn]+). 

 

Photosensitizer PS2 

 

 

 

 

 

 

 

The same reaction conditions than for the synthesis of PS1 were used to obtain PS2. 

The following quantities were used: 16 (42 mg, 26.9 μmol), DCM (5 mL), TFA (250 μL).  

The photosensitizer PS2 was obtained as a green solid in 90 % yield (36 mg). 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = -1.94 (s, 2H, NH), 1.31 (t, 3H, 3J = 7.2 Hz, H12), 2.21 (tt, 

2H, 3J = 6.2 Hz, 3J = 7.3 Hz, H9), 2.60 (t, 2H, 3J = 7.3 Hz, H8), 3.32 (s, 12H, H1), 3.50-3.52 (m, 8H, H2), 

3.64-3.65 (m, 8H, H3), 3.71-3.72 (m, 8H, H4) 3.79-3.81 (m, 8H, H5), 3.96-3.98 (m, 8H, H6), 4.15 (t, 2H, 

3J = 6.2 Hz, H10), 4.20 (q, 2H, 3J = 7.2 Hz, H11), 4.33-4.35 (m, 8H, H7), 6.97 (t, 2H, 4J = 2.3 Hz, Hp), 7.08 

(d, 2H, 3J = 8.8 Hz, Hm’), 7.41 (d, 4H, 4J = 2.3 Hz, Ho), 7.72 (dd, 1H, 3J = 6.9 Hz, 3J = 8.7 Hz, Hm’’), 7.95 

(d, 2H, 3J = 8.8 Hz, Ho’), 8.05 (d, 1H, 3J = 8.7 Hz, Hp’’), 8.15 (d, 1H, 3J = 6.9 Hz, Ho’’), 8.90 (d, 2H, 3J = 4.7 

Hz, py2 or py3), 8.98 (d, 2H, 3J = 4.7 Hz, py2 or py3), 9.65 (d, 2H, 3J = 4.7 Hz, py1 or py4), 9.95 (d, 2H, 

3J = 4.7 Hz, py1 or py4). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 14.41, 24.74, 30.92, 59.16, 60.69, 67.06, 67.97, 69.96, 

70.70, 70.80, 71.02, 72.02, 90.84, 93.30, 97.98, 99.16, 99.93, 101.56, 102.64, 114.68, 115.03, 116.01, 

117.93, 121.75, 121.79, 129.60, 131.72, 133.40, 143.19, 154.94, 155.40, 158.30, 159.54, 173.35. 

UV-Visible (DCM): λmax (log ε) = 455 (5.25), 612 (4.55), 695 (4.39) nm.  

UV-Visible (DMSO): λmax (log ε) = 456 (5.28), 613 (4.58), 697 (4.40) nm. 

HR ESI-MS: m/z 1499.6359 [M + H]+, (calcd 1499.6367 for [C82H95N6O19S]+). 

 

Free-base porphyrin 17 

 

 

 

 

 

 

The same reaction conditions than for the synthesis of 14 were used to obtain 17. 

The following quantities were used: PS2 (28 mg, 18.7 μmol, 1 eq), LiOHaq 0.5 M (375 μL, 188 μmol, 
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10 eq), THF (1.5 mL). 

The porphyrin 17 was obtained as a green salt in 84 % yield (23 mg). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = -1.96 (s, 2H, NH), 2.18 (tt, 2H, 3J = 6.4 Hz, 3J = 7.0 Hz, H9), 

2.64 (t, 2H, 3J = 7.0 Hz, H8), 3.32 (s, 12H, H1), 3.49-3.51 (m, 8H, H2), 3.63-3.65 (m, 8H, H3), 3.70-3.72 

(m, 8H, H4) 3.78-3.80 (m, 8H, H5), 3.95-3.97 (m, 8H, H6), 4.08 (t, 2H, 3J = 6.4 Hz, H10), 4.33-4.34 (m, 

8H, H7), 6.97-7.00 (m, 4H, Hp, Hm’), 7.41 (d, 4H, 4J = 2.2 Hz, Ho), 7.70 (dd, 1H, 3J = 8.6 Hz , 3J = 8.6 Hz, 

Hm’’), 7.87 (d, 2H, 3J = 8.7 Hz, Ho’), 8.03 (d, 1H, 3J = 8.6 Hz, Hp’’), 8.13 (d, 1H, 3J = 8.6 Hz, Ho’’), 8.90 (d, 

2H, 3J = 4.6 Hz, py2 or py3), 8.97 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py2 or py3), 9.62 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py1 or py4), 

9.94 (d, 2H, 3J = 4.6 Hz, py1 or py4).  

