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“Bacteria have been around for billions of years. Then we steal some antibacterial drugs from

fungi and think we can do us in for good.”

% Stephen Jay Gould (1941-2002; Evolutionary biologist)
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Introduction générale

L'une des menaces émergentes les plus graves pour la santé humaine est la résistance aux
traitements antimicrobiens, c'est-a-dire la capacité des micro-organismes a survivre a un
traitement chimiotoxique auquel ils étaient initialement sensibles. L’'exemple le plus frappant
est la résistance des bactéries aux antibiotiques. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS), au moins 700 000 personnes meurent chaque année d'infections causées par des
bactéries multi-résistantes (MDR). Des estimations similaires indiquent que ce nombre pourrait
atteindre 10 millions d'ici 2050 si aucune action n'est entreprise pour contrer ce probléme
d’antibiorésistance [1]. L’émergence de bactéries MDR est accompagnée avec un déclin
progressif des programmes de recherche pour la découverte et le développement de
nouveaux agents antimicrobiens [2]. Ainsi, le développement de thérapies alternatives

immunisées contre la résistance bactérienne devient crucial.

Parmi les alternatives, la chimiothérapie photodynamique antimicrobienne (PACT,
PhotoAntimicrobial ChemoTherapy) est récemment apparue comme l'une des stratégies
thérapeutiques qui pourraient permettre d'améliorer les traitements contre les bactéries
multirésistantes. La PACT est une thérapie antimicrobienne trés prometteuse qui s'est avérée
efficace contre les micro-organismes, a savoir les bactéries & Gram positif et a Gram négatif,
ainsi que les champignons, les virus et les parasites [3-6]. Dérivée de la thérapie
photodynamique anticancéreuse (PDT, PhotoDynamic Therapy), la PACT nécessite la
présence simultanée d'un photosensibilisateur (PS), d'une source de lumiere et d'oxygéne
moléculaire. Lorsqu'il est irradié, le PS excité peut produire de I'oxygene singulet (*O,) par
transfert d'énergie, ou des radicaux d'oxygene tels que I'anion superoxyde (O,™) par transfert
d'électrons. Ces espéces cytotoxiques a courte durée de vie peuvent rapidement réagir avec
différents substrats moléculaires (protéines, lipides, acides nucléiques, métabolites) et causer
des dommages cellulaires, qui peuvent finalement conduire a la mort cellulaire. Le nombre et
la diversité des cibles cellulaires limitent considérablement I'augmentation des souches
bactériennes qui résistent a ce traitement [7,8]. La PACT est une stratégie thérapeutique non
invasive, et a une action rapide. De plus, la PACT ne semble pas induire la mise en place de
mécanismes de résistance par les bactéries, ce qui en fait une alternative attrayante, par
exemple, aux traitements conventionnels des infections des plaies. Cependant, I'utilisation
clinigue de la plupart des PS existants a été gravement entravée par plusieurs facteurs,
notamment leur faible solubilité dans I'eau et leur manque de sélectivité vis-a-vis des cellules

bactériennes [9,10].

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

résultats obtenus en PACT, afin de valoriser cette technique en tant que solution viable face
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aux infections bactériennes. Afin de pallier certains problemes liés aux porphyrines en tant que
photosensibilisateurs trés étudiés dans la PACT, nous nous sommes intéressés, au cours de
ce travail, a deux stratégies pour l'optimisation de cette thérapie. La premiére consiste a
coupler une porphyrine a des dérivés de maltodextrines utilisés récemment comme agent de
ciblage bactérien pour limagerie médicale [11-13], afin d’améliorer la sélectivité de la
porphyrine vis-a-vis les cellules bactériennes. La deuxiéme stratégie vise a incorporer des
porphyrines dans des hydrogels a base de xylane, un biopolymére naturel, non toxique,
biocompatibles et biodégradable [14]. La capacité des hydrogels a absorber de grandes
guantités d'eau ou de fluides biologiques, leur grande perméabilité a I'oxygene et la diversité
de leurs structures en font une bonne formulation pour la PACT et ouvrent de nouvelles
perspectives pour le traitement des infections dans les plaies, les procédures post-
chirurgicales, les brQlures, les implants dentaires et orthopédiques [15-18].

Aprés un état de I'art relatif d’'une part aux infections bactériennes et d’autre part a la PACT
nous discuterons les différents travaux menés au cours de cette thése sous la forme de deux
chapitres. L’'un est dédié a la synthese, la caractérisation et I'évaluation biologique de deux
conjugués, composé d’'une mésoporphyrine reliée par une chaine tétraéthyléne glycol avec un
maltooligosacharide (maltohexaose ou maltotriose). L’autre chapitre porte sur I'incorporation
des porphyrines dans des hydrogels a base de xylane. Pour cela, trois voies ont été explorées.
Dans une premiére approche, I'’hydrogel a été synthétisé d’abord par réticulation de xylane
avant de le charger par une porphyrine cationique. Dans la deuxiéme approche, les
porphyrines sont fixées d’abord par liaisons covalentes sur le xylane, puis les hydrogels ont
été obtenus a partir de ces xylanes fonctionnalisés par un agent de réticulation. Dans la
derniére méthode, I'’hydrogel est obtenu directement par une réticulation directe du xylane par

les porphyrines.
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Chapitre I. Etat de Iart

A. Les infections bactériennes
. Les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires qui ne possédent pas de noyau et
dont le génome est constitué d’ADN. La plupart des bactéries ont une taille variant de 1 a 10
pum, un diamétre compris entre 0,5 et 1,5 um et des volumes bactériens allant donc de 0,02 a
400 um3[19]. Pourtant, des cas extrémes existent comme Thiomargarita namibiensis dont la
taille peut atteindre 750 um, et peuvent donc étre visibles a I'ceil nu, ou a I'opposé Francisella
tularensis, qui a une taille de 0,2 um [20,21]. L'un des nombreux avantages de leur petite taille
est la capacité a détecter immédiatement les changements environnementaux qui manguent
aux grands organismes multicellulaires. Les bactéries doivent seulement avoir une taille pour
contenir leurs enzymes, protéines et machineries génétigues vitales. Leur architecture simple
permet une reproduction rapide, ce qui facilite leur adaptation aux changements
environnementaux. Le métabolisme bactérien est un modeéle d'efficacité en raison d'un grand
rapport surface-volume [19]. Aucune partie d'une cellule bactérienne n'est trés éloignée de la
surface ou les échanges nutritionnels ont lieu. La petite taille contribue ainsi au développement

de populations bactériennes massives qui dépassent les populations de tout autre biote.
I.1. Structures des bactéries

Les bactéries sont entourées par une paroi qui leur donne une forme et les protege des
agressions externes. Le contenu de la bactérie est appelé cytoplasme. On y retrouve
notamment les protéines, les enzymes, les nutriments et toutes les molécules nécessaires a
la survie de la bactérie. Ces procaryotes posseédent un matériel génétigue généralement
unique et circulaire qui porte la majorité des génes. Certains génes ayant des fonctions
particulieres comme la résistance aux antibiotiques ou pour I'adaptation physiologique au
milieu par exemple, sont cependant localisés sur des petites sections d'ADN circulaire libres
appelées plasmides. Dans le cytoplasme, on y retrouve les ribosomes participant a la
traduction des ARNm (ARN messager) en protéines. Selon les bactéries, des flagelles (ou des

cils) peuvent émaner du cytoplasme, permettant la mobilité de la bactérie (Figure 1).
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Figure 1 : Exemple d’une structure bactérienne [22].

Les bactéries présentent une grande diversité de morphologies cellulaires. La plupart des
bactéries ont une forme soit sphérique, appelées coques (du grec kékkos, grain), soit en forme
de batonnet, appelées bacilles (du latin baculus, baton), soit en forme hélicoidale, appelées
spirilles. Il existe également des formes intermédiaires appelés les coccobacilles. Le mode
d'arrangement des cellules bactériennes est aussi une caractéristique qui permet de distinguer
les bactéries. Plusieurs espéces bactériennes peuvent étre observées sous forme unicellulaire
isolée, alors que d'autres especes sont associées entre elles. Ces dernieres peuvent étre
associées en paires (diplocoques) comme les Neisseria, en chainette comme les

streptocoques ou en amas comme les staphylocoques. La grande diversité de forme est

déterminée par la paroi cellulaire et le cytosquelette (Figure 2).
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Figure 2 : Différentes formes de bactéries [23].

|.2. Parois bactériennes

Un élément important de la structure des bactéries est leur paroi cellulaire, qui leur confére
leur forme et les protége des variations de pression osmotique. La paroi cellulaire est
notamment formée d'un polymére appelé peptidoglycane constitué de 2 éléments principaux :
une partie glucidique (polysaccharide) et d'une partie peptidique. Le polysaccharide est un
polymeére fait d’'une alternance de N-acétylglucosamine et d’acide N-acétylmuramique. La
partie peptidique est constituée de chaines peptidigues composées de 4 acides aminés : une
L-alanine en position 1, un D-glutamate en position 2, un acide diamino-pimélique, une lysine
Ou un autre acide aminé en position 3, et la D-alanine en position 4. Ces deux parties sont liés

par des ponts interpeptidiques.

La distinction entre les bactéries Gram positif et Gram négatif repose sur la différence de
composition pariétale (Figure 3). La paroi des bactéries Gram positif est essentiellement
constituée de peptidoglycanes (entre 15 et 80 nm d’épaisseur) dans lesquels sont présents

des polyméres amphiphiles spécifiques aux bactéries Gram positif : les acides téichoiques
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(TA) et les acides lipotéichoiques (LTA). Chez les bactéries Gram négatif, une deuxiéme
membrane phospholipidique est présente. Sur cette derniére, de nombreux polyméres dont
des lipopolysaccharides (LPS) sont greffés. Ces derniers jouent un réle essentiel dans la
reconnaissance antigénique et offrent un fort caractére anionique a la bactérie. De plus, la lyse
de la bactérie permet le relargage de LPS qui, en tant qu’endotoxines, peuvent étre a l'origine

de réactions inflammatoires.

Gram positif Gram négatif

acide lipoteichoique

lipopolysaccharide

porines phospholipides

membrane
externe

membrane
plasmique

lipoprotéines

A
protéines /

membranaires
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\

protéine membranaire

Copyright © The McGraw-Hill C Inc. F i Qi for reproduction or display.

Figure 3 : Structures de la paroi protégeant la membrane plasmique chez les bactéries Gram négatif
et Gram positif [24].

La présence de la protection supplémentaire offerte par la membrane externe et d’'un espace

périplasmique plus large constitue une barriére pour les molécules hydrophiles comme les

béta-lactamines ou fluoroquinolones. En effet, certaines souches Gram négatif se sont

montrées insensibles a des traitements efficaces sur les bactéries Gram positif [25].
I.3. La croissance bactérienne

La notion de croissance bactérienne recouvre a la fois 'augmentation du volume de la cellule
bactérienne, et le phénomene de division cellulaire (population). On assimile souvent la
croissance a la division cellulaire. Les bactéries se multiplient par scissiparité : deux bactéries
sont obtenues a partir d’'une cellule mére et sont identiques a cette derniére. La croissance

bactérienne est fortement influencée par les conditions physicochimiques de I'environnement
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(présence de nutriments, d’agents antibactériens, température, pH, luminosité, atmospheére,

).

In vitro, la croissance bactérienne dans un milieu nutritif peut étre caractérisée par 6 phases
(Figure 4) :

e Phase de latence : Durant cette phase, le taux de croissance correspondant au nombre
de division par unité de temps est nul. La bactérie s’adapte au milieu de culture en

synthétisant les enzymes adaptées aux nutriments du nouveau substrat de culture.

e Phase d'accélération : les bactéries métabolisent les nutriments apportés par le milieu

de culture et elles commencent a se diviser.
e Phase exponentielle de croissance : les bactéries se multiplient a grande vitesse.

e Phase de décélération ou ralentissement : la croissance ralentit progressivement a

cause de la saturation de bactéries ou d’'un manque de nutriments.

e Phase stationnaire : le taux de croissance devient nul. Les bactéries qui se multiplient

compensent celles qui meurent.

e Phase de déclin : le nombre d’organismes viables diminue a cause de I'épuisement du

milieu de culture et une accumulation des déchets.
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Figure 4 : Courbe de la croissance bactérienne [26].

Dans la nature, les bactéries alternent entre deux modes de croissance : une phase de vie
unicellulaire, dans laquelle les cellules « nagent » librement (état planctonique), et une phase
de vie multicellulaire, dans laquelle les cellules sont sessiles et vivent dans une structure
communautaire appelée « biofilm ». Le biofilm peut étre défini sous forme de structures
microbiennes hétérogénes associées a la surface comprenant différentes populations de
micro-organismes entourées d'une matrice auto-produite (matrice d’exopolysaccharides ou
EPS) qui permet leur adhésion sur des surfaces inertes ou organiques. Alors qu'une phase de
vie unicellulaire permet la dispersion bactérienne et la colonisation de nouveaux
environnements, les biofilms permettent aux cellules sessiles de vivre de maniere coordonnée
et plus permanente favorisant leur prolifération [27]. La formation d’un biofilm se déroule en 5

étapes (Figure 5) :
e Adhérence réversible (1) : les bactéries planctoniques adherent a la surface.

e Adhésion irréversible (2) : 'adhésion devient irréversible grace a la production de
protéines spécifiques et/ou de la formation de structures telles que les pili.

e Formation de micro-colonies (3) : les bactéries se multiplient fortement afin de pouvoir
sécréter activement le biofilm.

e Maturation du biofilm (4) : La sécrétion de la matrice extracellulaire offre un milieu
propice a la croissance bactérienne, et le biofilm devient ainsi macroscopique.
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e Propagation du biofilm (5) : Certaines bactéries se séparent du biofilm, a cause de leur
vieillissement ou de différents stress physiques, et retournent a I'état planctonique. Ces

dernieres peuvent ainsi coloniser de nouvelles surfaces.

Figure 5 : Cycle de formation d'un biofilm [28].

Les biofilms ont suscité un intérét tout particulier lorsqu’il a été démontré qu’ils étaient
impliqgués dans pres de 60% des infections bactériennes [29]. lls sont particulierement
résistants grace a la matrice composée d’exopolysaccharides, de protéines et glycoprotéines.
En effet, cette agrégation de bactéries est dix a mille fois moins sensible a la majorité des

antibiotiques et autres biocides que les bactéries a I'état planctonique [30,31].
I.4. Pathogénése bactérienne

Toutes les bactéries ne sont pas pathogenes, mais de hombreuses maladies bien connues
sont causées par des infections bactériennes. La tuberculose, le choléra, la peste, la
gonorrhée, la syphilis, la fievre rhumatismale, le typhus et la fievre typhoide, etc. font partie
des maladies trés graves causées par des bactéries pathogénes. La capacité d'un agent
microbien a provoquer une maladie est appelée « pathogénicité », et le degré auquel un
organisme est pathogéne est appelé « virulence ». La relation héte-bactérie dépend de la
souche microbienne, de sa virulence, de sa résistance, de la quantité d’agents et du systéme
de défense de I'héte. Elle peut aussi étre considérée comme une compétition par rapport aux

ressources disponibles.
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Pour provoquer une maladie, la bactérie pathogéne doit pouvoir pénétrer dans I'héte, se rendre
a I'endroit ou il peut établir une infection, échapper ou surmonter la réponse immunitaire de
I'héte et provoquer des dommages pour I'héte. Dans de nombreux cas, le cycle est terminé
lorsque l'agent pathogéne quitte I'hdte et est transmis a un nouvel héte. La pathogenése
microbienne (Figure 6) commence par l'exposition et 'adhérence puis I'adhésion des micro-
organismes sur un tissu organique. Une fois I'adhésion réussie, l'invasion peut se poursuivre.
L'invasion implique la pénétration et la dissémination d'un agent pathogéne dans les tissus
locaux ou dans le corps. Apres l'invasion, une multiplication réussie de l'agent pathogéne
conduit a une infection. En plus de cette colonisation, certaines bactéries produisent des
substances toxiques appelées bactériotoxines, induisant une cytotoxicité chez les cellules de
'héte. On distingue les exotoxines, sécrétées par les bactéries, principalement par des
bactéries Gram positif et les endotoxines comme les LPS, constituants de la paroi des
bactéries Gram négatif.

( 1 TOXICITE
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Figure 6 : Les étapes de la pathogenése microbienne [19].
II. Les moyens de lutte contre les infections bactériennes

Les antimicrobiens en général et les antibactériens en particulier sont probablement I'une des
formes de chimiothérapie les plus efficaces de I'histoire de la médecine. Il n'est pas nécessaire
de répéter ici combien de vies ils ont sauvé et dans quelle mesure ils ont contribué a la lutte
contre les maladies infectieuses qui étaient les principales causes de morbidité et de mortalité
humaines pendant la plus grande partie de I'existence humaine. Dans cette partie, nous nous
proposons de suivre le cheminement de I'évolution des antibactériens jusqu’aux derniéres

actualités.
[I.1. Les premiers traitements

Il existe de bonnes preuves historiques que les civilisations anciennes utilisaient une variété
de traitements naturellement disponibles contre les infections bactériennes, par exemple des

herbes, du miel et méme des excréments d'animaux. Dans I'ancienne Serbie, la Chine et la
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Gréce, du vieux pain moisi était pressé contre les plaies pour prévenir l'infection. En Egypte,
des croltes de pain de froment moisies ont été appliquées sur les infections pustuleuses du

cuir chevelu [32].

La découverte de petites créatures vivantes ou « animalcules» par Antonie van Leeuwenhoek
en 1673 - a l'aide d'un microscope qu'il a congu - a permis de débuter I'étude de la bactériologie
[33]. A la fin des années 1800, Robert Koch et Louis Pasteur ont pu établir I'association entre
les especes individuelles de bactéries et la maladie par propagation sur des milieux artificiels
et chez les animaux. La propagation de la gonorrhée et de la syphilis a incité a davantage
d'expérimentation de traitements possibles, en particulier parmi les classes supérieures. Les
métaux lourds tels que l'arsenic, le bismuth et le mercure ont tous été essayés, ils étaient
administrés soit par voie systémique, soit localement [34]. Bien que les symptdmes se soient
améliorés, l'administration et les effets secondaires se sont souvent avérés pires que la

maladie.

Ce n'est que lorsque Paul Ehrlich commenca a travailler sur les effets antibactériens des
colorants que I'ére moderne de la chimiothérapie antimicrobienne a vraiment commencé. Son
premier succes (1907) fut I'utilisation d’'un colorant, le Rouge Trypan (Figure 7-a), dans le
traitement de la trypanosomiase (Maladie du sommeil) provoquée par une infection par un
trypanosome transmis par la piqQre de la mouche tsé-tsé. Ce fut la le premier médicament
résultant d’'une recherche planifiée. Il synthétisa et expérimenta plus de neuf cents dérivés. Le
dérivé 606 (nom commercial Salvarsan) (Figure 7-b) fut introduit en 1911 pour traiter la
syphilis. 1l se révéla d'une trés grande efficacité. Son produit resta pendant une dizaine

d’années le traitement de référence [35].

NaO3S
HoN
0 N\ H2N SO3Na
\
O o yrna{_)or
NaOsS  NH, N

NaO3;S NH,

Rouge Trypan Salvarsan

SO;Na

Figure 7 : Structure du Rouge Trypan (a) et du Salvarsan (b).

En 1935, le Prontosil (Figure 8) a été découvert par Gerhard Domagk. Cet agent sulfamidé a
été le premier médicament efficace contre les infections dues aux bactéries Gram positif (dont
les streptocoques et les méningocoques) et a eu un succés commercial. Ce succes a

également conduit a la découverte d'autres médicaments basés sur le groupe sulfonamide.
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En plus de la classe des sulfamides elle-méme, cela comprend des antimycobactériens
importants tels que les classes de sulfones et de thiosemicarbazides, respectivement pour la

maladie de Hansen et la tuberculose [36].
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Figure 8: structure du Prontosil.

[I.2. L’age d’or des antibiotiques

Initialement, les antibiotiques étaient définis comme des substances produits par des micro-
organismes capables de tuer ou d’inhiber la croissance d’autres micro-organismes. Aprés leur
découverte et leur commercialisation, ils peuvent étre d'origine naturelle, modifiés

chimiquement (semi-synthétique) ou totalement synthétisés [19].

Le premier antibiotique identifié fut la pénicilline (Figure 9-a) par Sir Alexander Fleming qui
s’apercut en 1928 que certaines de ses cultures bactériennes dans des boites oubliées avaient
été contaminées par les expériences de son voisin de paillasse étudiant le champignon
Penicillium notatum et que celui-ci inhibait leur croissance. Il émit I'hypothése que ce
champignon secrétait une substance antibactérienne, appelée Pénicilline. Mais I'importance de
cette découverte, ses implications et ses utilisations médicales ne furent pas comprises et
élaborées car I'antibiotique était impur, instable et difficile & produire. Il fallut attendre les

travaux de Chain et Florey en 1938 pour obtenir la cristallisation de la pénicilline.

(b)
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Pénicilline Streptomycine

Figure 9 : a) Formule générale des Pénicillines b) Structure de la streptomycine
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La découverte de cette molécule a stimulé la recherche d’autres antibiotiques. En 1944,
Selman Waksman a pu isoler une nouvelle substance, la streptomycine (Figure 9-b), produite
par I'actinomycéte Streptomyces griseus puis démontrer une efficacité sur les bactéries Gram
positif et certaines bactéries Gram négatif, insensibles a la pénicilline. Cette molécule fut
également le premier antibiotique capable de traiter avec succés la tuberculose. Ces deux
antibiotiques ont marqué le début de « I'ére des antibiotiques ». Moins d'une décennie aprés
la Seconde guerre mondiale, un certain nombre d'antibiotiques importants ont été découverts
et développés a des fins thérapeutiques. lls sont devenus la base du traitement des maladies
infectieuses. Combiné a l'introduction d'une meilleure hygiene, ceci a conduit a une réduction
spectaculaire de la morbidité et de la mortalité dues aux infections bactériennes dans le

monde.