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 14.21, 24.49, 30.34, 59.14, 66.82, 69.96, 70.68, 70.80, 

71.02, 72.01, 90.86, 93.30, 97.96, 99.15, 99.94, 101.58, 102.64, 114.71, 114.94, 116.01, 117.90, 

121.70, 121.78, 129.56, 131.67, 133.31, 143.20, 154.90, 155.36, 158.31, 159.37, 177.11. 

UV-Visible (DCM): λmax (log ε) = 455 (5.28), 612 (4.59), 698 (4.37) nm. 

HR ESI-MS: m/z 736.3111 [M + 2H]2+/2, (calcd 736.3063 for [C80H92N6O19S]2+/2). 

 

Conjugate PS2-PGLa  

 

The same reaction conditions than for the synthesis of PS1-PGLa were used to PS2-PGLa. 

The following quantities were used: 17 (10 mg, 6.79 μmol, 1 eq), TBTU (6.6 mg, 20.6 μmol, 3 eq), 
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DIPEA (12 μL, 69.4 μmol, 10 eq), DMF (1 mL), PGLa on resin (261 mg, 34 μmol, 5 eq). 

The conjugate PS2-PGLa was obtained as a green TFA salt in 43 % yield (11.3 mg). 

HPLC tR = 21.12 min  

HR ESI-MS: m/z 859.9560 [M + 4 H]
4+

/4, (calcd 859.9548 for [C168H254N32O41S2]4+/4). 

UV-Visible (DMSO): λmax (log ε) = 456 (5.27), 614 (4.62), 697 (4.45) nm. 

UV-Visible (H2O): λmax (log ε) = 457 (4.82), 625 (4.40), 709 (4.30) nm. 

 

Gly-D-Ctl on resin 

 

The peptide was synthesized on an automated peptide synthesizer starting from Fmoc-Arg-OH 

(Sieber resin substitution: 0.220 mmol/g). Fifteen commercial amino acids with Fmoc protected 

amino function were successively added to reach the desired peptide sequence. The guanidino 

group of the coupled arginine side chain is protected by a Pbf group and the alcohol function of the 

coupled serine and tyrosine side chain is protected by a tBu group.  

The same reaction conditions than for PGLa were used. 

The crude product was purified by reverse-phase HPLC (H2O/MeCN 90 : 10 with 0.1 % TFA / MeCN 

with 0.1 % TFA, with a linear gradient from 90/10 to 60/40 in 20 min) and the fractions containing 

Gly-D-Ctl as a pure compound were lyophilized to give the peptide as a white TFA salt. 

MS (MALDI-TOF): 1932.913 [M], (calcd 1932.000 for [C83H133N31O21S]). 
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Conjugate PS2-Gly-D-Ctl  

 

The same reaction conditions than for PS1-PGLa were used to obtain PS2-Gly-D-Ctl, excepted for the 

cleavage and deprotection. It was performed using 5 mL of a solution of TFA/H2O/EDT/TIS (94 : 2.5 : 

2.5 : 1) for 2 h at room temperature. 

The following quantities were used: 17 (11 mg, 7.37 μmol, 1 eq), TBTU (7.2 mg, 22.4 μmol, 3 eq), 

DIPEA (13 μL, 75 μmol, 10 eq), DMF (1 mL), Gly-D-Ctl on resin (168 mg, 37.1 μmol, 5 eq).  

The crude product was purified by reverse-phase HPLC (H2O/MeCN 90 : 10 with 0.1 % TFA / MeCN 

with 0.1 % TFA, with a linear gradient from 50/50 to 30/70 in 20 min) and the fractions containing 

the pure compound were lyophilized to lead to the conjugate PS2-Gly-D-Ctl as a green TFA salt in 34 

% yield (10.1 mg). 