Ainsi, la période de 1950 a 1960 est considérée comme l'dge d'or de la découverte
d'antibiotiques, car la moitié des médicaments couramment utilisés aujourd’hui ont été
découverts au cours de cette période. Malheureusement, I'utilisation croissante et excessive
d'antibiotiques a des fins humaines et non thérapeutiques chez les animaux a conduit tres tét

a I'émergence de souches bactériennes résistantes [37].
[1.3. L'émergence des souches résistantes aux antibiotiques

Dés le début de I'utilisation clinique des antibiotiques, des souches bactériennes résistantes a
ces substances sont apparues. En effet, Sir Fleming lancait déja un avertissement face a une
utilisation excessive de la pénicilline dés 1945 lors de son discours d’acceptation du prix Nobel.
Pour chaque nouvelle classe d’antibiotiques développée et commercialisée, des souches
bactériennes résistantes ont émergé. Ce phénoméne a été amplifié par I'utilisation abusive

des antibiotiques depuis plus d’un demi-siécle.

Paradoxalement, en concomitance avec I'émergence et de la diffusion de résistances aux
antibiotiques, la découverte de nouveaux antibiotiques a considérablement ralenti (Figure 10).
Presque toutes les grandes sociétés pharmaceutiques se sont retirées ou ont
considérablement réduit leurs programmes de recherche et développement d'antibiotiques au

cours des deux dernieres décennies, et la sortie du marché se poursuit activement.
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Figure 10 : Nombre d'agents antibactériens approuvés par I'agence américaine des produits
alimentaires et médicamenteux (FDA) par période de 5 ans [38].

Les bactéries peuvent ainsi étre naturellement ou devenir résistantes a un ou a plusieurs
antibiotiques. Si la bactérie devient résistante a au moins trois classes majeures
d’antibiotiques, nous parlons donc de souche multi-résistante (MDR, Multi Drug Resistant)
[39]. Ce probleme de multi-résistance est particulierement présent dans les hopitaux.
Découvertes en 1961, les souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline
(SARM ou MRSA, Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus), sont responsables
d’infections pulmonaires, osseuses et de septicémies [40]. La vancomycine a montré une
efficacité contre les SARM, jusqu’a ce que, a son tour, des souches résistantes a la
vancomycine furent identifiées a partir de 1997 [41]. En fait, la résistance a la vancomycine fut
découverte pour la premiére fois en 1986 avec les entérocoques résistants a la vancomycine
(ERV ou VRE, Vancomycin Resistant Enterococcus) [42]. Les ERV sont une cause fréquente
d'infections nosocomiales et sont également associés a des infections des voies urinaires, des
infections de la circulation sanguine nosocomiales, a une endocardite, des abcés abdominaux
et pelviens et une parodontite chronique [43]. En 2010, 'enzyme MBL (Metallo-B-lactamases)
est découverte chez une souche de Klebsiella pneumoniae qui la protége contre la plupart des

antibiotiques connus [44].

On estime que d'ici 2050, il n'y aura plus d'antibiotique efficace disponible, si aucun nouveau
médicament n'est développé ou découvert [45]. Il est donc nécessaire d’explorer de nouvelles
stratégies antimicrobiennes alternatives efficaces contre les bactéries multi-résistantes qui si

possible n‘encourageront pas le développement de résistances.

Abdechakour ELKIHEL | Thése de doctorat | Université de Limoges | 15
Licence CC BY-NC-ND 3.0



[l.4. Les nouveaux agents antibactériens

Plusieurs alternatives aux traitements antibiotiqgues ne sont pas nouvelles, mais leur utilisation
a été éclipsée principalement pour deux raisons : une compréhension insuffisante des
chercheurs de leur potentiel au moment de sa découverte et I'avénement des antibiotiques.
Nous nous proposons de présenter brievement quelgues exemples des stratégies alternatives

aux antibiotiques.

Les bactériophages : Les bactériophages ont été identifiés pour la premiére fois en 1915 et

ont été utilisés comme agents antimicrobiens a partir de 1919 [46]. Malgré leurs succeés initiaux
et leur application généralisée, leur efficacité est restée controversée. Bien qu'ils aient été
remplacés par des antibiotiques dans les pays occidentaux, les bactériophages sont restés
une approche thérapeutique courante dans certaines parties de I'Europe de I'Est (notamment
en Géorgie), ou ils sont toujours utilisés [47]. Les bactériophages sont des virus qui infectent
uniquement les bactéries et se multiplient en utilisant les métabolites bactériens. Une fois,
I'héte microbien infecté, les bactériophages entrainent la lyse de la bactérie ou un cycle
lysogénique qui peut conduire aussi a la destruction de la bactérie en cas de stress ou de
dommage cellulaire. Il a été bien établi que les phages peuvent tuer les bactéries qui sont
résistantes a la plupart ou a tous les antibiotiques modernes a large spectre. Cet effet a été
démontré a la fois in vitro et in vivo et reflete le fait que les mécanismes de destruction des
bactéries par les phages différent radicalement de ceux des antibiotiques [48,49]. Ces virus
sont trés spécifiques a certaines bactéries ce qui en fait des armes trés intéressantes dans le
cas d’infections. Malheureusement, une de leurs limites est leur difficulté a cibler des souches
spécifiques, car le spectre d’activité d’'un bactériophage est trés réduit et il est donc nécessaire

d’identifier la souche infectieuse avant tout traitement.

Les peptides antimicrobiens (PAM) : Les PAM sont de petites molécules biologiques (<10

kDa) avec une activité antimicrobienne directe fournissant une défense microbienne efficace
pour tous les organismes, des bactéries jusqu'aux mammiféres [50]. Les bactériocines sont
un sous-groupe spécifique de PAM qui sont produites par les bactéries elles-mémes et qui
sont actives contre d'autres bactéries [50]. En plus d’avoir des spectres d’activité intéressants,
les PAM ont montré un effet synergique avec certains antibiotiques et une efficacité sur les
biofilms. On peut citer le peptide LL-37 (ou CAP-18, Cathelicidin Antimicrobial Peptide 18),
membre de la famille des cathélicidines retrouvées chez les vertébrés. Ce peptide produit par
les macrophages, les cellules NK (Natural Killer), et les cellules épithéliales de la peau a
montré la capacité d’inhiber la formation des biofilms de Francisella novicida, S. aureus, P.
aeruginosa, Burkholderia cenocepacia et Listeria monocytogenes [51-54]. Ce PAM a
également montré une activité contre les biofilms préformés de P. aeruginosa. Il a réduit
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I'épaisseur du biofilm de 60% et a détruit les structures des microcolonies des biofilms traités
[53]. Cependant la nature protéinique des PAM les rend vulnérables aux enzymes
protéolytiques réduisant leur activité. Par exemple, S. aureus sécréte une métalloprotéase,
l'auréolysine, qui inactive par clivage la cathélicidine humaine LL-37 [55]. De méme, Yersinia
pestis et Streptococcus pneumoniae libérent des protéases pouvant participer a leur protection
contre les PAM cationiques. De plus, I'existence d’'une activité hémolytique pourrait étre un
frein majeur au développement de ces molécules [56,57]. Pour contourner ces problemes, les
chercheurs encapsulent ou modifient chimiquement les PAM afin d’'éviter l'action des

protéases [58].

Les nanoparticules (NP) métalligues et d'oxyde métalligue : Différents types de NP a base

de métal ont démontré une activité antimicrobienne au cours des derniéres années. Nous
pouvons citer les NP d'argent, considérées comme |'une des NP métalliques antimicrobiennes
les plus intéressantes en raison de leur haute efficacité contre les bactéries, les champignons
et les virus [59,60]. Leur activité antimicrobienne élevée permet une utilisation dans les
industries pharmaceutique, alimentaire, textile et de I'emballage [61,62]. Bien que leur
mécanisme d'action antimicrobien ne soit pas complétement compris, il semble impliquer la
génération des espéces réactives de I'oxygene (ERO ou ROS, Reactive Oxygen Species) et
la liaison aux membranes des cellules bactériennes, entrainant des dommages
membranaires. De plus, les ions d'argent relargués par les NP peuvent également exercer une
action antimicrobienne de maniére indépendante [63]. Les NP de cuivre également sont des
nanomatériaux présentant une bonne stabilité chimique, une bonne résistance a la chaleur et
d'excellentes propriétés antimicrobiennes en raison d'un rapport surface/volume élevé. Leurs
excellentes propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales et anti-inflammatoires ont
incité leur application dans de nombreux domaines, tels que l'emballage alimentaire et
l'industrie pharmaceutique [62]. D'autre part, les nanoparticules d'oxyde métallique sont des
nanomatériaux inorganigues qui ont également présenté des propriétés antimicrobiennes
pertinentes contre plusieurs micro-organismes pathogénes. L'oxyde de zinc, le dioxyde de
titane, I'oxyde de cuivre et I'oxyde de nickel sont les NP d'oxyde métallique les plus typiques
avec des activités antibactériennes, antifongiques et antivirales potentielles [64]. Ces oxydes
ont été appliqués dans l'industrie de I'emballage alimentaire et également dans le domaine
médical [65]. Le ZnO est un oxyde métalligue semi-conducteur doté de propriétés
antimicrobiennes importantes qui peuvent étre encore améliorées lorsqu'il est appliqué en tant
gue nanomatériau. Les NP de ZnO ont une application potentielle dans la conservation des
aliments ainsi que d'importantes propriétés antibactériennes contre les bactéries résistantes
aux médicaments en raison de leur taille et leur forme. Le dioxyde de titane est également un

matériau inorganique largement utilisé dans plusieurs produits, notamment les cosmétiques et
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les composites orthodontiques, en raison de ses excellentes propriétés blanchissantes,
photocatalytiques et antimicrobiennes [65]. Lorsque la taille du dioxyde de titane (TiOz) est
réduite a I'échelle nanométrique, sa propriété photocatalytique est grandement améliorée,
générant plus d’ERO endommageant les cellules bactériennes, les chaines d'ADN et d'autres
structures cellulaires par le biais du stress oxydatif. Par conséquent, l'utilisation des NP de
TiO: s'est orientée vers la désinfection de I'eau, les emballages alimentaires [66]. Une autre
catégorie spéciale de NP métalliques est constituée des nanoparticules d'oxyde de fer
superparamagnétiques, par exemple, les NP de magnétite (Fes0.) et de maghémite (y-Fe20s)
dont l'activité antimicrobienne augmente lors de l'application d'un champ magnétique externe
[67]. Bien que les NP présentent plusieurs avantages et avancées dans la lutte contre les
bactéries pathogénes, il existe des défis probables dans Iutilisation de ces agents
antimicrobiens, comme les effets inconnus sur la santé des NP libérées a la suite de leur
utilisation et 'impact nocif des NP sur les cellules saines et 'agglomération des NP en raison

de laquelle la taille pourrait étre modifiée [68].

Nous aborderons dans ce manuscrit une autre alternative trés importante qui consiste a
appliquer la photothérapie dynamique (PDT) pour la lutte contre les micro-organismes
pathogenes. Cette stratégie est appelée la chimiothérapie photodynamique antimicrobienne
(PACT).
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B. Lathérapie photodynamique

La thérapie photodynamique (PDT) est une méthode de traitement médical non invasive,
basée sur 'action simultanée d’'une molécule photoactivable appelée le photosensibilisateur
(PS), d’'une lumiére de longueur d’'onde appropriée et de 'oxygéne présent naturellement dans
le milieu biologique. Sous l'effet d’'une irradiation lumineuse du PS, un transfert d’énergie a
'oxygéne entraine la formation d’espéces réactives de I'oxygéne (ERO ou ROS, Reactive
Oxygen Species), conduisant a la destruction du tissu cible. Elle est a ne pas confondre de la
photothérapie qui utilise uniqguement les effets intrinseques de la lumiere de la
photochimiothérapie qui n’implique pas I'oxygéne [69]. Cette technique est déja utilisée seule
ou comme traitement complémentaire des traitements conventionnels notamment dans les

domaines de la cancérologie, de la dermatologie, de I'ophtalmologie [70].

I.  Bref historique

Les premiéres utilisations de la lumieére comme agent thérapeutique remontent a I'Antiquité.
Elle a été utilisée par les Egyptiens, les Chinois et les Indiens dans le traitement de
nombreuses maladies, notamment les maladies de peau comme le vitiligo, le psoriasis et
méme le cancer de la peau [71]. Cependant, ce n'est qu’au début du XX°M siécle que la
photothérapie est devenue une science et popularisée par le médecin danois Niels Finsen qui
a initié I'utilisation d’une concentration de radiations lumineuses pour la traitement du lupus

vulgaris [72].

Au cours de cette méme période, I'utilisation de photosensibilisateurs a des fins thérapeutiques
a également commencé a étre étudiée. Le premier rapport a été fait en 1900 par Prime, un
neurologue frangais qui a découvert que les patients épileptiques traités par I'éosine (Figure
11-a) par voie orale développaient une dermatite dans les zones exposées au soleil [73]. Le
concept de photosensibilisation est apparu la méme année, lorsqu’Oscar Raab a observé pour
la premiére fois la toxicité de I'acridine (Figure 11-b), en présence de lumiére sur des

paramécies [74].
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(b)

Figure 11 : Structure de I'éosine (a) et I'acridine (b).

En 1903, les médecins allemands Hermann von Tappeiner et Albert Jesionek traitent un
cancer de la peau par I'action combinée de I'éosine et de la lumiére solaire. Un an plus tard,
en 1904, von Tappeiner suppose que I'oxygene est essentiel pour le processus et introduit le
terme « d’action photodynamique » [75]. Quatre ans plus tard, Haussmann a montré I'effet
photosensible de I'hématoporphyrine Hp (un dérivé de I'héme) (Figure 12) apres l'avoir

injectée a des souris, suivi d’'une exposition a la lumiére [76].

HO
OH

OH

OH O

Figure 12 : Structure de 'hématoporphyrine (Hp)

En 1913, Friedrich Meyer-Betz a réalisé le premier essai de ce produit sur 'lHomme, en
s'injectant lui-méme 200 mg d’hématoporphyrine. Tant qu’il est resté non exposé au soleil,
rien de spectaculaire ne se produisit, mais lors de I'exposition a la lumiére solaire, il a observé
une photosensibilisation qui s’est traduite par une hyperpigmentation de la peau et un cedéme

généralisé, dont il souffrira pendant deux mois (Figure 13) [77].
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Figure 13 : Friedrich Meyer-Betz aprés une auto-injection d’hématoporphyrine a) avant exposition a la
lumiere du soleil et b) aprés exposition a la lumiéere du soleil [77].

En 1924, Albert Policard a attribué la fluorescence rouge des tumeurs observée sous lumiere

ultraviolette a 'accumulation de porphyrines endogénes (Hp) dans les cellules cancéreuses

[78]. En 1942, Auler et Banzer ont décrit pour la premiére fois 'accumulation préférentielle de

I'Hp dans les tissus tumoraux sur un modéle tumoral de rat [79]. Six ans plus tard, Figge et

coll. ont confirmé cette affinité en utilisant la fluorescence intrinséque de I'Hp, et ont suggéré

la possibilité de I'utiliser pour localiser les zones tumorales chez ’'hnomme [80].

En 1955, Schwartz et coll. ont mené une étude sur la nature de I'hématoporphyrine
commerciale qui a montré qu'il s'agissait d'un mélange variable et brut de nombreuses
porphyrines, dont beaucoup avaient des propriétés différentes. Avec une purification partielle,
I'Hp isolé était le moins sélectif par rapport au résidu habituellement rejeté [81]. En 1961,
Lipson a développé un dérivé de I'hématoporphyrine appelé Hematoporphyrin Derivative
(HpD) par action d’'un mélange d’acide acétique et d’acide sulfurique suivi d’'une hydrolyse
alcaline. Ce produit sera utilisé pour traiter des patients atteints de tumeurs cancéreuses du
poumon [82].

Dix ans aprées sa mise au point, 'HpD a contribué au véritable essor de la PDT, grace aux
travaux de Dougherty. En effet, en 1975, il démontre I'éradication totale de tumeurs
mammaires implantées chez la souris par I'action de 'HpD et de la lumiére rouge d’'une lampe
a Xénon [83]. Puis, trois ans plus tard, il publie les résultats des premiers essais cliniques [84].
A la méme période, Weishaupt montre que la photocytotoxicité de I'HpD est due a la

production intracellulaire d’oxygéne singulet aprés absorption de I'énergie lumineuse [85].
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Entre 1983 et 1985, pour avoir une plus grande pénétration de la lumiére dans les tissus,
Dougherty remplace la lampe a arc par un laser. |l identifie également la fraction active de
I'HpD conférant les propriétés photosensibilisantes de ce mélange complexe. Il s’agit de I'éther

ou I'ester de dihématoporphyrine (DHE) (Figure 14) [86].

HO OH
(@)
O 0
OH OH
0] 0]
OH Dihématoporphyrine éther HO
HO OH
0]
O
o o)
OH OH
O 0
OH Dihématoporphyrine ester HO

Figure 14 : Dinématoporphyrine éther et ester.

Actuellement, cette fraction active est commercialisée sous le nom de Photofrin II® est utilisée
cliniguement pour soigner différents types de cancers tel que le cancer de la peau, du poumon,

de I'cesophage, de la vessie, de I'estomac, ou encore du col de l'utérus.

II.  Chimiothérapie photodynamique antimicrobienne (PACT)

Comme la PDT, la chimiothérapie photodynamique antimicrobienne (PACT) utilise des

photosensibilisateurs et de la lumiére visible ou ultraviolette afin d’'induire une réponse
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phototoxique pour les bactéries, les virus, les parasites, etc. Les premiers résultats ont été
obtenus au début du XX°™e siécle par Raab et von Tappeiner qui ont utilisé I'acridine comme
premier PS vis-a-vis d’un microorganisme : Paramecium caudatum [74]. Vers la fin des années
80, les effets antimicrobiens de la PDT suscite un intérét croissant avec l'apparition des
souches multi-résistantes aux antibiotiques. En effet, certains photosensibilisateurs possedent
un spectre d’action relativement large, une inactivation photodynamique efficace de souches
multi-résistantes, un potentiel mutagéne trés faible et a ce jour aucune forme de résistance n’'a
été constatée de la part des bactéries contre I'action de ces PS [8]. Depuis 1992, La Croix-
Rouge suisse et allemande utilise le bleu de méthylene comme photosensibilisateur pour la
décontamination des unités de plasma fraichement congelées. Connu pour son absence de
toxicité pour I'homme, le colorant est efficace pour détruire les virus a enveloppe
extracellulaire. Malheureusement, les enzymes cellulaires réduisent son activité

photodynamique, limitant ainsi son utilisation comme photosensibilisateur in vivo [87].

Actuellement, de nombreuses recherches basées sur cette technique sont menées afin de
résoudre les problemes causés par les bactéries infectieuses et plus particulierement les
infections localisées [8,88]. Cette technique pourrait permettre de lutter contre de nombreuses
infections telles que les infections nosocomiales, les infections buccales et dentaires ainsi que
les ulcéres de la peau et gastriques. L'une des applications cliniques les plus appropriées de
la PACT est la possibilité de traiter des infections cutanées et/ou des plaies superficielles
localisées et la possibilité de réduire la colonisation de bactéries multi-résistantes sur la peau.
Hamblin et coll. ont rapporté pour la premiére fois que I'application topique de chlorine-e6
conjugué a la poly-L-lysine sur un modéle animal pouvait rapidement détruire les bactéries E.
coli qui infectent les plaies, sans détruire le tissu héte environnant [89]. En 2012, des essais
cliniques de phase Il d’'un dérivé de bleu de tétra-butyl méthyléne utilisé en PACT pour traiter
des ulcéres chronigues ont montré une réduction considérable de la charge bactérienne (S.

aureus résistant a la méticilline SARM, S. aureus sensible a la méticiline SASM, P.

aeruginosa...) de l'ulcere [90].

Les traitements thérapeutiques photodynamiques les plus développés sont les traitements
contre les infections responsables de I'acné et en odontologie. L’acné est une maladie cutanée
du follicule pilo-sébacé partiellement causée par la présence de Cutibacterium acnes. Cette
bactérie accumule naturellement des PS de type porphyrine et peut étre tuée par la lumiére
sans photosensibilisateur exogéne [91]. Donc, la photothérapie sans PS ajouté (en utilisant
des lasers ou de la lumiére bleue seule) a commencé a étre utilisée dans les années 1990
pour éliminer les Iésions et améliorer les cicatrices récentes et anciennes [8]. Afin d’augmenter

la quantité de PS au sein des bactéries, un traitement basé sur I'acide 5-aminolévulinique
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(ALA) (ou sa forme estérifiée le méthyl aminolévulinate « MAL ») a été utilisé et depuis 'année

2000, FALA-PDT est reconnu comme un traitement spécifique et efficace de I'acné [92].

Des traitements par PDT ont aussi été développés contre la parodontite chronique. Cette
infection responsable de la perte de dents causée par un biofilm bactérien (plague dentaire).
Ce biofilm complexe constitué d’'une centaine de souches bactériennes différentes est
généralement retiré de fagcon mécanique. L'utilisation du bleu de méthyléne comme
photosensibilisateur, accompagné d’'une lumiére rouge (~670 nm), a permis d’améliorer le
traitement de ces infections dont le nettoyage mécanique était insuffisant. La combinaison du
bleu de Toluidine (dérivé du bleu de méthyléne) et d’'une lumiére rouge est autorisée pour le
traitement des parodontites et le traitement des plaies dentaires en Europe sous le nom
d’HELBO® [88,93].

[ll.  Mécanisme photochimique

La thérapie photodynamique est basée sur linteraction entre la lumiére et le
photosensibilisateur conduisant a différents processus photophysiques et photochimiques.
Ces processus peuvent étre décrit par le diagramme de Perrin-Jablonski (Figure 15). Ainsi le
photosensibilisateur a son état normal est caractérisé par une paire d’électrons dont la somme
des spins correspond a un état singulet (So). Lorsque le photosensibilisateur absorbe un
photon provenant d’'une source de lumiére de longueur d’onde appropriée il passe a un état
électronique excité (Si1, Sz,...Sn). Par des conversions internes (Cl), comme des relaxations
vibrationnelles, le PS descend a son niveau d’excitation le plus bas (S1). Afin de se débarrasser
de ce surplus dénergie le PS peut retrouver son état fondamental (So), soit par une
désactivation non radiative ou soit par émission d’un photon (fluorescence). Cependant, a
partir de son état excité (S1), une conversion intersysteme (CIS) peut entrainer une inversion
de spin ce qui donne I'état triplet du PS (T1). A ce stade, le retour & I'état fondamental s’effectue
par une désactivation non radiative ou par la phosphorescence. La durée de vie a I'état triplet
est plus longue (de l'ordre de la microseconde) que I'état singulet (quelque nanosecondes) ce
qui permet les interactions avec d’autres molécules environnantes, selon deux types de

réactions (I et II).
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Figure 15: Diagramme simplifié de Perrin-Jablonski du processus photophysique.

[ll.1. Les réactions de type |

Selon Foote [94], les réactions de type | sont les réactions photochimiques impliquant un
transfert d’électrons ou d’hydrogéne entre le PS a I'état excité triplet ((PS*) et des substrats
biologiques (SH), produisant des radicaux ou des ions radicaux selon les équations suivantes
(Figure 16) :

3pg* + SH ———» pgy + S
Transfert d'hydrogénes )
%ps* + SH ——> pPs + SH

3Ppsr + SH ————> PS  + SH
Transfert d'électrons - ~
3%8* + SH — > PS + SH

Figure 16 : Réactions primaires de composés photosensibles.

Le transfert peut se produire dans les deux sens, mais le plus souvent, le photosensibilisateur

excité agit comme un oxydant.

Les radicaux libres formés peuvent ensuite réagir avec I'oxygéne moléculaire présent et former
respectivement des radicaux peroxydes a I'origine d’'une chaine d’auto-oxydation (Equation 1

a 4, Figure 17) et de I'anion superoxyde (O.") (équations 5 et 6, Figure 17).
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PS+ 0, —— > PS-0-0 (1)

PS-0-0 + PSH —————» psooH + PS (2
s + 0, ———> SHO0O (3)
S0-0 + SH — > g50o0H <+ S (4)
PS + 0, ———> PS+ O, (5)
S 4 o, — > s + O (6)

Figure 17 : Réactions photochimiques de I'oxygéne (équations 1 et 6).

Une fois formé, I'anion superoxyde peut réagir avec d’autres substrats pour former d’autres
espéces réactives de lI'oxygéne telles que le peroxyde d’hydrogéne (H.O;) et le radical

hydroxyle OH® (Equation 7 & 9, Figure 18).

O, + H — > H-0-0 (7)
HO-0 + 0, + H ———— H,0,+ O, ®)
HyOp + O; ———— HO + HO + Oz (9)
Figure 18 : Réactions photochimiques de I'oxygéne (équations 7 et 9).
Malgré le fait que 'oxygéne ne soit pas impliqué dans la premiére étape du mécanisme, sa

présence influence fortement les réactions chimiques qui induisent la formation de ces ERO

qui sont de puissants oxydants pour de nombreuses biomolécules.
[1l.2. Les réactions de type Il

Les réactions de type Il, quant a elles, nécessitent la présence de I'oxygene moléculaire a
proximité du photosensibilisateur. Elles impliquent un transfert de I'énergie d’excitation depuis
le PS a I'état triplet (*PS*) vers le dioxygéne a I'état fondamental (*0.) induisant le retour du
PS a son état fondamental et la formation d’oxygéne singulet (1O.) selon I'équation suivante
(Figure 19) :

%s” + %0, ——— > 'Ps + 0, (10)

Figure 19 : Réaction du transfert énergétique entre le PS et O2.

Le transfert d’énergie entre le 3PS* et 20, est possible, car ils ont tous les deux des états de
méme multiplicité. Cependant, la réaction présentée dans I'équation (10) n’est possible que si

la différence d’énergie entre I'état triplet et I'état singulet du PS est supérieure a I'énergie
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nécessaire a 'oxygene pour passer a I'état singulet, soit 94,5 kd/mol [95]. La durée de vie de
I'oxygéne singulet est trés variable, d’environ 4 us dans I'eau et 25 a 100 ys dans des milieux
organigues apolaires, qui sont des modeéles pour les régions lipidiques de la cellule [96]. Il a
également une faible constante de diffusion dans les cellules (1,4x10° cm?/s), sa réactivité est
délimitée par une sphére de 30 nm autour de son point de production [97,98]. Cependant,
'oxygéne singulet est tres réactif, il peut réagir avec un grand nombre de substrat cellulaire,

tels que les protéines, les acides gras membranaires, et les acides nucléiques [99].

La compétition entre les deux types de réactions photochimiques (I et Il) dépend de plusieurs
paramétres, les plus influents étant la nature du PS utilisé et la concentration en dioxygéne.
Pour la majorité des PS utilisés dans la PDT, les réactions de type Il sont prédominantes. Les
ERO (oxygéne singulet et espéces radicalaires) formées peuvent interagir avec les cellules &
proximité et induisent I'inactivation d’'un grand nombre constituants cellulaires importants, ce

qui va entrainer leur mort cellulaire.
[11.3. Les ERO au contact des organismes vivants

Une fois générées, les ERO peuvent attaquer une gamme variée de cibles cellulaires, ce qui
explique leur polyvalence et leur efficacité contre une large gamme d'agents pathogenes. La
plupart des ERO sont formées par la réduction partielle de I'oxygene moléculaire. On peut
distinguer quatre ERO majeures ayant des cinétiques et des niveaux d’activité différents :
'anion superoxyde (O.*), le peroxyde d’hydrogéne (H20;), le radical hydroxyle (HO®) et
'oxygéne singulet (*O.). Les deux premiers sont beaucoup moins réactifs et peuvent étre
éliminés par des antioxydants endogénes (a la fois enzymatiques et non enzymatiques) induits
par le stress oxydatif. En effet, ces entités sont déja naturellement présentes dans les
organismes, et sont des produits secondaires issus de l'oxygénation des cellules. En
revanche, aucune enzyme ne peut neutraliser le radical hydroxyle et 'oxygéene singulet ce qui
les rend extrémement cytotoxiques et Iétaux [7]. Bien que certains microorganismes comme
les bactéries soient particulierement préparés aux différents stress oxydatifs, 'oxygéne
singulet a montré une grande efficacité, car son état d0 a un transfert d’énergie est considéré
comme un élément « non naturel » par les cellules. La production d’oxygéne singulet est donc
un facteur déterminant pour le choix du PS car cette ERO est I'agent cytotoxique principal en

PDT bien que sa production soit extrémement difficile a quantifier dans les milieux biologiques.

Les ERO peuvent intervenir a différents niveaux de la cellule par 'oxydation de nombreuses

biomolécules, dont :

e L’oxydation des triglycérides [100], les phospholipides ou le cholestérol des membranes

constituent une grande partie des substrats de I'oxygene singulet (Figure 20) [101,102].
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Figure 20 : Principales voies d'oxydation du cholestérol par I'oxygéne singulet [102].

e |’oxydation de différents acides aminés modifie la structure des protéines induisant leur
perte d’activité. Les principaux acides aminés sont le tryptophane (Figure 21), I'histidine
mais également la cystéine et la méthionine permettant la formation de ponts disulfures.
L’activité oxydante des ERO sur les protéines est considérée comme la cause majoritaire
de la mort cellulaire pour la PDT [103,104].

HOOC HOOC
NH; NH,
- 00 5 ? - 0
o)
COOH ” H/%o
NH
\ 2 1o,
N
COOH

tryptophane HOOQ
COOH
HOO
NH
o B — e

NH,

- N
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Figure 21 : Oxydation du tryptophane par I'oxygéne singulet [104].

e L’oxydation des acides nucléiques conduisant a la modification du matériel génétique

est aussi une source importante de la mort cellulaire (Figure 22) [104].

Abdechakour ELKIHEL | Thése de doctorat | Université de Limoges | 28
Licence CC BY-NC-ND 3.0



V.

HoN N
V\N +H,0 >/’\

NH \

| e} R

o R

00 (0]

[0}
H H
Q N N
HN N -Cco, NH \> +H,0 NH ><OH
Ny —— — -
P M, L/
HoN N NR HoN N Y HoN N

R

HN
| A\
HZN)\\N >

guanine

o o o
HN =N o HN N\ N N\
A e T Yoo —— T Do
NN N\ NS
H,N N N H,oN N N H,N N N
R R R

H

N 6] (o] [e]
HN:< H
N N N
Ho N <=—— N‘ ~ Vo &) \ =0
R™ \X< /K 7 N )\\ N
S HNT NN HNT NN

Figure 22 : Exemples d'oxydation de la guanine par les deux catégories d’ERO [105].
Les photosensibilisateurs

Les photosensibilisateurs sont des molécules capables d'étre excitées par irradiation
lumineuse et de transférer leur énergie a un composé accepteur. Les PS généralement utilisés
en PDT peuvent étre classés en deux grandes catégories : les PS tétrapyrroliques et les PS

non-tétrapyrroliques.
IV.1. Les photosensibilisateurs non-tétrapyrroliques

Bien qu’ils soient beaucoup moins étudiés que les PS tétrapyrroliques, il existe un nombre
important de PS non-tétrapyrroliques d’origine naturelle ou synthétique. Une bréve description

de certains d'entre eux sera proposée dans le manuscrit.

IV.1.1. Les PS d’origine naturelle

e Lacurcumine

La curcumine (Figure 23) est un composé d’origine végétale, extraite a partir du rhizome de
la plante Curcuma longa, une plante appartenant a la famille des Zingibéracées. Ce pigment
naturel est trés utilisé comme aliment, conservateur de nourriture,
agent colorant, cosmétique et médicinal dans certaines cultures [106]. S'inspirant de son
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utilisation dans divers remédes de médecine traditionnelle, les chercheurs ont démontré un
large éventail d'effets pharmacologiques, y compris des activités antitumorales, anti-
inflammatoires et anti-infectieuses [107,108]. Comme il s'agit d'un produit alimentaire, il a attiré
l'attention en tant que PS antimicrobien naturel et non toxique possible. Paschoal et coll. ont
démontré que la curcumine pouvait photoinactiver Streptococcus mutans apreés irradiation par
une lumiére bleue (A =420 £ 20 nm) [109]. Tovsen et coll. ont travaillé sur un dérivé glycosylé
de la curcumine qui a permis d’inactiver des souches Gram positif et Gram négatif [110]. Arauljo
et son équipe ont montré que la curcumine a un effet photobactéricide sur les bactéries
cariogénes in vitro [111]. Ce groupe a ensuite procédé a un essai clinique chez des volontaires
adultes. Malgré les difficultés d’utilisation dues a son caractére hydrophobe, I'utilisation de la
curcumine en PDT n'a montré aucun effet secondaire grave dans les études in vivo. Elle
présente les avantages d'une manipulation facile, d'un co(t abordable et d'une bonne efficacité
[88]. Les nombreux résultats prometteurs de ce PS ont démontré son potentiel d'utilisation lors

d’essais cliniques.

HO CH

0 O

Figure 23 : Structure de la curcumine

e L’hypéricine

L’hypéricine (Figure 24) est un photosensibilisateur appartenant a la famille des
pérylénequinones. Ces quinones sont une famille de chromophores d’origine naturelle
présents chez la majorité des Hypericum, une famille de plantes herbacées. Sa découverte et
caractérisation a été réalisée lors des recherches menées pour comprendre les causes de
'hypéricisme. Il s’agit d’'une photosensibilité cutanée des bovins aprés l'ingestion de grandes
guantités de plantes Hypericium perforatum [112]. Elle fut extraite pour la premiére fois en
1942 [113], mais c’est en 1992 que son intérét pour la PDT a été découvert [114]. Depuis, elle
a été largement étudiée en tant que PS a visée anticancéreuse [115]. En 2004, l'activité
antimicrobienne d'extraits d’Hypericum a été attribuée a la présence de I'hypéricine [116], puis
Engelhardt et coll. ont montré que ce PS pouvait photoinactiver les bactéries Gram positif.
Cependant, son caractére hydrophobe réduit fortement leur activité sur les souches Gram
négatif [117].
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Figure 24 : Structure de I'hypéricine

e Lariboflavine

La riboflavine (Figure 25), plus connue sous le nom « vitamine B2 », elle est une vitamine
hydrosoluble indispensable au bon fonctionnement de I'organisme, car elle est nécessaire a
la synthése des flavoprotéines. C’est un PS de couleur jaune vif, ayant deux pics d'absorption
en UV (~360 nm) et dans le bleu (~440 nm). Des travaux préliminaires ont montré que
I'utilisation de la riboflavine en PACT permet d’inactiver S. aureus, P. aeruginosa et Bacillus
subtilis [118,119].

— NH

o)

Figure 25 : Structure de la riboflavine
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. Les psoralénes

Les psoralénes sont des composés chimiques naturels de la famille des furocoumarines. Ces
derniers sont présents dans quatre grandes familles taxonomiques : les légumineuses, les
moraceées, les apiacées et les rutacées [120]. Ce sont des phytoalexines qui vont protéger la
plante vis-a-vis des microorganismes phytopathogenes (bactéries, champignons). lls sont
également des molécules allélopathiques qui sont des inhibiteurs de germination et de
croissance des plantes concurrentes [121]. Cette capacité de protection est due aux propriétés
phototoxiques de ces molécules [122]. La combinaison de 8-méthoxypsoraléne (Figure 26) et
de la lumiére ultraviolette (connue sous le hom de PUVA) est utilisée comme un traitement
des maladies de la peau tel que le psoriasis [123]. La PUVAthérapie a été utilisée pour
I'inactivation des bactéries, virus, protozoaires dans les composants sanguins plaquettaires et
plasmatiques. En effet, la molécule de psoraléne a la structure et la forme appropriées pour
pouvoir intercaler entre les deux brins d'ADN dans la double hélice, et aprés irradiation, induire
la formation de réticulation covalent inter-brins entre acides nucléiques, ce qui provoque la

mort des microorganismes [124].

O/
Os_ O o Os_ O o
- > LI

8-méthoxypsoraléne Psoraléne
Figure 26 : Structure du psoraléne et du 8-méthoxypsoraléne
e Laphénalénone

La 1H-phénalén-1-one ou phénalénone (PN) est une molécule aromatique polycyclique
possédant un noyau naphtaléne a 10 électrons 1, un alcéne et une cétone, tous conjugués
(Figure 27a). Lintérét principal de la phénalénone vient de son rendement en oxygéene
singulet tres élevé, proche de 1 dans la plupart des solvants testés. Les métabolites
secondaires contenant le noyau phénalénone, ou ayant des structures dont on peut
raisonnablement supposer qu'elles sont dérivées d'une phénalénone, sont rarement trouvés
dans la nature. Les premiers composés ont été isolés en 1955 d’'une plante du genre
Haemodorum appartenant a la famille des Hémodoracées [125,126]. Une année apres, des
phénalénones naturelles ont été découvertes dans des champignons du genre Penicillium par

Derek H. R. Barton telles que I'atrovénétine (Figure 27b) qui a montré une activité antibiotique
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[127,128]. Cependant, 'effet photosensibilisateur d’'un dérivé de phénalénone a été mis en
évidence pour la premiére fois sur S. epidermidis avec une autre phénalénone naturelle
appelée lachnanthocarpone (Figure 27c¢) [129]. Récemment, une série de phénalénones
portant des groupements cationiques ont été développés, comme le SAPYR (Figure 27d),
une phénalénone portant un groupement pyridinium qui a donné d’excellents résultats contre
de nombreuses souches et biofilms bactériens [130]. Au sein du laboratoire PEIRENE, Godard
et coll. ont synthétisé 14 nouveaux dérivés de phénalénone portant le groupe triazolium
(Figure 27€) qui ont montré une solubilité dans I'eau moyenne a bonne. Ces nouveaux sels
de triazolium ont été évalués sur six souches bactériennes différentes : trois Gram négatif avec
deux souches d’E. coli ('une formant des biofilms, I'autre non) et une souche de P. aeruginosa,
et trois Gram positif avec deux souches de Staphylococcus (S. aureus et S. epidermidis) et
une souche de Bacillus cereus. Comparés au SAPYR, les dérivés hydrophobes du sel de
triazolium testés semblent présenter une meilleure activité inhibitrice contre toutes les souches

bactériennes testées, sauf pour P. aeruginosa [131].
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Figure 27 : (a) Phénalénone, (b) Atrovénétine, (c) Lachnanthocarpone, (d) SAPYR, (e) Exemple d'un
dérivé de phénalénone portant le groupe triazolium synthétisé par Godard et coll.[131].

IV.1.2. Les PS synthétiques

e Le bleu de méthyléne

Le bleu de méthylene (BM, Figure 28) est un colorant dérivé de la phénothiazine découvert a
la fin du XIX®me siécle. C'est un PS cationique facile a synthétiser, avec une bonne solubilité
en milieu aqueux. Ce PS absorbe dans le rouge (autour de 660 nm) et offre un rendement
quantique d'oxygene singulet intéressant, de I'ordre de 0,52 dans I'éthanol [132]. Le BM
présente des propriétés intéressantes pour la PDT. De nombreuses études in vitro, in vivo et
méme cliniques ont montré I'efficacité du bleu de méthyléne en PDT [133]. Cependant, dans
I'environnement biologique, le bleu de méthyléne est trés rapidement converti en bleu de
leucométhylene (LMB) en acceptant des électrons du NADH/NADPH. Le LMB ainsi formé est
incolore et a une activité photodynamique négligeable, ce qui limite fortement I'utilisation

clinigue de ce PS [134]. Plusieurs études mettent en avant I'efficacité du bleu de méthylene et
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ses dérivés vis-a-vis un grand nombre des souches bactériennes, les biofilms et méme les
bactéries multi-résistantes. De plus, le bleu de méthylene est actuellement utilisé en

Allemagne pour la décontamination de plasma fraichement congelé [88].

N
%
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Figure 28 : Structure du bleu de méthyléne

e L’érythrosine

L’érythrosine (Figure 29) est un colorant alimentaire (E127) et appartient a la famille des
xanthénes. Il est également largement utilisé comme révélateur de biofilms dentaires grace a
sa capacité a s’accrocher aux biofilms bactériens [135]. Plusieurs études ont montré que
I'érythrosine est également un agent antimicrobien relativement efficace, en particulier contre
les bactéries dentaires. En 2006, Wood et son équipe ont montré que I'érythrosine permet une
meilleure photoinactivation des biofilms de S. mutans comparée a l'utilisation a la fois de
Photofrin et du bleu de méthyléne [136,137].

00 .
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Figure 29 : Structure de I'érythrosine

e Le Rose de Bengale

Le Rose du Bengale (Figure 30) est un autre colorant de la famille des xanthénes. Utilisé en
collyre, il permet de visualiser les lésions éventuelles de la cornée. Il fOt I'un des premiers PS
utilisé en PACT pour inactiver E. coli en 1969 [138]. Des études ont montré I'efficacité du Rose
de Bengale en PACT pour inactiver le pathogene parodontal Aggregatibacter

actinomycetemcomitans a la fois dans des cultures planctoniques et de biofilm [139]. Il est
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également étudié pour I'élaboration de surfaces photobactéricides par fixation sur des

polyméres naturels et synthétiques [140,141].
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Figure 30 : Structure du Rose de Bengale

e Les dérivés des bore-dipyrrométhéenes (BODIPY)

Les bore-dipyrrométhene sont une nouvelle famille de PS dérivés du BODIPY pour «
BoronDiPyrromethen » ou encore 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacéne. Les BODIPY
sont des molécules composées de deux unités pyrroliques reliées par un pont méthine et
complexées par les atomes d’azote a un groupe difluoroborane (Figure 31). Depuis leur
apparition en 1968 [142], ces molécules semblaient prometteuses pour l'utilisation en PDT
grace a la possibilité de synthétiser de nombreux analogues ayant différents groupes
fonctionnels, des rendements quantiques de production d’oxygéne singulet élevés (da> 0,9,
méso-alkyl-BODIPY), une bonne stabilité physico-chimique. Cependant, ils ont montré un
manque de sélectivité et une toxicité plus élevée a I'obscurité que les autres PS [143]. Cauruso
et coll. ont publié en 2012, les premiers travaux sur l'effet photobactéricide des BODIPY. lls
ont montré une inactivation de Staphylococcus xylosus et E. coli par un BODIPY cationique
[144].

Figure 31 : Structure d'un noyau BODIPY

e Les fullerénes
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Les fullerenes sont une famille de nanomatériaux constitués exclusivement d'atomes de
carbone dont la forme peut étre proche d'une sphére, d'un ellipsoide, d'un tube (appelé
nanotube) ou d'un anneau. Le premier fulleréne découvert en 1985 était le Ceo (Figure 32A),
appelé « buckminsterfulleréne » [145]. Dées lors, Une grande attention a été portée au
développement des utilisations médicales de ces molécules uniques, en particulier lorsqu'elles
sont dérivées avec des groupes fonctionnels pour les rendre solubles et donc capables
d'interagir avec les systémes biologiques. Les fullerenes sont relativement photostables,
subissent moins de photoblanchiment et effectuent a la fois les réactions photochimiques de
type | et de type Il, ce qui suggere une utilisation possible des fullerénes dans la PDT [146].
En fonction des groupes fonctionnels introduits dans la molécule, les fullerénes peuvent
efficacement photo-activer les cellules microbiennes et les cellules cancéreuses. Cependant,
une préoccupation était leur tendance a former des agrégats et leur extréme hydrophobicité,

qui les rend moins prometteurs pour une application clinique.