HPLC tR = 18.94 min 

HR ESI-MS: m/z 1128.8722 [M + 3H]3+/3, (calcd 1128.8676 for [C163H225N38O38S2]
3+

/3). 

UV-Visible (H2O): λmax = 459, 627, 710 nm. 
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Chapitre IV 

2-Iodo-1-méthyl-1H-imidazole 18 231 

 

 

To a three freeze-thaw cycles degassed solution of 1-methyl-1H-imidazole (718 mg, 8.74 mmol, 1 

eq) in THF (40 mL) at -78 °C was added dropwise n-BuLi (2.5 M in THF, 9.62 mmol, 1.1 eq). The 

resulting solution was stirred for 2h then a solution of I2 (2.66 g, 10.5 mmol, 1.2 eq) in degassed THF 

(10 mL) was added dropwise and the mixture was warmed to room temperature and stirred for 3 h. 

After the addition of aqueous saturated Na2S2O3 (3 mL) the solvent was evaporated and the product 

was dissolved in CHCl3 (10 mL) and washed with saturated Na2S2O3aq (2 x 10 mL) then H2O (2 x 10 

mL). The organic phase was dried over Na2SO4 and the solvents were evaporated. The crude product 

was purified by silica gel column chromatography (DCM/MeOH, 0 to 2 %) to give 18 as a white solid 

in 88 % yield (1.61 g).  

1H NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 6.97 (m, 2H), 3.54 (s, 3H). 

 

Zn(II) porphyrin 19 

 

 

 

 

 

 

To a three freeze-thaw cycles degassed solution of the TIPS protected Zn(II)porphyrin 8 (88 mg, 57.3 

μmol, 1 eq) in THF (15 mL) was added a solution of TBAF.3H2O (36.2 mg, 115 μmol, 2 eq) in THF (1 
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mL). The solution was stirred at room temperature for 20 min and the reaction was quenched with 

anhydrous calcium chloride (31.8 mg, 287 µmol, 5 eq). The solvent was evaporated and the crude 

product was rapidly purified by silica gel column chromatography (DCM/MeOH, 3 %) to give a green 

solid (70 mg). Due to its instability, the fully deprotected compound obtained as a green solid was 

used without delay for the next reaction. 

The deprotected porphyrin (70 mg, 57.3 μmol, 1 eq), 2-Iodo-1-méthyl-1H-imidazole 18 (35.7 mg, 

172 μmol, 3 eq), CuI (2.2 mg, 11.4 μmol, 0.2 eq) and Pd(PPh3)4 (13.2 mg, 11.4 μmol, 0.2 eq) were 

dried under vacuum at 40 °C for 30 min and then flushed with argon. A solution of distilled THF (5 

mL) and (iPr)2NH (1 mL) under argon degassed by three freeze-thaw cycles was then transferred via 

canula and the reaction mixture was stirred at 40 °C for 1 h. The solvents were evaporated and the 

crude product was purified by silica gel column chromatography (DCM/MeOH, 0 to 4 %) to give 19 

as a green solid in 78 % yield (62 mg). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3 + pyridine-d5, 298 K): δ (ppm) = 3.21 (s, 12H, H1), 3.39-3.41 (m, 8H, H2), 

3.52-3.55 (m, 8H, H3), 3.58-3.61 (m, 8H, H4) 3.67-3.69 (m, 8H, H5), 3.83-3.86 (m, 8H, H6), 4.07 (4, 6H, 

N-CH3), 4.21-4.23 (m, 8H, H7), 6.86 (t, 2H, 4J = 2.3 Hz, Hp), 7.03 (m, 2H, Hα or Hβ), 7.14 (m, 2H, Hα or 

Hβ), 7.27 (d, 4H, 4J = 2.3 Hz, Ho), 8.86 (d, 4H, 3J = 4.6 Hz, py2), 9.59 (d, 4H, 3J = 4.6 Hz, py1). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3 + pyridine-d5, 298 K): δ (ppm) = 33.71, 58.58, 67.43, 69.47, 70.19, 70.30, 

70.51, 71.54, 84.92, 96.12, 99.06, 100.63, 114.40, 121.64, 122.34, 129.78, 143.93, 149.69, 151.6, 

157.59. 