Afin de surmonter ces inconvénients, de nombreuses stratégies ont été appliquées pour
rendre ces PS solubles dans les milieux physiologiques, comme [l'association a des
dendrimeres ou des micelles, la PEGylation, ou I'encapsulation dans des cyclodextrines.
Toutefois, la fonctionnalisation de fullerénes avec des groupements cationiques reste la
stratégie la plus prometteuse en PACT. Plusieurs dérivés cationiques de fullerénes ont été
étudiés, nous pouvons citer les travaux de Huang et coll. qui ont étudié l'efficacité d'une série
de fullerénes cationigues avec un nombre variable de charges. Le composé qui possédait six
ammoniums quaternaires (Figure 32B) était le photosensibilisateur antimicrobien le plus

efficace vis-a-vis de toutes les souches testées (S. aureus, E. coli et P. aeruginosa) [147]
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Figure 32 : A : Structure du Buckminsterfulleréne (Ceo), B : Dérivé de fullerene utilisé comme PS
antimicrobien.

IV.2. Les photosensibilisateurs tétrapyrroliques

Les photosensibilisateur non-tétrapyrroligues sont nombreux et ont montré un intérét
remarguable en PDT antibactérienne. Cependant, les PS tétrapyrroliques sont les plus étudiés
car ils présentent une bonne conversion intersystéme et ils offrent beaucoup de possibilités
de faire des modifications chimiques, afin d’améliorer leurs propriétés comme leur
hydrophilicité et le ciblage cellulaire. Parmi les molécules ayant des cycles pyrroliques les plus
utilisés en PDT, on retrouve principalement les porphyrines, les chlorines, les bactériochlorines

et les phtalocyanines.

IV.2.1. Structure des porphyrines, chlorines et bactériochlorines

Les porphyrines sont des macrocycles aromatiques composés de quatre unités pyrroles, liées
par des ponts méthines (Figure 33a). Le squelette de base de ces composés est constitué
d’un systéme conjugué aromatique a 18 électrons 1 (Figure 33b). Cette conjugaison est a
lorigine de la stabilité et de la forte coloration de ces molécules. Ces macrocycles se
comportent comme des diacides ou des dibases selon le pH du milieu. De plus, leur structure
plane, avec quatre atomes d’azotes dirigés vers l'intérieur du macrocycle, leur permet d’étre

métallées par presque tous les métaux (Figure 33c) [148].
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Figure 33 : (a) Porphyrine base libre ; (b) représentation du systéme de 18 électrons 1 aromatiques ;
(c) Porphyrine métallée.

La structure du noyau porphyrinique contient trois types d’atomes de carbone numérotés de 1

a 20 selon la nomenclature de I'UICPA : les carbones a (1,4, 6,9, 11,14, 16 et 19) et B (2, 3,

7,8,12, 13, 17 et 18) des cycles pyrroliques ainsi que les carbones situés au niveau des ponts

méthine nommés méso (5, 10, 15 et 20). Les numéros 21, 22, 23 et 24 sont attribués aux

atomes d’azote centraux (Figure 34) [149].
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Figure 34 : Numérotation des positions d'une porphyrine.

Les chlorines et les bactériochlorines ont également la méme structure de base que les
porphyrines. Elles ne difféerent que par la réduction d’'une ou de deux doubles liaisons
respectivement. La bactériochlorine peut aussi se trouver sous la forme d’isobactériochlorine

selon les positions relatives des pyrroles réduits (Figure 35).
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Porphyrine Chlorine Bactériochlorine Isobactériochlorine

Figure 35 : Différences structurales entre une porphyrine, une chlorine, une bactériochlorine et une
isobactériochlorine.

IV.2.2. Les propriétés photophysiques

Le mot porphyrine provient du mot grec « porphura, mopgUpa » qui désigne la teinte pourpre,
en référence a leur coloration violette intense. Du fait de leur forte conjugaison, les porphyrines
absorbent dans le domaine du visible et du proche UV et présentent un spectre d’absorption
trés caractéristique. Il se compose de deux bandes d’absorption : la bande de Soret (ou bande
B) trés intense située entre 390 et 430 nm (proche UV) (390-430nm) et les bandes Q (de | a
IV) de plus faible intensité située dans le visible entre 480 et 700nm. Ces derniéres sont
numérotées de | a IV en partant des énergies les plus basses. L'intensité des bandes Q est
dix a vingt fois plus faible que celle de la bande de Soret et varie en fonction de la nature et
de la position des substituants du macrocycle. On distingue quatre types de spectres qui
différent selon les intensités relatives des bandes Q, appelés : étio, rhodo, oxorhodo et phyllo
(Figure 36) [150].

phyllo

T T I T N
500 00 A(nm) 500 600 Mnm) 500 600 A(nm) 500 600 7(nm)

Figure 36 : Profil des bandes Q pour les quatre principaux types de spectres [150].

Le nombre de bandes Q est directement lié a la symétrie de la porphyrine. Ainsi, une
porphyrine base libre est caractérisée par quatre bandes Q tandis que les porphyrines

diprotonées ou métallées n’en présentent que deux (Figure 37).
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Figure 37 : Spectres d'absorbance d'une porphyrine base libre (rouge) et d'une métalloporphyrine
(bleu).

La réduction de la porphyrine entraine des changements importants des propriétés
photophysiques, notamment pour le spectre d’absorbance dans le spectre d’absorption de
cette molécule. Ces changements se manifestent au niveau des bandes Q. En effet, pour les
chlorines, la bande Q, est décalée vers le rouge et se situe entre 650 et 700 nm. De plus, elle
est 10 fois plus intense que pour les porphyrines. Il en est de méme pour les bactériochlorines
qui présentent une bande Q, intense se situant entre 730 et 800 nm. La bande de Soret, quant
a elle, varie un peu lors la premiére réduction de la porphyrine, mais le passage a la

bactériochlorine entraine un déplacement vers les ultra-violets (Figure 38).
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Figure 38 : Spectres d'absorbance de la pyropheophorbide a (vert) ainsi que la porphyrine (bleu) et la
bacteriochlorine (rouge) correspondantes [151].
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IV.2.3. Obtention de PS tétrapyrroliques d’origine naturelle

Les composés tétrapyrroliques, qui sont les pigments les plus abondants trouvés dans la
nature, remplissent des fonctions biochimiques trés diverses et sont essentiels dans la plupart
des organismes vivants connus [152]. Les membres bien connus de ce groupe de molécules
sont les hémes, qui donnent au sang sa couleur rouge, et les chlorophylles, qui sont
responsables de la couleur verte des plantes, des algues et de certaines bactéries. Une breve
description de quelques méthodes d’extraction et d’hémisynthese de certains PS a partir de

ces pigments est présentée dans la suite du manuscrit.

IV.2.3.1. A partir de pigments d’origine animale

La protohémine (ou chloroprotoporphyrine de fer(lll)) est le dérivé porphyrinique le plus
abondant dans les organismes animaux supérieurs. Elle dérive de nombreuses protéines
essentielles pour la vie de ces organismes comme I'’hémoglobine, la myoglobine et le
cytochrome P-450. L’extraction de cette molécule a partir du sang a été décrite selon deux

méthodes :

e Laméthode de Fischer :

La méthode de Fischer est la méthode classique pour I'obtention de la protohémine. Elle
consiste a chauffer du sang défibriné (privé de fibrogéne) en milieu acide. Aprés
refroidissement, la protohémine est récupérée par filtration ou centrifugation. La purification
est réalisée par recristallisation, ce qui permet d’obtenir 2,8 a 3,6 g de protohémine pure par
litre de sang [153].

¢ Laméthode de Labbe et Nishida :

Proposée par Labbe et Nishida en 1957 [79], cette méthode est basée sur l'utilisation d’une
solution de chlorure de strontium, afin d’éliminer la majorité des protéines par filtration a chaud.
La protohémine est ensuite récupérée par cristallisation a froid, puis purifiée par
recristallisation. Les rendements obtenus par cette méthode sont similaires que ceux obtenus

par la méthode de Fischer.

L’extraction de la protohémine est importante car cette derniére est un précurseur dans la
synthése d’autres PS trés utilisés en PDT. L’hématoporphyrine, la mésoporphyrine IX ou
encore la protoporphyrine IX sont quelques exemples de PS préparés par modifications

chimiques de la protohémine (Figure 39).
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Figure 39 : Structure de la protohémine et ces dérivés obtenus aprés traitement.
IV.2.3.2. A partir de pigments d’origine végétale

D’autres PS tétrapyrroliques naturels sont isolés du régne végétal, comme les chlorines
d’'origine naturelle obtenues par extraction et modification chimique de différentes
chlorophylles. Par exemple, la chlorophylle a peut étre abondamment extraite des feuilles des
végeétaux supérieurs. La modification chimique de cette derniere est a la base d’un grand
nombre de PS tétrapyrroliques, notamment le pyrophéophorbide a, la chlorine-e6 et la
purpurine-18.

La démétallation de la chlorophylle a permet d’obtenir la phéophytine, qui a son tour peut étre
hydrolysée pour donner lieu a le phéophorbide a. La décarboxylation thermique de cette
derniére en présence de collidine a reflux conduit au pyrophéophorbide a [154]. La chlorine-
e6, quant a elle, peut étre obtenue a partir de la chlorophylle a en trois étapes : trans-
estérification du groupement ester phytylique de la chlorophylle a avec un ester méthylique,
puis I'ouverture de I'exocycle a 5 chainons et enfin la saponification des esters permet d’obtenir

la chlorine-e6 (Figure 40) [155].
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Figure 40 : Synthése du pyrophéophorbide a et de la chlorine-e6 a partir de la chlorophylle a.

Un autre dérivé de la chlorophylle a particulierement intéressant est la purpurine-18 qui peut
étre utilisé comme chlorine de départ pour générer d’autres photosensibilisateurs tels que les
purpurinimides. Une méthode simple et rapide pour obtenir la purpurine-18 avec un tres bon
rendement (99,6 %) a partir d’'une cyanobactérie (Spirulina maxima) a été développée au sein

du laboratoire PEIRENE par Drogat et coll [156]. La premiere étape consiste a extraire la
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chlorophylle a de la spiruline lors d’un reflux dans un solvant organique. La chlorophylle a
extraite est ensuite saponifiée a l'aide d’'une solution concentrée de soude, puis oxydée en

présence de dioxygéne. Enfin un traitement en milieu acide permet la démétallation.

L'intérét de cette molécule réside dans la trés forte réactivité de I'anhydride exocycliqgue qui

peut facilement subir des attaques nucléophiles (Figure 41).

Lo
RO™ SO /

Chlorophylle a Chlorines instables

R=Phytyl

Purpurine-18

Figure 41 : Synthése de la purpurine-18 a partir de la chlorophylle a.

D’autres dérivés porphyriniques ont également pu étre obtenus a partir de la
chlorophylle a, notamment la phylloporphyrine XV diméthylester et la pyrroporphyrine XV
diméthylester (Figure 42) [157].

/
o 0
0 O
Phylloporphyrine XV diméthylester Pyrroporphyrine XV diméthylester

Figure 42 : Porphyrines issus de la chlorophylle a.
IV.2.4. Les méthodes de synthése des porphyrines

Depuis leur découverte au début du XX®™® siécle, I'intérét pour les porphyrines ne cesse
d’augmenter et de nombreuses méthodes de synthése donnant acces a ces macrocycles ont
été développées. Cependant, ces diverses méthodes de synthése partagent le méme
mécanisme de formation du noyau porphine : des substitutions électrophiles sur les positions

2 et 5 des pyrroles, formant un macrocycle puis 'oxydation de ce dernier. Différentes stratégies
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ont été développées en fonction de la nature, le nombre et la position (meso ou/et B) des
substituants de la porphyrine visée. Toutes les méthodes peuvent étre classées en trois
grandes stratégies selon la nature des précurseurs du macrocycle. La premiére stratégie, la
plus courante et la plus ancienne, est basée sur la condensation de quatre unités de pyrrole
(voie I). La deuxieme stratégie dite "MacDonald" ou stratégie [2+2] (voie II) est une alternative
qui consiste a former le macrocycle a partir de deux intermédiaires dipyrrométhanes
préalablement synthétisés. La troisieme stratégie ou l'approche [3+1] est une variante de la
stratégie [2+2] utilisant la condensation d'une unité de pyrrole avec du tripyrrane (voie llI).
Chacune des trois méthodes ont leurs propres avantages et limites, pour lesquelles les
conditions optimales de réaction dépendent de la structure souhaitée. Dans cette partie, hous
allons nous intéresser a ces méthodes de synthéses et tout particulierement a la condensation

des unités pyrroliques, qui sera utilisée lors des travaux réalisés au cours de ce manuscrit.

IV.2.4.1. Synthése par condensation du pyrrole et d’aldéhyde(s)

e Synthése de Rothemund

La premiere porphyrine substituée en position meso a été obtenue en 1935 par Rothemund
[158]. En chauffant a 220 °C un mélange de pyrrole et de benzaldéhyde dans un systéme
fermé en présence de pyridine (Figure 43), Rothemund a obtenu un mélange constitué de la

meso-tétraphénylporphyrine (TPP) avec un rendement trés faible (5 a 10%) [159].

H QL 2

@)

Pyridine
+ N\
N
H

Y

220 °C, N,

o 20

Figure 43 : Synthése de la TPP selon Rothemund.

e Synthése de Adler et Longo

En 1967, Adler et Longo ont significativement amélioré la méthode précédente par la mise en
ceuvre de conditions plus douces. En effet, en condensant le benzaldéhyde et le pyrrole dans
'acide propionique a reflux dans un réacteur ouvert a l'air libre pendant au moins trente
minutes (Figure 44), ils obtiennent la TPP avec un rendement supérieur a 20% [160]. Ces

conditions plus douces ont permis d’utiliser un large éventail d’aldéhydes, et par conséquent,
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la synthése d’une grande variété de meso-tétraarylporphyrines symétriques. Néanmoins, cette
méthode oblige d'utiliser des aldéhydes supportant les hautes températures et une grosse
majorité des produits formés sont des impuretés. De plus, la présence d’acide propionique
dans le brut réactionnel conduit a la polymérisation concomitante du pyrrole rendant la

purification plus compliguée en limitant la cristallisation des porphyrines.

+O // \E Acide propionique _
N reflux, 30 min
H

Figure 44 : Synthése d’une tétraarylporphyrine selon Adler et Longo

e Synthése des aldéhydes mixtes « Little »

En 1975, Little a adapté la méthode d’Adler et Longo a la synthese des porphyrines
asymétriques ayant différents substituants en position méso. Cette méthode dite des «
aldéhydes mixtes » consiste a condenser dans I'acide propionique a reflux du pyrrole et deux

aldéhydes différents en proportions stoechiométriques (Figure 45) [161].

Y

R, reflux, 30 min

O @) Acide propionique
\ HJLR1 y A

R=R4*+R>»
mélange de porphyrines
4=x+y

Figure 45 : Méthode des aldéhydes mixtes.

Contrairement a la synthése d’Adler et Longo, la méthode de Little conduit a la formation de
plusieurs porphyrines substituées par un, deux, trois ou quatre groupements identiques. Par

exemple, la condensation sur le pyrrole de deux aldéhydes A et B conduit & la formation de 6
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différentes porphyrines que nous notons A, lorsqu'on effectue la condensation entre un
aldéhyde A unique et le pyrrole, AsB pour celle formée a partir de trois unités de A et une unité
de B, cis-AzB: et trans-AzB- pour les isomeéres cis et trans de la porphyrine formée de deux
unités de A et de deux unités de B, ABs et B4 (Figure 46).

) Xo o}

B
4=x+y
Acide propionique
reflux, 30 min
B B B
B B B
A A3z;B Trans-A,B, AB, B,
B
B

ciS'Asz

Figure 46 : Les différentes porphyrines produites lors d'utilisation d'un mélange de deux aldéhydes.

La formation préférentielle d’'une meso-porphyrine asymétrique est orientée, contrblée
statistiguement par le rapport stcechiométrique des réactifs engagés. Par exemple, afin
d’obtenir des porphyrines AsB, il est préférable d’utiliser 3 équivalents de l'aldéhyde A et 1
équivalent pour le B avec 4 équivalents de pyrrole. En plus d’avoir les mémes limites que la
méthode d’Adler et Longo, la purification nécessite [I'utilisation de techniques
chromatographiques afin de séparer les différentes porphyrines formées. Cependant, il reste

le protocole le plus utilisé pour former des porphyrines asymétriques.
e Synthése de Lindsey

En 1985, Gonsalves et coll. [162] ont montré qu'un mélange de pyrrole et d'alkylaldéhyde en
présence d’une quantité catalytique d'acide trifluoroacétique conduisait a un porphyrinogene
(un cycle tétrapyrroligue non conjugué) pouvant étre oxydé en meso-tétraalkylporphyrine avec
un bon rendement. En s’inspirant de cette méthode, Lindsey [163] a proposa une synthése en

deux étapes dans un milieu plus doux et plus dilué. La premiére consiste a former le
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porphyrinogéne par condensation, en milieu anhydre, du alkylaldéhyde sur le pyrrole en
présence d’'une quantité catalytique d’acide de Lewis (BFs-Et,O ou acide trifluoroacétique). La
deuxiéme étape est 'oxydation du porphyrinogéne en porphyrine avec le para-chloranil ou le
dichlorodicyanobenzoquinone (DDQ) (Figure 47). Initialement ce protocole était utilisé pour
obtenir des porphyrines symétriques (les rendements pouvant atteindre 40-50%). Suivant le
principe de Little, cette synthése fut adaptée a I'utilisation de mélange d’aldéhyde pour la

formation de porphyrine asymétriqgue avec de meilleurs rendements.

O
U\ 4 Py BF3.Et,0 ou CF5COH
N H” R >
H

CH,Cl,

Figure 47: Synthése de porphyrine selon Lindsey

IV.2.4.2. Synthéses « 2+2 » et « 3+1 »

Cette approche consiste a coupler deux intermédiaires dipyrroligues tels que les
dipyrrométhanes et les dipyrrométhénes (Figure 48) permettant de former une plus grande

variété de porphyrines.

dipyrrométhane dipyrrométhéne

R4 = H ou aldehyde

Figure 48 : Structure des dipyrrométhanes et des dipyrrométhénes.

e Utilisation des dipyrrométhenes

A la fin des années 1920, I'équipe de Fischer a mis au point une approche originale pour la
synthése totale des porphyrines B-substituées avec des rendements allant de 0,2 a 20% [164].
Leur méthode consiste a provoquer I'autocondensation de 5-bromo-5-méthylpyrrométhénes

en milieu acide a des températures supérieures a 200°C (Figure 49). En raison de conditions
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plutdt extrémes, il a été limité aux porphyrines symétriques. Plus tard, certaines synthéses
avancées ont montré que l'utilisation d'acide formique avec du brome permettait des

rendements jusqu'a 40% [165].

HCOOH / Br,
A

Figure 49 : Synthése de porphyrines utilisant des dipyrrométhenes.

En 1988, Paine et coll. ont amélioré ce procédé en démontrant I'efficacité de la bromation du
dipyrrométheéne, avec des rendements jusqu'a 90% (80-90%), dans un mélange DMSO /
pyridine [166].

e Utilisation des dipyrrométhanes

Les dipyrrométhanes sont généralement obtenus par condensation de deux pyrroles ou de
ses dérivés avec un motif aldéhyde, sous catalyse acide [167,168]. Dans les années 60, a
partir de deux dipyrrométhanes, Woodward et MacDonald ont réussi a obtenir des porphyrines
(Figure 50) [169,170]. Ce protocole comme la condensation pyrrolique passe par la formation
de la porphyrinogéne puis I'oxydation par l'air, mais ici, les rendements sont bien meilleurs

pouvant atteindre 50-60%.
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Figure 50 : Synthése de porphyrines selon Woodward et MacDonald [169,170].

En 1978, Ogoshi et coll., afin d’éviter la préparation de diformyldipyrrométhane, ont développé
une variante de la premiére approche en utilisant des aldéhydes aromatiques en addition aux
dipyrrométhanes en présence de TFA comme catalyseur acide. Cette approche a conduit a la
synthése de 5,15-diarylporphyrine avec des rendements allant de 30 a 40% [171]. En 1989,
Manka et Lawrence ont obtenu des 5,15-diarylporphyrines avec d’excellents rendements (73-
92%) [172]. La seule différence par rapport son prédécesseur est I'utilisation de p-chloranil en

tant qu’oxydant au lieu de l'air (Figure 51).

0 G B Catalyse acide
H .
A;Q_{ + p-chloranil
A — » A
H g
B C

. / NH HN\
3 = J R3

R4 R4

Figure 51 : Synthése de 5,15-diarylporphyrines a partir de dipyrrométhanes [171,172].

Toutes ces méthodes ont en commun I'exigence de la présence d'une fonction aldéhyde. En
2009, Temelli, toujours en se basant sur la technique de MacDonald, a développé une
approche différente combinant les dipyrrométhanes avec des imines [173]. Cette réaction est
catalysée par le triflate métaligue dans le dichlorométhane, et avec Ila

dichlorodicyanobenzoquinone (DDQ) comme agent oxydant (Figure 52).
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Figure 52 : Synthese de porphyrine selon Temelli et coll [173].
IV.2.4.3. Synthése « 3+1 »

La synthése « 3+1 » consiste & faire réagir un tripyrrane avec un pyrrole afin de former un
porphyrinogéne, qui est finalement oxydé en porphyrine (Figure 53). Le tripyrrane peut étre
préparé a partir d’'un pyrrole ayant deux fonctions alcools. Le tripyrrane peut réagir avec un

autre diol pyrrolique pour former une porphyrine (aprés oxydation) [174].

/ \
2 H,CO / \ Pyrrole/H® N
- ~JI
N K,CO3 HO H OH NH HN
H ~ —
HO
—I
HN
p-chloranil BF3/MeOH =
- CHCl3 HO

Figure 53 : Synthése de la porphyrine par la méthode « 3 +1 ».

Hatscher et Senge ont modifié cette méthode en utilisant des aldéhydes a la place du diol, afin
d’obtenir des porphyrines mono ou disubstituées en position méso avec des rendements
dépendants des aldéhydes utilisés (entre 4 et 75%) (Figure 54) [175].
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Figure 54 : synthése "3+1" d'aprés Hatscher et Senge [175]
IV.2.5. Les phtalocyanines

Les phtalocyanines font elles aussi partie de la classe des photosensibilisateurs
tétrapyrroliques. En effet, elles sont constituées de quatre unités isoindoliques reliées par des
ponts azotés, assurant une aromaticité comparable a celle des porphyrines. Les
phtalocyanines sont trés présentes dans la recherche en PDT, car leurs propriétés
photophysiques sont particulierement intéressantes. En effet, les bandes d’absorption les plus
fortes de ces PS se situent vers 650-700 nm et donc plus proches de la fenétre thérapeutique
gue les porphyrines par exemple, c'est-a-dire situé dans la région rouge/ proche infrarouge
(600-850 nm) du spectre de la lumiere visible, afin de permettre une pénétration tissulaire et
une absorption de lumiére par le PS optimales. En effet, les protéines absorbent dans 'UV et
'hémoglobine oxygénée et la mélanine absorbent jusqu’a 650 nm. Quant a l'eau, elle
commence a absorber les rayonnements dées 900 nm. La somme de ces absorptions laisse
ainsi une « fenétre thérapeutique » pour laquelle le rayonnement aura plus de chance d’exciter

un photosensibilisateur.

La premiére découverte des phtalocyanines a été accidentelle. En 1907, Braun et Tcherniac
ont observé la formation d'une impureté bleue lors du reflux de I'o-cyanobenzamide dans
I'éthanol destiné a obtenir des phtalonitriles [176]. Plus tard, en 1927, Diesbach et Von der
Weid ont synthétisé de la phtalocyanine de cuivre (rendement de 23 %), de la naphtalocyanine
de cuivre et de l'octaméthylphtalocyanine de cuivre lors d'une tentative de conversion de I'o-
dibromobenzene en phtalonitriles [177]. La découverte de la structure des phtalocyanines n'a
été faite que plus tard, dans les années 1930, par Linstead et coll [178]. qui ont ensuite
développé plusieurs procédés de synthése de phtalocyanines métallées. Depuis, de
nombreuses stratégies ont été développées pour obtenir des phtalocyanines. Une grande
partie d'entre elles repose sur la tétramérisation de petites molécules, tel que des benzéenes
substitués en position ortho (par exemple o-dibromobenzene, o-cyanobenzamide...), des

phtalonitriles, des phtalimides, des anhydrides ou acides phtaliques. Ces tétramérisations
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nécessitent souvent la présence d’'un métal afin d’assurer de meilleurs rendements (Figure
55) [179].

o-cyanobenzamide
O
NH,

CN

Sel métallique [e)

Br A
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Br \‘la\quueA
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: :CN N
CN
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Figure 55 : Voies de synthése des métallophtalocyanines par tétramérisation de divers précurseurs.

Malgré leurs bons rendements de synthése et des propriétés photophysiques favorisant
théoriquement les applications thérapeutiques, la faible solubilité des phtalocyanines est
souvent le facteur limitant pour des applications biologiques, et la fonctionnalisation par des

fonctions hydrophiles est la plupart du temps nécessaire [180].

V. Nouvelles stratégies en PACT

Afin d’obtenir une PACT efficace, la sélection du PS est cruciale. Bien que la transposition de

la PACT en clinique n'ait pas encore atteint son plein potentiel, des décennies de recherches
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ont fourni une série de critéres qui doivent étre entierement pris en compte dans la conception
d'un PS idéal pour la PACT.

Propriétés optigues adéguates. Le PS doit étre capable d'absorber efficacement la lumiéere

a la longueur d'onde utilisée pour I'excitation, c'est-a-dire avoir un coefficient d'extinction élevé.
Pour une meilleure pénétration dans les tissus et une plus faible phototoxicité, les longueurs
d'onde du proche infrarouge (NIR) de la "fenétre photothérapeutique” peuvent étre préférées.

Cependant, ce critére n’est pas toujours nécessaire en PACT.

Propriétés photosensibilisantes appropriées. L'état triplet du PS doit posséder une longue

durée de vie avec un CIS efficace, conduisant a un rendement quantique élevé de génération

d'oxygene singulet ®A, et/ou de génération d’ERO.

Solubilité élevée dans I'eau. Ces composés, qui ont tendance a étre aromatiques, doivent

étre suffisamment hydrophiles pour étre utilisés dans I'eau ou dans un milieu biologique
aqueux pour des applications biologiques.

Faible toxicité a I'obscurité. Le PS doit étre non toxique pour les cellules de mammiferes

avant l'irradiation.

Bonne stabilité. Pour une application en clinique, les PS doivent étre chimiquement robustes

avant et pendant le processus d'irradiation.

Haute sélectivité de la cible. Les agents pathogénes doivent étre ciblés et inactivés de

maniere sélective sans affecter les cellules hotes.

Ainsi, comme cité précédemment, les propriétés de nombreux PS ont été utilisées pour
éradiguer des espéces bactériennes. Cependant, atteindre une haute spécificité de traitement
tout en conservant les autres critéres est un défi pour la PACT. Afin de pallier ce probléme,
plusieurs méthodes d’optimisation ont été mises en place. Nous pouvons les regrouper en

trois grandes stratégies (Figure 56) :

e L'utilisation de photosensibilisateurs cationiques ou liés a des matériaux
polycationiques pour favoriser une interaction électrostatique entre le PS et les

différents composants de la paroi cellulaire des bactéries.

e L’affaiblissement de la paroi bactérienne par un agent, ce qui permettra I'intégration du

PS dans le cytoplasme.
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e La conjugaison d'un PS avec un agent de ciblage ayant une affinité pour des
composants bactériens spécifiques, comme les protéines membranaires, permet de

guider la molécule active jusqu’a la bactérie. Il s’agit ici du principe de vectorisation.

Interaction électrostatique Ciblage spécifique Perméabilisation membranaire
non spécifique
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Figure 56 : Les stratégies d'optimisation de la PACT [181].

V.1. L’interaction électrostatique non spécifique

Il est communément admis que les PS cationiques tels que le bleu de méthylene (MB) [182],
le bleu de toluidine O (TBO) [183] et d'autres dérivés de phénothiazinium [184], ou les
porphyrines cationiques [185-187] et les phtalocyanines [188] sont bien adaptés a la PACT,
montrant une bonne affinité pour les bactéries comparée aux PS neutres [189-191] ou chargés
négativement [185,192]. En effet, les PS cationiques interagissent par des interactions
électrostatiques avec les composants de la paroi cellulaire fortement chargés négativement
tels que les acides lipotéichoiques (LTA) des bactéries Gram positif et les lipopolysaccharides
(LPS) des bactéries Gram négatif [193-195]. Les PS anioniques et neutres doivent
généralement étre modifiés chimiqguement ou vectorisés afin d'éliminer la répulsion

électrostatique avec la membrane bactérienne avant d'étre utilisés dans la PACT.

La photoinactivation des bactéries s’est avérée plus efficace contre les bactéries Gram positif
a cause de la structure monocouche de leur paroi cellulaire qui permet une pénétration plus
profonde des PS. Ainsi, les PS monocationiques permettent d'obtenir une un effet
photobactéricide sur des bactéries Gram positif. Cependant, la présence d'une membrane
externe épaisse et bien organisée chez les bactéries Gram négatif les rend plus résistantes a
la PACT [196] et I'épaisseur de la membrane externe limite la pénétration des PS a travers la
paroi cellulaire. Pour cela, les dérivés polycationiques sont généralement nécessaires pour
I'éradication des bactéries Gram négatif. Cela souligne la nécessité de concevoir des PS

spécifiques contre ces agents pathogenes.
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Les acides aminés basiques (I'arginine, la lysine et I'histidine) ont aussi le potentiel de cibler
la surface chargée négativement des bactéries du fait de la présence de charges positives a
pH physiologique. Le conjugué lysine-porphyrine (Figure 57a) par exemple a montré une
efficacité contre les SARM, E. coli et P. aeruginosa, a la fois in vivo et in vitro [197,198]. Pour
aller plus loin dans cette approche, des peptides qui contiennent ces acides aminés ont été
utilisés. En effet, les stratégies basées sur les peptides offrent des avantages significatifs dans
la mesure ou la charge cationique peut étre facilement ajustée en variant le nombre d'acides
aminés, ce qui permet d’améliorer la sélectivité des PS et d’augmenter leur solubilité en milieu
aqueux. La conjugaison d’'un PS et d’'un polymeére polycationique a été étudiée pour la
premiére fois par Soukos et coll. [199]. lls ont lié une chlorine-e6 (ce6) a une chaine
polypeptidique composée de 20 résidus de lysine (Figure 57b). Ces travaux ont montré que
le PS conjugué est capable d’inactiver la souche Gram positif Actinomyces viscosus et la
souche Gram négatif Porphyromonas gingivalis aprés une minute d’illumination sous une
lumiére rouge (666 nm, 5-20 J/cm?), tout en épargnant les cellules de I'épithélium buccal. Dans
une méme approche, Zhou et coll. [200] ont synthétisé un peptide hepta-arginine
fonctionnalisé a I'extrémité C-terminale avec la purpurine-18 (Figure 57c). Ce conjugué s’est
lié sélectivement aux bactéries Gram positif et, aprés une irradiation lumineuse (720 nm, 100
mW/cm?, 3 min, 56 J/cm?), entraine I'éradication compléte de ces derniéres. Cependant, le
taux de survie des bactéries Gram négatif était élevé méme a des concentrations élevées,
probablement en raison de leur paroi cellulaire plus épaisse empéchant le contact de la
membrane cellulaire avec le PS. De la méme maniere, Zhao et coll. [201] ont synthétisé une
phtalocyanine de silicium (IV) di-substituée axialement avec des oligopeptides composés de
trois arginines (Figure 57d). Ce composé a montré une grande affinité pour les bactéries.
Cette affinité se traduit par une phototoxicité contre les bactéries Gram positif et Gram négatif
ainsi que les champignons dans les expériences in vitro. En outre, ils ont démontré
I'applicabilité thérapeutique in vivo de cette approche dans le traitement de l'infection a S.
aureus chez des modéles murins. Cependant, les PS polycationiques peuvent s'avérer
toxiques pour les cellules de mammiféres, de sorte que le potentiel translationnel de ces PS
peut étre limité. C'est pourquoi des PS de ciblage plus spécifiques ont été utilisées pour

améliorer la liaison aux bactéries, avec des agents sélectifs.
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Figure 57 : Exemples de conjugués PS- peptides/ aminoacides polycationiques selon (a) : Meng et
coll. [197] et Xu et coll. [198] (b) : Soukos et coll. [199] (c) : Zhou et coll. [200] (d) : Zhao et coll. [201].

V.2. La perméabilisation membranaire

Un grand nombre de travaux ont été réalisés sur la perméabilité de diverses bactéries a des
molécules de structures différentes. L'un des facteurs régissant la sensibilité bactérienne aux
antibiotiques est une diminution de la perméabilité a ces molécules. La capacité des chélateurs
tels que I'EDTA a déstabiliser le revétement du LPS en éliminant les ions Mg?* et Ca?* qui
agissent comme des ponts entre les molécules de LPS voisines est maintenant bien acceptée
[202]. Un autre groupe de molécules antimicrobiennes a été étudié pour leur capacité a
augmenter la perméabilité des bactéries, ce sont des peptides antimicrobiens (PAM). Ce sont
des peptides amphipathiques linéaires ou cycliques qui exercent une activité bactériostatique
ou bactéricide en ciblant les membranes cellulaires des bactéries par des interactions
électrostatiques, et en perturbant I'intégrité de la membrane par insertion, et/ou en perturbant
les fonctions intracellulaires [203]. Ainsi, Nitzan et coll. ont combiné un PS a un PAM utilisant
a la fois les interactions électrostatiques et la capacité de perméabilisation de la membrane,
pour augmenter l'efficacité des PS [10]. Dans une stratégie de conjugaison covalente, le
couplage des PAM avec des PS a attiré une attention considérable dans le domaine de la
PACT.
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Récemment, au sein de notre laboratoire, Le Guern et coll. ont associé chimiquement
différents photosensibilisateurs avec des dérivés de la polymyxine B (PMB) par une liaison
covalente [3,204,205]. Une porphyrine cationique a ainsi été attachée a un dérivé PMB (ou le
premier acide aminé a été remplacé par une cystéine) en utilisant la chimie thiol-eéne click
(Figure 58a). Le conjugué a montré une meilleure efficacité contre S. aureus, P. aeruginosa
et E. coli par rapport a la porphyrine seule. Les résultats ont montré aussi que ce produit a une
interaction hautement sélective pour les bactéries. Etant donné l'importance de la proximité
du PS avec sa cible en PDT, une telle sélectivité et efficacité pourrait indiquer un effet

photobactéricide a large spectre, bien avant tout effet secondaire sur les cellules humaines.

Puisque la partie peptidique a subi une faible modification, son activité bactéricide fut
majoritairement conservée, ce qui peut entrainer 'émergence de souches résistantes. Afin
d’optimiser le composé précédent, les unités d'acide diaminobutyrique (Dab) ont été
remplacées par des résidus de lysine (Figure 58b). Alors que ces modifications ont entrainé
une perte d’activité biologique significative de la partie peptidique, le nouveau composeé a,
guant a lui, obtenu des résultats prometteurs aprées irradiation lumineuse. De plus, les analyses
en cytométrie en flux et en microscopie confocale ont montré que ce nouveau composé a une
interaction stable pour les bactéries, et qu'il dispose aussi de la capacité de perméabiliser la

paroi externe [205].

Dérivé lysine de polymyxine B

Dérivé de polymyxine B

Figure 58 : Les composés photosensibles conjugués a la polymyxine B développés au sein
du laboratoire PEIRENE lors des travaux de Le Guern et coll. [3,205].
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D'autres séquences peptidiques ont été utilisées dans des stratégies covalentes ou non
covalentes afin d’optimiser la PACT. Nous pouvons citer les travaux de Johnson et coll. [206]
qui décrivent l'utilisation de I'éosine Y couplée au peptide (KLAKLAK), (Figure 59a) afin
d'améliorer la faible affinité membranaire de ce PS anionique, et cibler activement les bactéries
Gram positif et Gram négatif tout en conservant une bonne sélectivité envers les cellules de

mammiferes.

Par ailleurs, Cheng et coll. ont également synthétisé un conjugué composé de ce PAM en
utilisant la protoporphyrine IX comme PS [207] (Figure 59b). Le conjugué a montré une
excellente activité photodynamique contre les bactéries Gram positif (S. aureus) et Gram
négatif (E. coli) in vitro. Sa grande efficacité d'inactivation repose a la fois sur la structure
hydrophobe/hydrophile du peptide et sur la capacité de génération d’ERO de la PS. L'unité
PAM permet la formation d'une structure a-hélicoidale qui positionne les charges positives
d'un cété et conduit & de fortes interactions entre le colorant et les surfaces des bactéries.
Apres les interactions électrostatiques initiales, les conjugués PAM-PS peuvent pénétrer dans
la membrane cellulaire et perturber l'intégrité des cellules, tandis que l'irradiation lumineuse a
une longueur d'onde plus importante entraine I'oxydation des biomolécules (par exemple, les

acides nucléiques), ce qui entraine la mort des bactéries [181].
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Figure 59 : Exemples de conjugués (KLAKLAK)2-PS selon (a) : Johnson et coll. [206] (b) : Cheng et
coll. [207].
D'autres séquences peptidigues comme I'Apidécine 1b [208,209] ou I'Aureine 1.2 [210] ont

également été utilisées pour optimiser I'effet photobactéricide des PS.
V.3. Le ciblage spécifique

Le probléme majeur de la PACT réside dans la sélectivité des cellules : I'effet cytotoxique doit
cibler uniqguement les bactéries. De ce fait, la stratégie antibactérienne tend a s’orienter vers
I'élaboration de molécules « hybrides » composées d’un principe actif photo-activable associé
a un module de reconnaissance. La conjugaison d’un photosensibilisateur avec des modules
d’adressage (sucres, ligands, peptides) ayant une affinité particuliere pour des récepteurs
membranaires exprimés a la surface des bactéries induit une augmentation significative et
sélective de I'incorporation cellulaire, et donc de l'activité photodynamique. La stratégie de
ciblage spécifique est treés développée pour la PDT anticancéreuse mais trés peu étudiée pour
la PACT. Une bréve description de quelques conjugués utilisés ou pouvant étre utilisés dans

la PACT est présentée dans la suite du manuscrit.
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V.3.1. La conjugaison d’un PS avec un antibiotique

L’'une des stratégies les plus utilisées dans la PACT est la conjugaison d'antibiotiques bien
connus avec des molécules photoactives pouvant générer une sélectivité élevée pour les

bactéries.

La vancomycine est un antibiotique de la famille des glycopeptides utilisée dans le traitement
des infections bactériennes des souches Gram positif. Son mécanisme repose sur l'inhibition
de la réticulation de la paroi cellulaire. La vancomycine forme un complexe en se liant par des
liaisons hydrogénes avec les terminaisons D-alanyl-D-alanine du peptidoglycane non réticulé
(Figure 60). Une fois liée, la vancomycine inhibe la formation des liaisons transversales qui
stabilisent la paroi cellulaire. Cette paroi cellulaire affaiblie finit par se rompre sous la pression

osmotique élevée du cytoplasme bactérien, tuant la bactérie [211].

(M) = MurNAc (@) =GlIcNAc

Paroi bactérienne Gram positif

Figure 60 : Liaison de la vancomycine a un peptide D-alanyl-D-alanine [212].

La conjugaison de colorants fluorescents ou de PS a la vancomycine pour localiser et
éradiquer les infections bactériennes a été largement étudiée [213-215]. Un exemple

significatif de cette approche a été décrite par Xing et coll. dans lequel deux molécules de
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vancomycine ont été conjuguées a une porphyrine (Figure 61a). Ce conjugué a montré des
propriétés prometteuses dans l'imagerie fluorescente et la photoinactivation des souches
bactériennes d'entérocoques sensibles et résistantes a la vancomycine permettant ainsi un
diagnostic et un traitement simultané, une approche appelée théranostique. [212]. Dans une
méme approche, Feng et coll. ont couplé la vancomycine a un dérivé de tétraphényléthéne
comme PS avec des propriétés d'émission renforcée induite par I'agrégation. Cette sonde
théranostique a permis la visualisation sélective et I'éradication des bactéries Gram positif
sensibles et résistantes a la vancomycine [89]. Zhai et Wang, quant a eux, ont conjugué une
tetrakis(p-aminophényl)porphyrine (Figure 61b) a la vancomycine et ont étudié son activité
photobactéricide contre six souches de bactéries Gram positif, dont E. faecalis résistant a la
vancomycine [216]. Le conjugué obtenu a montré une grande sélectivité avec des efficacités
d'éradication variables envers toutes les souches Gram positif. En revanche, une bibliothéque
d'agents PDT photoactifs polycationiques a été synthétisée par Huang et coll. [217], et
étonnamment, le conjugué de vancomycine (Figure 61c) a démontré la plus faible activité
photodynamique parmi tous les PS synthétisés. Cette faible efficacité peut étre le résultat
d'une affinité de liaison réduite de la vancomycine en raison de la conjugaison de ce PS
volumineux polycationique. Une autre explication possible réside dans la perte de planéité
dans le systéme m-conjugué de la sous-unité PS résultant de son attachement a un
antibiotique aussi volumineux, ce qui diminue le coefficient d'extinction, et donc l'efficacité de
génération d’ERO de la sonde. Par conséquent, cette étude révele l'importance de la
conception du conjugué (PS, antibiotique et espaceur), d'un point de vue chimique, biologique

et photophysique, pour obtenir des activités PACT hautement efficaces.
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Figure 61 : Exemples de conjugués vancomycine -PS selon (a) : Xing et coll. [212] (b) : Zhai et Wang
[216] (c) : Huang et coll [217].

La gentamicine est un antibiotique aminoglycoside utilisé pour traiter divers types d'infections
bactériennes, en particulier celles provoquées par des bactéries Gram négatif. Au contact de
l'agent pathogéne, la gentamicine diffuse a travers les porines de la membrane externe et
passe dans le cytosol. Son mode d'action est basé sur I'empéchement de l'initiation et de la
poursuite de la traduction de la synthése des protéines en se liant a I'ARN ribosomigue 30S et
16S [218]. Nonell et coll. ont démontré |'utilisation de la gentamicine comme unité de ciblage
dans une stratégie de conjugaison covalente [219] (Figure 62). lls ont couplé la gentamicine
au porphycene absorbant la lumiére rouge, et le conjugué a montré une éradication
significative des souches Gram positif (S. aureus) et & Gram négatif (E. coli), méme a des
concentrations submicromolaires, tandis que les contréles (PS seul et co-administré avec la
gentamicine) n'ont pas eu d'impact significatif sur le taux de survie. lIs ont observé également
gue la conjugaison de la gentamicine au porphycéene hydrophobe augmente sa solubilité dans

'eau, mais elle diminue son activité bactéricide.
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Figure 62 : Structure du conjugué gentamicine - porphycene synthétisé par Nonell et coll. [219].