HR ESI-MS: m/z 691.2719 [M+ 2H]
2+

/2, (calcd 691.2721 for [C72H86N8O16Zn]2+/2). 

UV-Visible (DCM + 1 % pyridine): λmax (log ε) = 455 (5.49), 606 br, 661 (4.61) nm. 
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Free-base porphyrin 20 

 

 

 

 

 

 

 

To a solution of porphyrin 19 (20 mg, 14.5 μmol, 1 eq) in DCM (5 mL) was added TFA (250 μL) and 

the reaction mixture was stirred at room temperature overnight. The solution was washed with a 

saturated NaHCO3 solution (2 x 10 mL), dried over Na2SO4 and the solvents were evaporated. The 

crude product was purified by silica gel column chromatography (DCM/MeOH, 2 to 2.5 %) to give 

20 as a green solid in 99 % yield (19 mg). 

1H NMR (300 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = -2.08 (s, 2H, NH), 3.32(s, 12H, H1), 3.48-3.52 (m, 8H, H2), 

3.62-3.65 (m, 8H, H3), 3.68-3.72 (m, 8H, H4) 3.77-3.81 (m, 8H, H5), 3.94-3.97 (m, 8H, H6), 4.23 (4, 6H, 

N-CH3), 4.30-4.34 (m, 8H, H7), 6.96 (t, 2H, 4J = 2.3 Hz, Hp), 7.18 (d, 2H, 3J = 1.2 Hz, Hα or Hβ), 7.33 (d, 

2H, 3J = 1.2 Hz, Hα or Hβ), 7.36 (d, 4H, 4J = 2.3 Hz, Ho), 8.92 (d, 4H, 3J = 4.9 Hz, py2), 9.66 (d, 4H, 3J = 

4.9 Hz, py1). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 34.33, 59.16, 67.97, 69.95, 70.70, 70.81, 71.03, 72.03, 

86.42, 95.13, 99.73, 101.62, 114.66, 122.09, 122.33, 130.59, 133.29, 142.91, 158.31. 

HR ESI-MS: m/z 660.3153 [M+ 2H]
2+

/2, (calcd 660.3154 for [C72H88N8O16]2+/2). 

UV-Visible (DCM): λmax (log ε) = 448 (5.41), 601 (4.52), 690 (4.30) nm. 
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Photosensitizer PZn-imi  

 

 

 

 

 

 

 

To a solution of porphyrin 19 (25 mg, 18.1 μmol, 1 eq) in dry DMF (500 µL) was added MeI (100 μL, 

1.61 mmol, 89 eq) and the reaction mixture was stirred at room temperature overnight. The mixture 

was poured into diethyl ether and centrifuged, then the residual solid was dissolved in H2O and 

lyophilized to give PZn-imi as a green iodide salt in 76 % yield (19 mg). 

1H NMR (500 MHz, (CD3)2SO, 298 K): δ (ppm) = 3.18 (s, 12H, H1), 3.38-3.40 (m, 8H, H2), 3.50-3.52 (m, 

8H, H3), 3.55-3.57 (m, 8H, H4) 3.63-3.65 (m, 8H, H5), 3.84-3.86 (m, 8H, H6), 4.34-4.35 (m, 20H, N-CH3, 

H7), 7.08 (t, 2H, 4J = 2.2 Hz, Hp), 7.35 (d, 4H, 4J = 2.2 Hz, Ho), 8.08 (s, 4H, Hα and Hβ), 8.99 (d, 4H, 3J = 

4.6 Hz, py2), 9.66 (d, 4H, 3J = 4.6 Hz, py1). 

13C NMR (126 MHz, (CD3)2SO, 298 K): δ (ppm) = 36.49, 58.00, 67.69, 69.06, 69.59, 69.82, 70.01, 

71.24, 77.11, 95.81, 100.84, 114.45, 123.86, 124.45, 129.99, 143.02, 150.20, 151.12, 157.88. 

HR ESI-MS: m/z 705.2908 [M]
2+

/2, (calcd 705.2878 for [C74H90N8O16Zn]2+/2). 

UV-Visible (DMSO): λmax (log ε) = 455 (5.44), 664 (4.58) nm.  