V.3.2. Maltooligosacharides : agents potentiels de ciblage spécifique
pour la PACT

Les transporteurs ABC ou transporteurs a cassettes liant I'ATP utilisent I'énergie de I'hydrolyse
de I'ATP pour transporter activement une grande diversité de molécules a travers les
membranes biologiques. Parmi ces transporteurs, on trouve le transporteur de maltose
MalFGK2. Ce systeme MalFGK2 est composé de deux protéines transmembranaires, MalF et
MalG, deux copies de la sous-unité ATPase MalK, ainsi qu’une protéine périplasmique de
liaison au maltose (MalE) apportant le maltose et d'autres maltodextrines au transporteur, et
déclenche son activité ATPase [220]. Chez les bactéries Gram négatif, les MalE sont
généralement des protéines solubles situées dans I'espace périplasmique, alors que chez les
bactéries Gram positif, ce sont des lipoprotéines attachées a la membrane ou fusionnées aux
protéines transmembranaires. Bien que le maltose puisse traverser la membrane externe des
bactéries Gram négatif par des porines, les maltodextrines (oligoméres de maltose)
nécessitent une porine spécifique pour entrer dans le périplasme, appelée maltoporine
(LamB). Cette porine forme une structure trimérique qui facilite la diffusion des maltodextrines
a travers la membrane [221]. Aprés avoir pénétré dans le périplasme, le maltose et les
maltodextrines sont liés par la MalE périplasmique, qui les amene a la voie d'importation de la
membrane interne. La fixation de MalE et du maltose a la surface périplasmique de MalFG
entraine I'hydrolyse de I'ATP par MalK et I'importation du maltose ou de la maltodextrine dans

le cytoplasme (Figure 63) [222].
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maltoporine

membrane interne

Figure 63 : Modele de transport de substrat pour MalFGK2 [222]

Les cellules mammaliennes n'expriment pas le transporteur de maltodextrine [223], c'est la
raison pour laquelle les dérivés de maltodextrine sont largement utilisés comme agents de

ciblage bactérien pour l'imagerie médicale.

Les sondes d'imagerie a base de maltodextrine (MDS) ont été rapportées pour la premiére
fois en 2011 par Ning et coll. [11] pour la détection de bactéries in vitro et in vivo. Dans ce
travail, les colorants fluorescents peryléne et IR786 fonctionnalisés par un alcyne ont été
couplés a un maltohexaose fonctionnalisé par un azoture a l'extrémité réductrice en utilisant
la cycloaddition azoture-alcyne 1,3-dipolaire catalysée par le cuivre (1) (Copper(l)-catalyzed
Azide-Alkyne Cycloaddition, CuAAC) (Figure 64a,b). Il est avéré que les MDS peuvent
s'accumuler spécifiguement et sélectivement dans le site d'infection bactérienne, plutét que
dans les cellules de mammiféres ou dans les infections induites par les lipopolysaccharides
(LPS). Les résultats de I'expérience ont également confirmé que le mécanisme de ciblage est
la voie active du transporteur de maltodextrine-, ce qui est conforme a I'hypothése précédente.
Outre leur capacité a détecter les biofilms bactériens et a distinguer une lésion bactérienne
d'une inflammation stérile, les MDS sont également capables de visualiser la microflore d'E.
coli a partir de 105 unités formant colonies (CFU) in vivo, dont la sensibilité est supérieure de

Y

deux ordres de grandeur a celle de nombreuses sondes similaires. Ce travail a permis
d'éliminer efficacement les interférences et fournit un résultat de diagnostic précis. En 2014,
la méme équipe de recherche a produit un maltohexaose marqué au 8F (MHF) afin de
résoudre le probleme de la faible pénétration de la lumiére dans les tissus (Figure 64c). Ce

compose est introduit comme traceur de tomographie par émission de positons (TEP) pour le
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diagnostic aigu des infections bactériennes [12]. Le MH®F présente un potentiel prometteur
dans lidentification de la résistance bactérienne aux médicaments. Comme nous l'avons
mentionné précédemment, les transporteurs de maltodextrines sont des transporteurs ABC,
en d'autres termes, le processus d'internalisation des substrats de maltohexaose, comme le
MH'8F, est étroitement lié au métabolisme cellulaire et a la viabilité bactérienne. Les résultats
ont montré que le MH8F pouvait identifier la résistance des bactéries et mesurer l'efficacité de
I'antibiothérapie. Ce résultat remarquable indiqgue que MHF pourrait étre un bon candidat

pour guider la sélection des antibiotiques.

HO g

Figure 64 : Les sondes d'imagerie a base de maltodextrine selon Ning et coll.[11,12].

En 2019, Pang et coll. ont utilisé le maltohexaose dans une stratégie sonothéranostique
permettant de marquer spécifiguement les bactéries et de visualiser la thérapie
sonodynamique (SDT). En utilisant du cholestérol lié au maltohexaose et des compositions
lipidiques sensibles aux bactéries, une plateforme de nanoliposomes intelligents (MLP18) a
été développée pour délivrer avec précision la purpurine 18 (un sonosensibilisateur puissant).
En exploitant les avantages de la voie de transport de la maltodextrine spécifique aux
bactéries, ils ont montré que les MLP18 préparés peuvent cibler spécifiquement le site
d'infection bactérienne et distinguer avec précision les foyers d'inflammation stérile ou de
cancer grace a un signal fluorescent/photoacoustique hautement sélectif sur le site infecté par
les bactéries chez la souris. De plus, la caractéristique de réponse aux bactéries de MLP18 a

activé un relargage et une internalisation efficaces du sonosensibilisateur a haute
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concentration dans les cellules bactériennes, ce qui a entrainé une élimination sonodynamique
efficace des bactéries MDR [224].

Bien gue les maltodextrines se soient révélées efficaces pour cibler spécifiguement les
bactéries Gram positif et Gram négatif, leur utilisation en PACT reste trés limitée. A notre
connaissance il n'existe que deux études qui mettent en évidence I'utilisation des dérivés de
maltodextrines en PACT en tant qu'agents de ciblage. L'utilisation d’'un conjugué PS-
maltohexaose a été publiée pour la premiére fois en 2016 par Galstyan et coll. Les auteurs ont
développé une phthalocyanine de silicium (IV) conjuguée a du maltohexaose en tant que
sondes ayant a la fois des capacités de marquage fluorescent et de photosensibilisation
(Figure 65). Le PS conjugué au maltohexaose fournit une double lecture permettant de
distinguer les deux groupes d'agents pathogenes, car seule la souche Gram positif a été
inactivée, méme si les deux ont été marquées par une luminescence dans le proche
infrarouge. La résistance aux antibiotiques n'a pas limité l'effet phototoxique, puisque S.
aureus résistant a la méthicilline a été completement photo-inactivé [225].
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Figure 65 : Structure du conjugué phtalocyanine de silicium (IV) - maltohexaose synthétisé par
Galstyan et coll.[225].
En 2019, Tang et coll. ont développé des nano-agents multifonctionnels qui peuvent
potentiellement étre utilisés pour I'imagerie et le traitement des infections causées par divers
pathogénes bactériens. Les nano-agents sont constitués de nanoparticules de silicium
fluorescentes (SiNPs) fonctionnalisées avec un polymére de glucose (mélange d’oligo et
polysaccharides comme le poly[4-O-(a-D-glucopyranosyl)-D-glucopyranose] ) et chargées de
chlorine-e6 (Ce6) (Figure 66). Ces nano-agents sont rapidement internalisés dans les
bactéries Gram positif et Gram négatif par un mécanisme dépendant des transporteurs de
maltodextrine. Les nano-agents peuvent étre utilisés pour l'imagerie des bactéries en suivant
la fluorescence verte des SiNPs et la fluorescence rouge du Ce6, permettant la détection in

vivo de seulement 105 unités formant des colonies (UFC). En plus les nano-agents présentent
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des efficacités photoantibactériennes in vivo de 98 % vis-a-vis de S. aureus et de 96 % vis-a-

vis de P. aeruginosa sous une irradiation lumineuse de 660 nm [226].

si GP-Ce6-SiNPs
SiNPs k=i :

Figure 66 : les nanoagents multifonctionnels pour la détection et le traitement photodynamique des
infections bactériennes [226].
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Objectif du travail

Les travaux réalisés au cours de cette thése ont pour objectif d’optimiser la chimiothérapie
photodynamique antimicrobienne et de surmonter certains problémes des porphyrines en tant
gue photosensibilisateurs trés étudiés dans la PACT, mais qui souffrent d’'une faible solubilité

dans I'eau, d’auto-quenching et d’'un manque de sélectivité contre les cellules bactériennes.

Dans la continuité des travaux effectués au sein de notre laboratoire, la synthése et I'évaluation
biologique de photosensibilisateurs et de biomatériaux pour des applications en PACT
[3,205,227,228], nous nous sommes intéressés a deux stratégies pour I'optimisation de cette
thérapie. La premiére consiste a coupler une porphyrine a des dérivés de maltodextrines
utilisés récemment comme agent de ciblage bactérien pour l'imagerie médicale [11,12,229],
afin d’'améliorer la sélectivité de la porphyrine vis-a-vis des cellules bactériennes. Pour ce faire,
nous avons synthétisé deux conjugués, composé d’une meso-porphyrine reliée par une chaine

tétraéthyléne glycol avec un maltooligosaccharide (maltohexaose ou maltotriose) (Figure 67).

: OH |
' OH ;
. HO O, 0. OH
Maltotriose | HO o !
: OH OHO™ on "o 7 o N=N :
| on SN~y

HO

Maltohexaose

Figure 67 : Structures chimiques des conjugués porphyrine-maltooligosaccharide obtenus au cours de
ce travalil.

La deuxiéme stratégie vise a incorporer des porphyrines dans des hydrogels a base de xylane.

Pour cela, trois voies sont explorées (Figure 68) : dans une premiere approche, I'hydrogel a

été synthétisé d’abord par réticulation de xylane avant de le charger par une porphyrine

cationique. Dans la deuxiéme stratégie, les porphyrines sont fixées d’abord par liaisons
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covalentes sur le xylane, puis les hydrogels sont obtenus & partir de ces xylanes
fonctionnalisés par un agent de réticulation. Dans la troisieme méthode, I'hydrogel est obtenu

directement par une réticulation directe du xylane par les porphyrines.

U LY

N J
Y Hydrogels portant des PS
liés de fagon non covalente

Hydrogels portant des PS liés de fagon covalente

Figure 68 : Les hydrogels & base de xylane portant des PS élaborés au cours de ce travail.

Pour compléter ce travail, ces nouveaux produits sont évalués par des tests biologiques in

vitro vis-a-vis des bactéries a Gram positif et des bactéries a Gram négatif.
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Chapitre Il.

Optimisation de la PACT par couplage
des PS avec des
maltooligosaccharides
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Chapitre II. Optimisation de la PACT par couplage des PS avec des
maltooligosaccharides

l. Introduction

En s’inspirant des travaux cités précédemment sur l'utilisation des maltooligosaccharides
comme agents de ciblage, nous souhaitions greffer chimiquement un dérivé de maltodextrine
sur une porphyrine neutre. L’objectif était d’associer I'effet photosensibilisant de la porphyrine
et la capacité de ciblage des maltooligosaccharides afin d’améliorer la sélectivité de la
porphyrine vis-a-vis des cellules bactériennes. Pour ce faire, nous avons choisi la 5-(p-
carboxyphényl)tritolylporphyrine en tant que porphyrine neutre connue pour sa faible efficacité
antibactérienne qui va étre conjuguée avec les deux maltooligosaccharides les plus utilisés

pour le ciblage bactérien (maltohexaose ou maltotriose).

II. Stratégie de synthese

Nous avons choisi de d’utiliser le concept de "Click-Chemistry" pour la synthése des conjugués
porphyrine-maltooligosaccharide (12) et (13) qui nécessite la préparation d’'un précurseur
acétylénique (Maltooligosaccharide) et d’'un précurseur azoturé (porphyrine). Ainsi, une méso-
tritolylporphyrine métallée porteuse d'un bras espaceur azoturé (6) est obtenue par métallation
au zinc de la porphyrine base libre (5) correspondante. Cette derniére est le résultat d’'un
couplage peptidique de 5-(p-carboxyphénytritolylporphyrine (1), obtenue par condensation
du 4-carboxybenzaldéhyde, du p-tolualdéhyde et du pyrrole selon la méthode des aldéhydes
mixtes et I'espaceur amino-azoturé (4) obtenu a partir d’'une chaine tétraéthyléne glycol en
trois étapes : une mésylation, une azoturation puis une réduction. Les maltooligosaccharides
porteurs d’'un alcyne terminal (8) et (9), quant a eux, sont obtenus par une propargylation

directe du maltotriose peracétylé et du maltohexaose peracétylé (Figure 69).

Abdechakour ELKIHEL | Thése de doctorat | Université de Limoges | 73
Licence CC BY-NC-ND 3.0



N=N

OH
HO Q
HO OH
OH
0 0
Ho o o 2
N
n \/ﬁ/ /\/! \/i\N
- - SR

n=2 (12)
n=5 (13)

OAc
AcO, o
AcO
OAc
OAc
o,
AcO Q °
n (o}
~ "N )
OAc w/ A Ay
S H

N=N O
n=2 (10) O

n=5 (11)

3= Q

= O

N*\/O}:‘J\NS
OAc O Q "

O OAc

_— +
OA o
° of Aco 0//

n

OAc

n=2(® (J Q

n=5 (9) ®

AcO~[ AcO

o
N/{/\/ }QJ\NS
OAc O Q H
o
oA
AcOf oo o
OAc
O \’;
% a0 one —
n OAc

n=2oub O O

(8)

+ Nes o e
(4)

vaRe N

Na\/\{o /\/};Ng
(3)
H " \
0
0
1 43 4 /) \ MsO. OMs
o

HO\/\{O/\,}QOH

Figure 69 : Schéma rétrosynthétique des conjugués porphyrine-maltooligosaccharide (12) et (13)
obtenus
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Synthése des précurseurs

lll.1. Synthése de la 5-(p-carboxyphényltritolylporphyrine

Nous avons choisi pour cette synthése la méthode des « aldéhydes mixtes » décrite par Little
en 1975 [161] présentée en détail au chapitre Il. Elle est bien adaptée a la synthése des méso-
tritolylporphyrines mono-fonctionnalisées qui cristallisent dans le milieu en fin de réaction
(Figure 70).

0]
: QL - O
o H
OH z/ \S Acide propionique
1 + 3 + 4 N >
HO H 140 °C, 90 min
0]

2 20

(1)

Rdt : 4,5%

Figure 70 : Synthése de la 5-(p-carboxyphényl)-tritolylporphyrine (1) par la méthode des aldéhydes
mixtes.
Cette méthode consiste a condenser, au reflux de 'acide propionique qui joue le réle de
solvant et de catalyseur, des quantités stoechiométriques de pyrrole fraichement distillé, de p-
tolualdéhyde et de p-carboxybenzaldéhyde. La porphyrine monocarboxylée (1) cristallise
apreés une nuit a 4 °C, en méme temps que d’autres produits qui sont essentiellement la
tétratolylporphyrine et des porphyrines di- et tri-carboxylées. Aprés purification par
chromatographie sur colonne de silice, la porphyrine (1) est obtenue avec un rendement de
4,5%. Ce rendement, certes modeste, reste néanmoins conforme a celui attendu pour ce type
de réaction et s’explique par la formation des autres meso-porphyrines et par la polymérisation

concomitante du pyrrole.

La structure de la porphyrine (1) est confirmée par spectroscopie RMN H, UV-Visible et
spectrométrie de masse. Le spectre RMN !H présente deux signaux correspondant aux
protons B-pyrroliques résonnant a 8,86 ppm (m, 6H) et a 8,77 ppm (d, 2H) sont caractéristiques
d’une porphyrine mono-substituée. Pour les protons aryles, les couples Hzsrésonnent a 8,48
ppm, moins blindés que ceux Hss résonnant a 8,33 ppm subissant fortement I'effet attracteur
du groupement carboxyle. Les protons des tolyles, quant a eux, présentent deux types de

signaux avec les couples Hx¢ et Hss résonnant respectivement a 8,09 ppm et 7,56 ppm. De
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plus, la présence d’un signal a -2,76 ppm, fortement blindé confirme que cette porphyrine est
bien sous sa forme base libre. Le spectre d’absorption UV-Visible présente le profil attendu
pour une porphyrine base libre. Il correspond au type etio avec la bande de Soret a 420 nm et
les quatre bandes Q situées vers 518, 553, 592 et 649 nm. Ces résultats sont confirmés par

spectrométrie de masse (m/z = 701,2914 [M+H]").
[ll.2. Synthese du bras espaceur amino-azoturé (4)

En s’appuyant sur les travaux réalisés dans notre laboratoire [230], nous avons envisagé la
synthése du 1-amino-11-azoturo-trioxaundécane, un bras espaceur linéaire, stable, flexible et
hydrophile. Son extrémité aminée permet d’établir une liaison amide avec la fonction acide
carboxylique de la porphyrine (1), et I'extrémité azoture permet de former un triazole 1,4-
disubstitué par réaction de « click-chemistry ». Ce composé a été synthétisé en trois étapes
(Figure 71). Dans un premier temps, les alcools aux extrémités de la chaine tétraéthylene
glycol sont converties en groupements azotés, ce qui est 'objet des réactions de mésylation
et d’azoturation. C’est au cours de la derniére étape que la molécule est désymétrisée par une

réduction partielle de la chaine diazoturée.

HO\/\fo/\/}gOH Mésylation MSO\/\{O/\/};OMS

(2)

N Réduction

@]
‘i uonelinjozy
w
bd

N NH
3\{\/\Oi\/ 2
(3) (4)
Figure 71 : Schéma général de la synthése du composé (4)

[11.2.1. Synthese du 1,11-dimésylate de 3,6,9-trioxaundécane (2)

Les alcools primaires ont été convertis en mésylates par le traitement a froid du tétraéthylene

glycol avec du chlorure de méthanesulfonyle en présence de triéthylamine (Figure 72).

O~ A~ JoH MsCLEGN MSO\/\{O/\/}/OMS

3 3
CH,Cly, - 5°C-TA 2)

Rdt : 90%

Figure 72 : Synthése du 1,11-dimésylate de 3,6,9-trioxaundécane (2)
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Le composé (2) est alors obtenu avec un rendement de 90%. Les analyses RMN *H et *C ont

confirmé sa structure, ainsi que la spectrométrie de masse.

l11.2.2. Synthése du 1,11-diazoturo-3,6,9-trioxaundécane (3)

La substitution des groupements mésylate par des azotures a été réalisée par chauffage du
composé (2) dans un mélange éthanol/diméthylacétamide 4: 1 en présence d’'un excés

d’azoture de sodium (Figure 73).

MSOWO/\/J;OMS NaN, EtOH/DMAC N3WOM;N3

reflux 6 h
(3)

Rdt quant.

Figure 73 : Synthése du 1,11-diazoturo-3,6,9-trioxaundécane (3)

Le diazoture (3) est obtenu, apres purification sur colonne de silice, avec un rendement
guantitatif. La structure du produit attendu est confirmée par RMN (*H et 13C) et spectrométrie

de masse.

[11.2.3. Synthese du 1-amino-11-azoturo- 3,6,9-trioxaundécane (4)

La réduction de I'azoture en amine est réalisée en utilisant la réaction de Staudinger [231].
L’obtention du produit monoaminé est contrélée par I'addition progressive d’une quantité totale
de triphénylphosphine (PPhs) correspondant a 0,5 équivalent de phosphine par azoture. Ce
contréle statistique est renforcé par I'usage d’'un mélange biphasique (Figure 74). Dés sa
formation, 'amine se protone et migre dans la phase aqueuse acide, préservant ainsi le produit
attendu de toute nouvelle réduction puisque PPhs; et OPPhs, trés hydrophobes, restent dans
la phase éthérée. En fin de réaction, la phase agueuse recueillie est basifiée et extraite pour

fournir, aprés purification sur colonne de silice, le composé (4) avec un rendement de 65%.
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Figure 74 : Réduction de Staudinger réalisée en milieu biphasique.

La structure du composé (4) a été caractérisée par spectroscopie de RMN. Le spectre de RMN
du proton montre la présence des protons (CH>—N3) et (CH>—NH2) qui résonnent en deux
signaux sous la forme de triplets a 3,40 et 2,89 ppm. Le spectre de RMN du carbone indique
la présence de deux signaux a 50,73 et 41,60 ppm correspondant aux deux carbones qui

portent ces protons. La spectrométrie de masse confirme la structure (m/z = 219,1452 [M+H]").

[11.3. Synthese de la porphyrine porteuse du bras espaceur (5)

La fixation du bras espaceur (4) sur la porphyrine (1) a été réalisée en s’appuyant sur des
réactifs utilisés en synthése peptidique. L’activation de la fonction acide carboxylique de la
porphyrine est réalisée en présence du N,N-diméthylaminopropyléthylcarbodiimide (EDC) qui
est un carbodiimide hydrosoluble, tout comme le dérivé d’'urée qui est le sous-produit de la
réaction. Nous avons choisi de I'utiliser en présence de N-hydroxysuccinimide (NHS) qui est
un catalyseur hydrosoluble dans le but de former un systéme couplant efficace et pouvant étre
éliminé en fin de réaction par de simples lavages a I'eau. Le couplage est réalisé dans le

chloroforme anhydre, a température ambiante, avec un rendement de 74% (Figure 75).
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Figure 75 : Synthése du composé (5) par couplage peptidique

La structure de la porphyrine (5) est confirmée par spectroscopie RMN, UV-Visible et
spectrométrie de masse. L’analyse du spectre de RMN *H (Figure 76) comme attendu montre
la présence des 8 protons B-pyrroliques résonnant sous la forme d’'un multiplet a 8,86 ppm
pour Hs7s1213 et 17 €t sous la forme d’un doublet & 8,77 ppm pour Hz et 18, (J = 4,6 Hz). Les
doublets observés a 8,28 ppm et 8,18 ppm (J = 8 Hz) correspondent respectivement aux
protons aryliques Hzs et Hss. Les protons Hz et Hss des tolyles apparaissent respectivement
sous forme de doublets a 8,01 ppm et 7,55 ppm (J = 7,8 Hz). Les protons portés par I'espaceur
résonnent sous la forme de multiplets, entre 3,67 et 3,86 ppm pour les protons Hap.cdete, tandis
gue les protons Hg et Hi résonnent sous forme de triplets a 3,64 ppm (J = 5,1 Hz) et 3,33 ppm
(J = 5,0 Hz) respectivement. On observe également les protons méthyliques, portés par les
tolyles, résonnant sous la forme de singulets, a 2,70 ppm et un singulet a -2,77 ppm et

correspondant aux NH pyrroliques.
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Figure 76 : Spectre RMN H de la porphyrine (5) dans CDCls.
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Sur le spectre RMN 2C, on observe, en plus des signaux caractéristiques des méso-
porphyrines (voir partie expérimentale), un signal fortement déblindé a 167,64 ppm
correspondant au carbone de la fonction amide, deux signaux a 60,67 et 40,02 ppm
correspondants respectivement aux carbones Cj, et C, et six signaux correspondant aux autres
carbones portés par le bras espaceur (Cpcdeetf) qui résonnent a 70,78, 70,66, 70,40, 70,29,
70,09 et 69,97 ppm. Le spectre d’absorption UV-Visible est similaire a celui de la porphyrine
(1), avec une bande de Soret a 420 nm et quatre bandes Q I, Il, lll, et IV respectivement a
648, 592, 552 et 517 nm. La spectrométrie de masse montre la présence du pic quasi-
moléculaire [M+H]*" attendu (m/z = 901,4184).

[1l.4. Métallation de la porphyrine (5)

La métallation de la porphyrine (5) par du zinc a pour but de la protéger d’'une éventuelle
métallation parasite par d’autres métaux employés au cours des réactions suivantes tels que
le cuivre. En effet, 'incorporation de tels métaux dans les porphyrines empéche la formation

de I'oxygéne singulet et limite ainsi I'utilisation des photosensibilisateurs en PACT [232].

La porphyrine (5) est mise en présence d’'un excés d’acétate de zinc dans le THF a reflux

durant 2 heures (Figure 77).
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Figure 77 : Métallation de la porphyrine (5) avec le diacétate de Zinc

Le produit souhaité (6) est obtenu avec un rendement quantitatif. La métallation a été
confirmée la disparition des bandes Qi et Q, sur le spectre d’absorption UV-Visible (Figure
78), et la disparition du signal trés blindé de proton NH-interne (-2,77 ppm) sur le spectre RMN

1H. L’analyse par spectrométrie de masse confirme la masse exacte du produit.
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Figure 78 : Spectres UV-Visible de la porphyrine (5) (rouge) et de la métalloporphyrine (6) (bleu).
l11.5. Propargylation du maltooligosaccharide

Parmi les nombreuses méthodes de glycosylation décrites dans la littérature [233], nous avons

choisi d’utiliser celle de Magnusson et coll [234]. Cette réaction de glycosylation se fait sur des
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glucides peracétylés en présence d’alcool est d’un activateur, le diéthérate de trifluorure de
bore (BFs.Et:0).

Nous avons utilisé pour cette réaction un maltohexaose peracétylé commercial qui est moins
cher que le matohexaose non acétylé, mais ce n’est pas le cas pour le maltotriose, donc il est

nécessaire dans une premiére étape d’acétyler le maltotriose.

I11.5.1. Acétylation du maltotriose

La peracétylation du maltotriose est réalisée dans la pyridine anhydre en présence d'anhydride
acétique et de 4-(diméthylamino)pyridine (DMAP) a température ambiante pendant 18 h
(Figure 79).

OH OAc
(o] OH o OAc
HO HO o OH ACOAcO ° OAc
OH O Ho o Ac,0 OAc oAcO o
OH O HO OH OAc O"AcO OAc
OH DMAP, pyridine , 18 h OAc

Rdt: 81%

Figure 79 : La peracétylation du matotriose

La réaction est ensuite traitée et le produit purifié par chromatographie sur colonne de silice.
Le maltotriose péracétylé est isolé avec un rendement de 81% sous la forme d’'un mélange
équimolaire d'anomeres (o/p =1 estimé par RMN 'H). Les analyses IR, RMN (*H et 3C) et la

spectrométrie de masse (HRMS) ont confirmé la structure du composeé (7).

I11.5.2. Propargylation des maltooligosaccharides

La substitution de l'acétyle anomérique de deux maltooligosaccharides par Il'alcool

propargylique est effectuée en une seule étape (Figure 80).

OAc OAc
o) OAc 0 OAc
A A
cO 0 Ho\/ co cO
OAc (e} — OAc 0] —
O AcO OAc > O/ aco O\//
n OAc BF3.0Et, , CH,Cl, n OAc
0°C-TA,24h
n=2oub n=2:(8) Rdt=32%

n=5:(9) Rdt=25%

Figure 80 : Propargylation du maltooligosaccharides

L’alcool propargylique est ainsi mis a réagir dans le dichlorométhane anhydre en milieu inerte,

avec les maltooligosaccharides peracétylés en présence de BF3.Et,O. Aprés 24 h de réaction,
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le brut a été purifié par chromatographie sur colonne de silice. Les composés (8) et (9) sont
obtenus avec des rendements respectifs de 32% et 25%. Cette approche est plus simple et
rapide que la méthode de préparation généralement décrite dans la littérature. Par exemple
Galstyan et coll. ont obtenu le maltohexaose propargylé en trois étapes, également a partir du

matohexaose peracétylé, avec un rendement global de 19% [225].

L’analyse par spectrométrie IR du composé (8) et (9) montre I'apparition d’un pic vers 3280 cm-
! correspondant a la vibration de C-H alcynique et un pic vers 2260 cm™ correspondant a la
vibration de C=C. Les spectres RMN H met en évidence la présence du proton propargylique
qui apparait sous la forme d’un triplet & 2,48 ppm (J = 2,3 Hz) et 'analyse par spectrométrie
de masse confirme les structures des composé (8) et (9). Les spectres RMN 3C, quant a eux,
confirment I'obtention de I'anomére B. Sur le spectre RMN *C, on voit le signal a 97,6 ppm
correspondant au carbone [ anomérique et les signaux correspondant aux carbones
propargyliques, a savoir 78,1 (-CCH), 75,5 (-CCH) et 55,8 ppm (-CH>-CC).

Cette stéréosélectivité pourrait étre expliqué par le type de groupe protecteur utilisé en position
2 du sucre. Un groupe participant, typiguement un groupe carboxyle, entrainera
principalement la formation d'un 3-glycoside. Tandis qu'un groupe non participant, un groupe

habituellement sans groupe carboxyle, aboutira souvent a un a-glycoside.

La présence d'un groupe protecteur acétyle en position 2 permet la formation d'un ion
acétoxonium intermédiaire qui blogue I'attaque de la face inférieure du cycle, permettant ainsi

la formation d'un B-glycoside de fagon prédominante (Figure 81).
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Figure 81 : Mécanisme de propargylation des maltooligosaccharides
IV. Couplages des précurseurs finaux

Aprés la fixation du bras espaceur sur le photosensibilisateur (synthéses de 6) I'étape de
syntheése consiste a greffer le troisieme bloc moléculaire (maltooligosaccharide 7 ou 8) sur

notre porphyrine par la CuUAAC.

IV.1. Couplage de la porphyrine (6) sur les maltooligosaccharides propargylés
(8) et (9) par réaction de CuAAC

La CuAAC est peut-étre I'exemple le plus connu de Click-Chemistry (chimie clic), un concept
développé au début des années 2000 pour regrouper un certain nombre de réaction a la
cinétique rapide, facile a mettre en ceuvre, économe en atome, ne générant que peu de sous-

produits, et dont le produit peut étre isolé facilement sans méthode de purification lourde.

En utilisant la CuAAC, nous avons établi un lien covalent par engagement de 'azoture du
composé (6) et l'alcyne terminal des maltooligosaccharides propargylés (8) et (9) dans une
cycloaddition 1,3-dipolaire catalysée par l'ion de cuivre (I). Ainsi, 'hétérocycle 1,2,3-triazole
relie le bras tétraéthyléne glycol et le sucre, respectivement fixés sur ses positions 1 et 4
(Figure 82).
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Figure 82 : Synthése des composés (10) et (11) par CUAAC

La réaction est réalisée dans un mélange aqueux de co-solvants polaires (THF/ tBuOH /eau).
Le cation Cu (1) est formé in situ par le systeme CuSQO. / L-Ascorbate de sodium. Ainsi, aprés
24 h de réaction a température ambiante puis purification sur plagues préparatives de silice,

les produits (10) et (11) ont été obtenus avec des rendements respectifs de 60% et 54%.

L’analyse par spectroscopie IR des produits obtenus montre la disparition quasi-totale des
bandes caractéristiques des groupements propargyle et azoture. La Figure 83 montre
I'exemple du spectre IR du conjugué porphyrine-maltohexaose (11). En comparaison avec les
spectres des composés (6) et (9), on observe la disparition des bandes caractéristique du
groupement propargyle a 3280 et 2260 cm™, ainsi que celle du groupement azoture a 2100

cm™.
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Figure 83 : Les spectres IR des composés (6), (9) et (11).

Sur les spectres RMN H de (10) et (11) (Figure 84), on trouve, en plus des signaux
caractéristiques aux protons porphyriniques entre 7,5 et 9 ppm, des protons glucidiques entre
3,8 et 5,5 ppm et des protons portés par I'espaceur entre 3,4 et 3,8 ppm, un signal sous forme
d’'un singulet a 7,04 ppm correspondant au proton du groupe triazole ainsi que les protons

méthyliques des groupements acétyles entre 1,9 et 2,2 ppm.

Les spectre UV-Visible dans le chloroforme, quant & eux, sont proches de celui de la
porphyrine (6), avec une bande de Soret a 422 nm et deux bandes Q a 551 et 602 nm. La

spectrométrie de masse confirme les structures des deux composés.
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Figure 84 : Spectre RMN 'H du composé (11) dans CDCls.
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IV.2. Désacétylation des unités glucidiques

Les réactions de désacétylation sont généralement effectuées en milieu basique en présence

de systemes tels que des solutions méthanoliques de méthanolate de sodium, de méthanolate

de baryum, de soude, d’ammoniac, de diéthylamine ou d’autres amines. Dans notre cas, hous

avons reéalisé la réaction de désacétylation, en tenant compte de la faible solubilité de ces

composés dans le méthanol, dans un mélange de dichlorométhane/méthanol (1:1) en

présence d'une quantité catalytique de méthanolate de sodium (Figure 85). Les produits

désirés précipitent dans le milieu, puis sont lavés avec le dichlorométhane puis une petite

guantité de méthanol. Les composés déprotégés (12) et (13) sont obtenus avec des

rendements quantitatifs.
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Figure 85 : Désacétylation des composés (12) et (13)

L’analyse, par spectroscopie de RMN 'H dans le DMSO-ds, met en évidence la disparition des

protons méthyliques des groupements acétyles. On observe également le proton anomérique

de 'anomére B sous la forme d’'un doublet a 4,31 ppm dont la constante de couplage

caractéristique est de 7,7 Hz et le proton du triazole apparait sous forme d’un singulet

caractéristigue a 8,1 ppm. Les RMN du carbone montrent également une disparition des

signhaux correspondant aux groupements acétyles.

L’analyse infrarouge (Figure 86) confirme la désacétylation grace a la disparition de la bande

caractéristique vers 1742 cm™ des groupements acétyles et I'apparition d’une large bande

entre 3100 - 3500 cm™ correspondant aux vibrations de valence des liaisons O-H. Enfin la

spectrométrie de masse confirme les structures des (12) et (13).
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Figure 86 : Les spectres IR des composés (10), (11), (12) et (13).

Evaluation de [Iactivité antibactérienne des conjugués porphyrine-
maltooligosaccharides.

V.1. Photoinactivation des bactéries

Les tests microbiologiques ont été réalisés sur quatre souches bactériennes connues pour
étre impliquées dans les infections nosocomiales [235,236] : deux souches d’E. coli (une
formant des biofilms, I'autre non) qui sont des souches Gram négatif et deux souches de
Staphylococcus (S. aureus et S. epidermidis) qui sont des souches Gram positif. La porphyrine

neutre (1), le maltotriose (MT) et la maltohexaose (MH) ont été choisis comme témoins.

Des microdilutions ont été réalisées dans des plaques 96 puits par dilutions successives au
demi d’'une solution mére a 300 uM diluée dans le PBS. Dans chaque puits, contenant 50 yL

de solution de concentration variant de 300 a 2,34 pM, sont ajoutés 50 puL de suspension
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bactérienne a 4x10% UFC/mL pour aboutir a8 des concentrations allant de 150 a 1,17 uM, et le
tout est incubé pendant 1 h a 37 °C. Les plaques sont par la suite irradiées par une lumiére de
LED blanches pendant 5 h a 37 °C (fluence totale de 25J/cm?) puis 100 uL de milieu Luria-
Bertani 2 fois plus concentré (LB2X) ont été ajoutés et les plaques ont été incubées dans
I'obscurité pendant la nuit & 37°C. Une autre plaque est préparée de facon identique, et est
incubée dans les mémes conditions, mais a I'obscurité. La plus basse concentration pour
laquelle aucune croissance bactérienne (turbidité) n’est observée correspond a la

concentration minimale inhibitrice (CMI).
Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Concentrations minimales inhibitrices sur S. aureus, S. epidermidis et E. coli dans deux
conditions différentes a 37 °C ; 5 heures d'irradiation en lumiéere blanche (L) (4,83 mW /cm2) et &
l'obscurité (O).

CMI (pM)
S. aureus S. epidermidis E. coli E. coli
CIP76.25 CIP109.562 CIP54.8T CIP 53.126
Composés L @) L 0] L @] L (0]
(1) 150 >150 37,50 >150 >150 >150 >150 >150
(12) 18,75 >150 18,75 >150 >150 >150 >150 >150
MT - - - - - - - -
(13) 9,37 >150 4,68 >150 >150 >150 >150 >150
MH - - - - - - - -

La plus forte concentration testée est de 150 uM. "-"correspondant a une absence d'activité en dessous de cette concentration.

Ensuite, des dilutions en série au 1/10°™ sont effectuées a partir de chaque puits, et ces
dilutions sont ensemencées sur gélose. Apres 24 heures d’'incubation a 37 °C, le décompte
des colonies peut étre effectué a partir de ces boites de Petri, ce qui permet d’obtenir la
concentration de chaque puit en considérant les dilutions effectuées. La concentration
minimale bactéricide (CMB) correspond a la concentration en molécule pour laquelle 99,99%

des bactéries ont été inhibées (réduction de 4 log par rapport au contréle non traité).

Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 2.
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Tableau 2 : Concentrations minimales bactéricides sur S. aureus, S. epidermidis et E. coli dans deux
conditions différentes a 37 °C ; 5 heures d'irradiation en lumiére blanche (L) (4,83 mW / cm?) et a
l'obscurité (O).

CMB (uM)
S. aureus S. epidermidis E. coli E. coli
CIP76.25 CIP109.562 CIP54.8T CIP 53.126
Composés L 0] L O L 0] L (0]
(1) 150 >150 37,5 >150 >150 >150 >150 >150
(12) 37,5 >150 37,5 >150 >150 >150 >150 >150
MT - - - - - - - -
(13) 37,5 >150 9,37 >150 >150 >150 >150 >150
MH - - - - - - - -

La plus forte concentration testée est de 150 uM. "-"correspondant a une absence d'activité en dessous de cette concentration.

Ces essais ont montré que tous les composés testés ne présentent aucune cytotoxicité dans
des conditions d'obscurité aux concentrations testées. Les deux conjugués (12) et (13) ont
montré une meilleure efficacité contre les bactéries Gram positif S. aureus et S. epidermidis,
gque la porphyrine seule aprés irradiation lumineuse. Par ailleurs, la nature du
maltooligosaccharide semble influer sur l'activité antibactérienne vis-a-vis des deux souches
Gram positif. Ainsi, les CMI montrent que les deux souches de Staphylococcus (S. aureus et
S. epidermidis) semblent plus sensibles au PS lié au maltohexaose (13) que celui lié au

maltotriose (12).

Pour les souches Gram négatif, étonnamment, aucun effet significatif n'a pu étre observé
aprés irradiation lumineuse. Ce manque d'activitt des conjugués de porphyrine-
Maltooligosaccharide vis-a-vis des souches Gram négatif testées est trés probablement di a
leur maltoporine trimérique (protéine LamB) qui facilite la diffusion des maltodextrines a travers
la membrane externe [225]. Ces canaux sont sélectifs pour les glucides et présentent des
pores d'un diamétre de 1 nm et une surface a base de glucides [237] . L'affinité de liaison des
maltoporines pour les maltodextrines est multipliée par plus de 30 entre le maltose et le
maltohexaose et ces glucides ont également un effet bloquant saturable pour les ions et les
autres glucides. Les conjugués (12) et (13) adhérent peut-étre a la membrane externe des
bactéries Gram négatif, et les maltoporines ne permettent probablement pas au PS
hydrophobe de diffuser vers la membrane interne. Ainsi, la courte plage de diffusion du 'O, ne

suffit pas pour provoquer les dommages nécessaires sur la membrane interne.
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V.2. Cytométrie en flux

Pour évaluer I'apport du Maltotriose ou du Maltohexaose dans le ciblage des bactéries, des
solutions de porphyrine neutre seule ou de porphyrine neutre conjuguée avec le MT ou le MH
ont été incubées en présence des bactéries (S. aureus CIP76.25 ou E.coli CIP53.126) pendant
1 h a 37 °C a l'obscurité. Ensuite, les bactéries été lavées 1 fois par du PBS 1X par
centrifugation. Les bactéries lavées sont resuspendues dans 500 pyL de PBS 1X puis
analysées par cytométrie en flux. Les émissions de fluorescence sont enregistrées par un
trieur de cellule BD FACSAriaTM Il (laser d’excitation violet a 407nm, émission de
fluorescence détecté par un filtre BV650 (670/30 nm). Les résultats sont présentés a la Figure
87.
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Figure 87 : Etude par cytométrie en flux de I'internalisation de la porphyrine neutre seule (1) ou
conjuguée avec le MT (12) ou le MH (13) dans : (a) S. aureus CIP76.25 ou (b) E.coli CIP53.126
Dans le cas de S. aureus (Figure 87A), un couplage du photosensibilisateur avec les
oligosaccharides semble avoir un impact positif dans l'internalisation de la porphyrine neutre
dans la bactérie. En effet, en présence des conjugués (12) et (13), il est observé une
fluorescence émise plus importante, ce qui traduit un pourcentage de bactéries marquées (B+)
plus important. Cependant, on observe un pourcentage de bactéries marquées plus important
apreés incubation des bactéries avec le conjugué (12), qu’avec le conjugué (13), avec
respectivement 68% et 36% des bactéries marquées. Ce résultat indique que le maltotriose
semble plus facilement incorporé que la maltohexaose par S. aureus. Cette différence

d’incorporation pourrait étre attribuée a une différence d’hydrophobicité des conjugués. Cette
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différence d’incorporation pourrait étre également attribuée a une différence de vitesse
d’incorporation des maltooligosaccharides par lintermédiaire des transporteurs des

maltodextrines.

Avec E. coli (Figure 87B), apres une incubation des bactéries avec la porphyrine neutre (1),
on observe une proportion de bactéries marquées (B+) d’environ 24%. Cela implique une
interaction du photosensibilisateur avec la bactérie qui n’impliquerait pas le systeme de
transporteurs des maltodextrines. Une fixation des oligosaccharides sur la porphyrine neutre
ne semble pas augmenter de maniére significative son taux d’incorporation dans les bactéries.
Ce résultat pourrait expliquer 'absence de phototoxicité des conjugués (12) et (13) obtenue
précédemment contre les bactéries Gram négatif (Tableau 2). Cependant, les résultats
obtenus (absence de phototoxicité et absence d’incorporation des conjugués) sont
surprenants, compte-tenu que les transporteurs de maltodextrines sont exprimés chez E. coli.
De plus, ces résultats sont en contradiction avec ceux obtenus avec d’autres auteurs [238] qui
observent une incorporation de leur fluorophore (Cy7-1) conjugué avec le maltotriose ou le
maltohexaose. Néanmoins, cette incorporation semble moins rapide dans les bactéries Gram
négatif que dans les bactéries Gram positif. De plus, il apparait que I'hydrophobicité du
conjugué peut aussi avoir un impact sur leur incorporation. Des expériences sont, par contre,
nécessaires pour expliquer 'absence d’incorporation des conjugués dans la souche d’E. coli
utilisée pour nos essais. Une mutation au niveau de certaines sous-unités du complexe du
transporteur des maltodextrines (au niveau de la maltoporine LamB). En effet, la présence de
mutations dans la séquence de cette maltoporine se traduit par une diminution de I'affinité pour

les oligosaccharides.