UV-Visible (H2O, pH = 7.4)): λmax (log ε) = 452 (5.26), 664 (4.59) nm. 
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 Photosensitizer PH2-imi  

 

 

 

 

 

 

 

 

To a solution of porphyrin 20 (18 mg, 7.58 μmol, 1 eq) in dry DMF (500 µL) was added MeI (100 μL, 

1.61 mmol, 212 eq) and the reaction mixture was stirred at room temperature overnight. The 

mixture was poured into diethyl ether and centrifuged, then the residual solid was dissolved in H2O 

and lyophilized to give PH2-imi as a green iodide salt in 84 % yield (15 mg). 

1H NMR (500 MHz, (CD3)2SO, 298 K): δ (ppm) = -2.29 (s, 2H, NH), 3.16 (s, 12H, H1), 3.36-3.38 (m, 8H, 

H2), 3.49-3.51 (m, 8H, H3), 3.55-3.57 (m, 8H, H4) 3.63-3.65 (m, 8H, H5), 3.84-3.86 (m, 8H, H6), 4.34-

4.35 (m, 20H, N-CH3, H7), 7.11 (t, 2H, 4J = 2.3 Hz, Hp), 7.44 (d, 4H, 4J = 2.3 Hz, Ho), 8.11 (s, 4H, Hα and 

Hβ), 9.07 (d, 4H, 3J = 4.9 Hz, py2), 9.75 (d, 4H, 3J = 4.9 Hz, py1). 

13C NMR (126 MHz, (CD3)2SO, 298 K): δ (ppm) = 36.58, 57.98, 67.75, 69.04, 69.58, 69.82, 70.01, 

71.23, 77.91, 96.17, 101.42, 114.58, 123.35, 124.77, 129.60, 141.44, 158.16. 

HR ESI-MS: m/z 674.3334 [M]
2+

/2, (calcd 674.3310 for [C74H92N8O16]2+/2). 

UV-Visible (DMSO): λmax (log ε) = 445 (5.37), 598 (4.46), 689 (4.28) nm.  

UV-Visible (H2O, pH = 7.4): λmax (log ε) = 440 (4.26), 608 (4.15), 701 nm. 
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Pd(II) porphyrin 21 233 

 

 

 

 

 

 

 

To a three freeze-thaw cycles degassed solution of porphyrin 5 (20 mg, 18.0 µmol) in PhCN (3 mL) 

and DMF (1 mL) was added NaOAc (7.4 mg, 90.2 µmol, 5 eq) and PdCl2 (9.6 mg, 54.1 µmol, 3 eq). 

The reaction mixture was stirred at 150 °C for 4 h then the solvents were evaporated. The crude 

product was purified by silica column chromatography (DCM/MeOH, 0 to 1 %) to afford 21 as a pink 

solid in quantitative yield (22 mg). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K) : δ (ppm) = 3.31 (s, 12H, H1), 3.48-3.51 (m, 8H, H2), 3.61-3.64 (m, 

8H, H3), 3.67-3.71 (m, 8H, H4) 3.76-3.79 (m, 8H, H5), 3.92-3.95 (m, 8H, H6), 4.29-4.32 (m, 8H, H7), 

6.96 (t, 2H, 4J = 2.3 Hz, Hp), 7.40 (d, 4H, 4J = 2.3 Hz, Ho), 9.08 (d, 4H, 3J = 4.9 Hz, py2), 9.26 (d, 4H, 3J = 

4.9 Hz, py1), 10.24 (s, 2H, Hmeso). 

HR ESI-MS: m/z 630.2059 [M+ 2Na]
2+

/2, (calcd 630.2047 for [C60H76Na2N4O16Pd]2+/2). 

UV-Visible (DCM): λmax =408, 516, 546 nm. 
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Free-base porphyrin 22 

 

 

 

 

 

 

 

The same reaction conditions than for the synthesis of PS1 were used to obtain 22. 

The following quantities were used: 8 (73 mg, 47.5 μmol), DCM (10 mL), TFA (500 μL).  

The porphyrin 22 was obtained as a green solid in quantitative yield (70 mg). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K) : δ (ppm) = -2.17 (s, 2H, NH), 1.42-1.49 (m, 42H, (iPr)3-Si), 3.32 (s, 

12H, H1), 3.49-3.52 (m, 8H, H2), 3.63-3.66 (m, 8H, H3), 3.70-3.73 (m, 8H, H4) 3.78-3.82 (m, 8H, H5), 

3.95-3.98 (m, 8H, H6), 4.31-4.35 (m, 8H, H7), 6.96 (t, 2H, 4J = 2.3 Hz, Hp), 7.39 (d, 4H, 4J = 2.3 Hz, Ho), 

8.94 (d, 4H, 3J = 4.8 Hz, py2), 9.66 (d, 4H, 3J = 4.8 Hz, py1).  

UV-Visible (DCM): λmax = 436, 543, 585, 619, 680 nm. 
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Pd(II) porphyrin 23 233 

 

 

 

 

 

 

 

The same reaction conditions than for the synthesis of 21 were used to obtain 23.  

The following quantities were used: 22 (70 mg, 47.5 μmol, 1 eq), PdCl2 (25 mg, 143 µmol, 3 eq), 

NaOAc (19.5 mg, 238 µmol, 5 eq), PhCN (9 mL), DMF (3 mL).  

The porphyrin 23 was obtained as a light green solid in 80 % yield (60 mg). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K) : δ (ppm) = 1.40-1.48 (m, 42H, (iPr)3-Si), 3.32 (s, 12H, H1), 3.48-3.51 

(m, 8H, H2), 3.62-3.65 (m, 8H, H3), 3.68-3.72 (m, 8H, H4) 3.77-3.80 (m, 8H, H5), 3.92-3.96 (m, 8H, H6), 

4.28-4.31 (m, 8H, H7), 6.93 (t, 2H, 4J = 2.2 Hz, Hp), 7.32 (d, 4H, 4J = 2.2 Hz, Ho), 8.90 (d, 4H, 3J = 4.9 Hz, 

py2), 9.61 (d, 4H, 3J = 4.9 Hz, py1).  

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 11.93, 19.20, 59.13, 67.96, 69.93, 70.69, 70.80, 71.02, 

72.02, 99.48, 101.69, 103.20, 107.77, 114.19, 122.84, 130.60, 132.06, 141.50, 142.93, 144.06, 

158.27. 

HR ESI-MS: m/z 1575.7045 [M+ H]+, (calcd 1575.7032 for [C82H177N4O16PdSi2]+). 

UV-Visible (DCM): λmax = 436 (5.45), 550 (4.20), 587 (4.54) nm. 
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Pd(II) porphyrin 25 

 

 

 

 

 

To a degassed solution of 23 (22 mg, 14.0 μmol, 1 eq) in THF (5 mL) was added a solution of 

TBAF.3H2O (4.2 mg, 14.0 μmol, 1 eq) in THF (1 mL). The solution was stirred at room temperature 

for 30 min, the formation of 24 was monitored by TLC and then the reaction was quenched with 

anhydrous calcium chloride (4.7 mg, 43.4 µmol, 3 eq). The solvent was partially evaporated and due 

to its instability, the deprotected compound 24 was used without delay for the next reaction. After 

the addition of (iPr)2NH (0.5 mL) to the mixture containing 24, the reaction medium under argon 

was degassed by three freeze-thaw cycles. Then, 2-iodo-5-nitrothiophene 12 (10.9 mg, 42.7 μmol, 

3 eq), CuI (0.54 mg, 2.85 μmol, 0.2 eq) and Pd(PPh3)4 (3.3 mg, 2.85 μmol, 0.2 eq) were added. The 

reaction mixture was stirred at 40 °C for 2 h. The solvents were evaporated and the crude product 

was purified by silica gel column chromatography (DCM/MeOH, 0 to 2.5 %) to give 25 as a green 

solid in 89 % yield (19 mg). 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 298 K) : δ (ppm) = 3.32 (s, 12H, H1), 3.50-3.53 (m, 8H, H2), 3.63-3.66 (m, 

8H, H3), 3.69-3.73 (m, 8H, H4) 3.78-3.82 (m, 8H, H5), 3.95-3.98 (m, 8H, H6), 4.31-4.34f (m, 8H, H7), 

6.98 (t, 2H, 4J = 2.2 Hz, Hp), 7.34 (d, 4H, 4J = 2.2 Hz, Ho), 7.38 (d, 1H, 3J = 4.2 Hz, Ha), 7.87 (d, 1H, 3J = 

4.2 Hz, Hb), 8.90 (d, 4H, 3J = 4.9 Hz, py2), 9.36 (d, 4H, 3J = 4.9 Hz, py1). 

13C NMR (126 MHz, CDCl3, 298 K): δ (ppm) = 59.16, 68.01, 69.96, 70.72, 70.82, 71.04, 72.04, 88.68, 

99.74, 101.01, 101.73, 114.32, 123.87, 128.80, 130.00, 130.83, 130.99, 132.62, 141.80, 142.35, 

143.24, 150.89, 158.42. 

HR ESI-MS: m/z 1517.3852 [M+ H]
+
, (calcd 1517.3842 for [C72H79N6O20Pd S2]+). 

UV-Visible (DCM): λmax = 461 (5.31), 567 br, 626 (4.83) nm. 
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Résumé 

L’objectif de cette thèse a été de synthétiser, caractériser et évaluer l’activité de nouveaux agents 
photoactivables dans le proche-IR pour la thérapie photodynamique antibactérienne (aPDT). Ces agents sont 
constitués d’un photosensibilisateur (PS) porphyrinique fonctionnalisé lié de façon covalente à un peptide 
antimicrobien (AMP) cationique dans le but d’obtenir des traitements sélectifs vis-à-vis des bactéries. 
L’association du PS avec les AMP sélectionnés, le PGLa ou un dérivé de cateslytine, a permis d’obtenir des 
conjugués amphiphiles solubles dans l’eau fluorescents et produisant de l’oxygène singulet. Les tests aPDT 
réalisés sur des bactéries à Gram positif (S. aureus) et des bactéries à Gram négatif (E. coli) ont mis en évidence 
la forte photoactivité des conjugués à de faibles concentrations après excitation dans la fenêtre thérapeutique 
optique. Les porphyrines et les peptides seuls n’exercent aucune activité dans les conditions expérimentales 
testées, démontrant ainsi l’intérêt de lier ces deux molécules. Par ailleurs, les tests réalisés sur les kératinocytes 
ont montré une absence de toxicité et de phototoxicité des conjugués à 1 µM vis-à-vis de ces cellules 
eucaryotes épidermiques alors que la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) est atteinte. 
Enfin, des PS cationiques constitués d’une porphyrine liée à deux unités imidazolium ont été synthétisés et leur 
activité photobactéricide sur les bactéries S. aureus a été démontrée.  

Mots clés : Porphyrine, Photosensibilisateur, aPDT, Peptide antimicrobien, PGLa, Cateslytine, Conjugué 
porphyrine-peptide, Bactéries à Gram positif, Bactéries à gram négatif. 

 
 
 

Résumé en anglais 

The aim of this thesis was to synthesize, characterize and evaluate the activity of new photoactivable agents in 
the near IR for antibacterial photodynamic therapy (aPDT). These agents are composed of a functionalized 
porphyrinic photosensitizer (PS) covalently linked to a cationic antimicrobial peptide (AMP) to improve the 
selectivity of treatments towards bacteria. 
The association of the PS with the selected AMP, PGLa or a derivative of cateslytin, leads to amphiphilic 
conjugates soluble in water which can emit fluorescence and produce singlet oxygen. The aPDT tests performed 
on Gram-positive bacteria (S. aureus) and Gram-negative bacteria (E. coli) showed the strong photoactivity of 
the conjugates at low concentrations after excitation in the therapeutic window. The porphyrins and peptides 
alone display no activity in the experimental conditions which demonstrates the interest linking these two 
molecules. Furthermore, tests carried out on keratinocytes showed an absence of toxicity and phototoxicity of 
the conjugates at 1 µM towards these eucaryotic cells whereas the Minimal Bactericidal Concentration (MBC) 
is reached. 
Finally, cationic PS composed of a porphyrin linked to two imidazolium groups were synthesized and the 
evaluation of their biological activity has highlighted their photobactericidal activity on S. aureus. 

Keywords: Porphyrin, Photosensitizer, aPDT, Antimicrobial peptide, PGLa, Cateslytin, Conjugate porphyrin-
peptide, Gram-positive bacteria, Gram-negative bacteria. 