V.3. Essai d'inhibition de la formation des biofilms chez les bactéries a Gram

positif

Dans cette partie, nous avons choisi de tester la capacité du conjugué (13) a inhiber la
formation de biofilms de deux souches Gram positif (S. aureus et S. epidermidis). Les bactéries
ont été incubées dans des plaques 96 puits avec différentes concentrations de composés (13)
et (1) par rapport a la CMI : 2CMI, CMI et 2xCMI et ont été soumises ou non a une irradiation
lumineuse. Aprés 24 h d'incubation a 37 °C, le biofilm formé a été coloré par coloration au

cristal violet puis quantifiée par UV-Vis. Les résultats sont présentés sur la Figure 88.

Pour la porphyrine neutre (1), une diminution de la formation du biofilm de S. epidermidis,
d'environ 55% et 42% a été observée pour les 3 concentrations testées dans des conditions

de lumiére et d'obscurité respectivement. Pour S. aureus, aucune activité d'inhibition de la
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formation de biofilm n'a été observée dans des conditions d'obscurité aux concentrations
testées et apres irradiation, une diminution de 50% de la formation de biofilm a été observée

chez S. aureus traité avec 2xCMI.

A I'obscurité, le conjugué (13) a montré une légére diminution de la formation de biofilm de S.
epidermidis, d'environ 20 % et 36 % a une concentration égale a 0,5xCMI et CMI
respectivement, et & une concentration égale a 2xCMl, il a réduit la formation de biofilm de
plus de 90 %. Pour S. aureus, le conjugué (13) a réduit la formation de biofilm de 56%, 94%

et 96% a une concentration égale a 0,5xCMI et CMI et 2xCMI respectivement.

Apres irradiation, une meilleure activité d’'inhibition de biofilm a été observée pour le
conjugué (13) par rapport a I'activité de la porphyrine neutre (1) avec un taux d’inhibition
de 80%, 88% et 90% a une concentration égale a 0,5xCMI et CMI et 2xCMI respectivement
pour le biofilm de S. epidermidis et un taux d’inhibition de 91%, 94% et 96% pour le biofilm
de S. aureus. L'inhibition de la formation de biofilms & des concentrations inférieures a la CMI
prouve que (13) a la capacité d'inhiber la formation de biofilms sans affecter la croissance des

cellules planctoniques des bactéries Gram positif.
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Figure 88 : Images du biofilm coloré au cristal violet dans des plagues a 96 puits et densité optique
(DO 595 nm) du biofilm coloré au cristal violet de : (a) S. epidermidis apres irradiation, (b) S. aureus
aprés irradiation, (c) S. epidermidis a I'obscurité et (d) ) S. aureus a I'obscurité.
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VI.

Conclusion

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a coupler une porphyrine neutre a des
dérivés de maltodextrines utilisés récemment comme agent de ciblage bactérien pour
l'imagerie médicale [11,12,229], afin d’améliorer la sélectivité de la porphyrine vis-a-vis des
cellules bactériennes. Pour ce faire, nous avons synthétisé deux conjugués, composé d’'une
meso-porphyrine reliée par une chaine tétraéthylene glycol a un maltooligosaccharide
(maltohexaose ou maltotriose). Aprés confirmation de la structure par HRMS et RMN, les
essais biologiques ont montré que les deux conjugués (12) et (13) ont une meilleure action
photoinhibitrice contre les bactéries Gram positif S. aureus et S. epidermidis, que la porphyrine
neutre aprés irradiation lumineuse. Par ailleurs, la nature du maltooligosaccharide semble
influer sur I'activité antibactérienne vis-a-vis des deux souches a Gram positif. Ainsi, les CMI
montrent que les deux souches de Staphylococcus (S. aureus et S. epidermidis) semblent plus
sensibles au PS lié a un maltohexaose (13) que celui lié au maltotriose (12). Ensuite, nous
avons choisi de tester la capacité du conjugué (13) a inhiber la formation de biofilms de deux
souches Gram positif (S. aureus et S. epidermidis). Ces tests ont montré que le conjugué
présente une activité d'inhibition intéressante contre les biofilms des deux souches. En
revanche, les deux composés n'ont pas montré d’effet significatif sur les souches a Gram
négatifs apres irradiation lumineuse. De plus amples études doivent étre menées afin de
vérifier si les souches étudiées expriment des transporteurs de maltodextrine et ne présentent

pas de mutations.
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Chapitre lll.

Elaboration d’hydrogels a base de
xylane pour une application en PACT
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Chapitre lll. Elaboration d’hydrogels & base de xylane pour une
application en PACT

Avant de présenter la conception de ces nouveaux matériaux, une breve présentation est

dédiée aux hydrogels et leur utilisation comme supports antibactériens.

Les hydrogels

|.1. Définition d’un hydrogel

Les hydrogels sont des réseaux hydrophiles tridimensionnels formés de polyméres

synthétiques ou naturels, dont les chaines sont interconnectées entre elles par des nceuds de

réticulation de nature chimique ou physique (Figure 89). lls présentent la particularité de

gonfler et de pouvoir absorber une grande quantité d’eau et de liquides biologiques. Les

hydrogels sont dits "physiques" ou "réversibles" lorsque le réseau est un enchevétrement de

polymére maintenu par des forces secondaires de type liaisons hydrogénes, ioniques ou

hydrophobes. Ces liaisons se font et se défont continuellement dépendamment du milieu (pH,

température, force ionique). Les hydrogels dits "chimiques" ou "permanents"”, au contraire,

possedent un réseau qui est maintenu par des réticulations covalentes fournissant un

caractere permanent & ces matériaux [239].

groupes polaires

J \

hydrolyse, oxydation,
sulfonation, etc.

polymére
hydrophobe

interactions ioniques
interactions hydrophobes
liaisons hydrogénes

Hydrogel chimique Hydrogel physique

Figure 89 : Schéma de formation d'hydrogels physiques et chimiques.
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L’utilisation des hydrogels pour des applications biomédicales remonte aux années 60 lorsque
Wichterle et Lim ont mis au point les premieres lentilles de contact flexibles a base de
poly(hydroxyéthyl méthacrylate) [240]. Depuis lors, la technologie des hydrogels a connu des
progres spectaculaires pour couvrir une large gamme d’applications industrielles, telles que
l'industrie agroalimentaire [241], la cosmétique [242] et la pharmacie [243]. Les hydrogels
jouent désormais un réle majeur dans l'ingénierie tissulaire [244], dans les biosenseurs [245],
la cicatrisation des plaies [246,247] et la culture cellulaire [248] ou encore comme vecteurs de
médicaments [249,250].

I.2. Propriétés notables des hydrogels

Les hydrogels utilisés dans les biotechnologies nécessitent certaines propriétés physico-
chimiques que I'on doit pouvoir caractériser et contréler. Deux caractéristiques importantes
sont le gonflement et les propriétés mécaniques. La porosité des hydrogels est également un
parameétre nécessaire a étudier aux vues des applications potentielles d’encapsulation. Par
ailleurs, ces matériaux ne peuvent étre utilisés comme support pour les applications
biomédicales que s'ils sont biocompatibles, non toxiques in situ et pour certaines applications,
biodégradables.

Propriétés de gonflement : Les hydrogels sont généralement caractérisés par leurs
propriétés de gonflement dans l'eau ou dans d’autres solvants. En effet, les chaines
polymériques interagissent avec les molécules d’eau et tendent a se dilater. Au contraire, le
réseau polymérique, réticulé physiquement ou chimiqguement, applique des forces attractives
qui retiennent les chaines. L’équilibre est atteint lorsque les forces de répulsion et d’attraction
se compensent [251]. Le taux de gonflement a I'équilibre d’'un hydrogel détermine sa capacité
a absorber l'eau, et influence notamment ses propriétés mécaniques et sa capacité
d’encapsulation des produits actifs. Les propriétés de gonflement sont gouvernées par le type
de polymére, la densité de réticulation et les facteurs environnementaux tels que la

température, le pH et la force ionique [252].

Propriétés mécaniques : Les propriétés mécaniques d’'un hydrogel sont indispensables pour
le choix du matériau a utiliser au regard d’une application spécifique : les propriétés attendues
ne sont pas les mémes en ingénierie tissulaire ou pour des lentilles de contact (gel mou), pour
un épaississant en agroalimentaire (gel trés mou), ou encore dans la fabrication de microbilles
absorbant 'humidité (gel dur). Pour mieux comprendre le comportement mécanique des
hydrogels, on utilise les théories d’élasticité et de viscoélasticité basées sur la réponse
temporelle du gel soumis a une contrainte. On peut distinguer les gels mous, comme les

élastomeéres, qui sont viscoélastiques et possédent un faible module d’Young. lls possédent
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une contrainte seuil de plasticité a partir de laquelle la déformation est irréversible : c’est le
régime de viscoplasticité. Les gels plus rigides possédent des modules d’Young supérieurs :
ils sont moins déformables et peuvent casser lorsque la contrainte dépasse une contrainte
seuil de rupture [253]. La rigidité des hydrogels peut étre influencée par de nombreux
paramétres tels que la méthode de préparation, le taux de gonflement et le mode et degré de

réticulation [251].

Porosité : La porosité est un des paramétres les plus importants pour assurer la migration,
l'attachement et la prolifération des cellules ainsi que pour le transport des nutriments et
l'incorporation de médicaments. La connaissance de la taille des pores, la distribution des
tailles, la forme des pores sont des caractéristiques a prendre en compte car elles influent sur
leur utilisation [254]. La dimension des pores peut étre affectée par plusieurs facteurs tels que :
le degré de réticulation du gel, la structure chimique du polymére et I'environnement extérieur
(pH, température et force ionique) [255]. C’est le cas du relargage de molécules actives qui
sera différent selon que la molécule active a une dimension inférieure ou supérieure a celle
des pores. C’est aussi le cas des structures support « scaffolds » pour l'ingénierie tissulaire
ou la présence de pores ouverts et interconnectés facilite la croissance cellulaire. Différentes
techniques existent pour créer de la porosité (réticulation, lyophilisation, moussage au gaz) et
l'analyse de la morphologie des gels peut étre évaluée par microscopie électronique a
balayage [256]. Cependant, cette technique présente des limites car elle analyse un hydrogel
sec dont la structure et la porosité peuvent avoir été modifiée par le procédé de séchage

(lyophilisation).

Biocompatibilité : Puisqu'ils vont étre en contact avec des tissus humains, il est important
gue les hydrogels n'engendrent pas de réponses inflammatoires ou immunitaires. Bien que les
polyméres naturels soient fréquemment considérés comme ayant une biocompatibilité
supérieure aux polymeéres synthétiques, la présence de réticulant et d'amorceurs utilisés dans
les polymérisations de monoméres et prépolymeres naturels est soumise aux mémes
problémes de toxicité que les hydrogels purement synthétiques. Pour cela des tests de

cytotoxicité et de toxicité in vivo sont exigés.

II. Hydrogels antimicrobiens

Les hydrogels sont des matériaux extrémement intéressants a utiliser comme pansements et
produits de comblement, comme par exemple, les hydrogels a base d'acide hyaluronique,
obtenus par réticulation du ce biopolymére avec de I'éther diglycidylique de 1,4-butanediol
(BDDE), qui sont les produits de comblement dermique les plus utilisés dans les procédures

de médecine esthétique pour le rajeunissement du visage [257—-259]. lls sont principalement
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indiqués pour compenser la perte de volume due a la résorption osseuse et graisseuse liée a
I'age [260].

En raison de leur teneur élevée en eau, les gels fournissent un environnement humide et
fortement hydraté a la zone de la plaie, facilitant 'activité immunologique cellulaire essentielle
au processus de cicatrisation. Cependant, ce méme environnement hydraté peut également
faciliter l'infection microbienne. Ainsi, des gels capables de conférer une action
antimicrobienne en plus de remplir leur réle fonctionnel principal (par exemple, cicatrisation,

médicament, administration, etc.) sont souhaitables [261].

Afin d'améliorer leur potentiel pour des applications cliniques, plusieurs chercheurs ont
synthétisé des hydrogels antimicrobiens avec des stratégies sophistiquées, y compris
l'incorporation de polyméres avec des propriétés antimicrobiennes intrinséques ou acquises,
des antibiotiques, des peptides antimicrobiens, des biocides chimiques, des nanoparticules
antimicrobiennes, et des combinaisons de ceux-ci (Figure 90) [262].
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Figure 90 : Les trois principales approches employées pour développer des hydrogels antimicrobiens
[262].

[I.1. Hydrogels pour le relargage contr6lé d'agents antimicrobiens

Les hydrogels peuvent étre utilisés comme systémes de relargage contrdlé pour délivrer des
molécules bioactives telles que des petites molécules, des acides nucléiques, des peptides et
des protéines. De plus, les antimicrobiens peuvent étre encapsulés de maniére non covalente

dans le réseau d’hydrogel pour un relargage contr6lé dans les tissus.

La nature hydrophile de nombreux gels fournit un environnement solubilisant pour les
antibiotiques. De plus, les systémes chargés d'antibiotiques peuvent délivrer une dose
bactéricide locale adéquate directement sur le site infecté, sans dépasser de maniére
significative le niveau de toxicité systémique [263]. Les hydrogels, en tant que matrice

d'administration locale, offrent un rapport surface/volume élevé et la capacité de concevoir
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leurs propriétés physiques, telles que la porosité, pour qu'elles correspondent aux tissus
naturels. En outre, il est facile pour les hydrogels de charger sélectivement des médicaments
avec un relargage contrélé et prolongé au site souhaité [264]. Les antibiotigues couramment
utilisés pour les hydrogels antimicrobiens sont : la ciprofloxacine [263,265,266], la gentamicine
[267-269], la teicoplanine [270], I'amoxicilline [271] et la vancomycine [272—-274].

Des études récentes ont montré qu'une combinaison de polyméres antimicrobiens
synthétiques et d'antibiotiques pourrait potentiellement pallier les problemes de résistance aux
médicaments grace au mécanisme de lyse membranaire du polymeére tout en réduisant la
toxicité du polymére puisque la co-utilisation d'antibiotiques permet d'utiliser une plus petite
guantité de polymeére. Ainsi, Ng et coll. ont montré que la combinaison de polycarbonates
antimicrobiens cationiques avec des antibiotiques conventionnels telles que la pénicilline G, la
doxycycline ou la streptomycine était capable de tuer efficacement une souche de P.
aeruginosa multirésistante [275]. Ce pathogéne opportuniste est associé aux infections
nosocomiales et son traitement avec des antibiotiques conventionnels est difficile en raison de
la perméabilité limitée de la membrane cellulaire bactérienne. lls ont montré également que le
polymére pouvait non seulement augmenter la perméabilité de la membrane et faciliter la
pénétration de petites molécules antibiotiques, mais aussi diminuer la concentration minimale
bactéricide du polymere et des antibiotiques pour tuer P. aeruginosa sans provoquer
d'hémolyse significative. De facon similaire, Sung et coll. ont combiné des hydrogels
PVA/chitosane avec de la minocycline, un antibiotique a large spectre, et ont démontré des
effets améliorés sur la cicatrisation des plaies grace a la minocycline et a I'effet antifongique
du chitosane. Plus précisément, ils ont constaté une amélioration de la cicatrisation des plaies
lorsque I'hydrogel était composé de 5 % de PVA, de 0,75 % de chitosane et de 0,25 % de

minocycline [276].
II.2. Hydrogels composites antimicrobiens

Les hydrogels composites antimicrobiens sont basés sur lincorporation de composants
antimicrobiens, de maniére covalente ou physique, dans des hydrogels standard. Les

stratégies comprennent l'incorporation d'antibiotiques, de nanoparticules (NPs) et de PAM.
[1.3. Hydrogels élaborés par immobilisation des agents antimicrobiens.

Comme nous l'avons mentionné précédemment, les hydrogels chargés en agents
antimicrobiens ont été largement étudiés pour lutter contre les infections bactériennes. Ces
hydrogels relarguent des agents antimicrobiens par diffusion passive ou dégradation du gel
[264,277]. Cependant, cette approche n'est pas optimale pour les applications a long terme,

car la diffusion des médicaments crée des gradients de dose autour de la matrice d'hydrogel,
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ce qui entraine la résistance des bactéries aux médicaments [278]. Pour surmonter ces
difficultés, Cleophas et coll. ont immobilisé un PAM hautement active (inverso-CysHHC10),
sur des hydrogels en utilisant la méthode de « thiol-éne click ». Ces hydrogels ont montré une
activité bactéricide prolongée contre S. aureus et S. epidermidis [279]. Lakes et coll. [280]. ont
synthétisé un hydrogel contenant de la vancomycine en faisant réagir les amines libres de la
vancomycine par une addition de Michael avec les doubles liaisons du polyéthyléne glycol. Ce
précurseur fonctionnalisé par la vancomycine a formé un hydrogel sous irradiation UV. En
raison de la liaison covalente, la vancomycine a une plus faible activité vis-a-vis de S. aureus
comparée a celle de I'nydrogel physiqguement piégé. Cependant, I'efficacité antibactérienne a
pu étre maintenue plus longtemps grace a la fixation covalente de la vancomycine. Hu et coll.
ont utilisé I'amikacine, un antibiotique aminoside, comme agent de réticulation pour former des
hydrogels avec des polysaccharides oxydés via une liaison de base de Schiff labile en milieu
acide. Les gels ont présenté un relargage contrélé de I'antibiotique, lorsqu'ils ont été exposés
a des bactéries productrices d'acide (comme l'acide carbonique et I'acide lactique), ce qui a
entrainé une activité inhibitrice remarquable contre les bactéries Gram positif et Gram négatif.
Cette approche a permis d'éviter les effets indésirables et de limiter le risque de résistance
bactérienne aux antibiotiques. La méme stratégie peut étre appliguée pour les autres
antibiotiques appartenant a la classe des aminoglycosides (Figure 91) [277].
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Figure 91 : Concept des hydrogels d'aminoglycosides intelligents selon Hu et coll. [277].

L'incorporation de nanoparticules d'argent dans un hydrogel donné permet la formation de
matériaux hybrides qui présentent des propriétés antimicrobiennes et sont avantageux pour
les applications biomédicales. Des hydrogels de compositions différentes ont été utilisés pour
préparer des systémes antimicrobiens a base d'hydrogel et de nanoparticules d'argent. Il s'agit
notamment d'hydrogels dérivés de polymeéres synthétiques tels que le poly(alcool vinylique)
(PVA), la polyvinylpyrrolidone (PVP) et le poly(acrylamide-co-acide acrylique), ainsi que de

polymeéres naturels tels que la gélatine et l'alginate [281-284].

[I.4. Incorporation de polysaccharides antimicrobiens dans des hydrogels

synthétiques

Le chitosane est le polymére antimicrobien d'origine naturelle le plus étudié. Le chitosane est

un polymeére cationique naturel produit par désacétylation alcaline ou enzymatique de la chitine
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provenant des carapaces de crevettes et autres crustacées. Il est devenu le biopolymére de
choix pour le développement d'hydrogels. Pour obtenir des hydrogels a base de chitosane aux
propriétés plus souhaitables, le chitosane est généralement combiné a des polyméres
synthétiques. Par exemple, Noppakundilograt et coll. ont rapporté le développement de
chitosane greffé avec du poly(acide acrylique-co-méthacrylate d'hydroxyéthyle) avec une
activité antibactérienne accrue contre S. aureus [285]. De plus, El Salmawi et coll. ont élaboré
des hydrogels photopolymérisés a base de PVA et de chitosane. lls ont étudié les effets de la
composition du polymére sur leurs propriétés mécanigues et antimicrobiennes. Leurs résultats
suggeérent que lI'augmentation de la concentration de PVA améliore les propriétés mécaniques
du gel tout en conservant une activité antimicrobienne suffisante [286]. Liu et al. ont enduit du
chitosane sur des hydrogels de poly(N isopropylacrylamide- co- uréthane) pour fabriquer des
tissus antibactériens sensibles a la température. Leur activité antibactérienne a été testée avec

succes contre S. aureus et E. coli [287].
[I.5. Hydrogels possédant une activité antimicrobienne intrinséque

Les hydrogels a activité antimicrobienne intrinséque font référence aux polyméres de ces
hydrogels qui présentent une activité antimicrobienne par eux-mémes ou ceux dont I'activité
biocide est conférée par leur modification chimique, a I'exclusion des hydrogels qui incorporent
des composés organiques antimicrobiens ou des systémes inorganiques actifs.

[1.5.1. Les polyméres naturels

Plusieurs polymeéres naturels chargés positivement possédent des propriétés
antimicrobiennes, ce qui en font d'excellents candidats comme blocs de construction pour la
fabrication d'hydrogels luttant contre les microbes [288]. Par exemple, les propriétés
antimicrobiennes inhérentes du chitosane ont été bien documentées [288]. Il est un
biopolymeére de choix pour le développement d'hydrogels antimicrobiens d'origine naturelle en
raison de ses propriétés intéressantes, comme sa biodégradabilité, sa biocompatibilité, sa
charge positive et sa capacité a se réticuler rapidement [289,290]. Les amines chargées
positivement du chitosane interagissent avec les membranes des cellules bactériennes, ce qui
entraine la lyse cellulaire [291,292]. En raison de ses caractéristiques uniques, ce biopolymére
a été largement exploré pour son activité antimicrobienne dans la préservation des plantes et

des aliments [293].

Szymanska et coll. [294]. ont préparé des hydrogels & base de chitosane et ont étudié les
effets de la modification structurelle des hydrogels sur leur activité antifongique contre trois
souches différentes de la levure du genre Candida. La modification du chitosane avec du f3-

glycérophosphate ou du clotrimazole a entrainé une diminution de l'activité antifongique, ce
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qui a été attribué a l'affaiblissement de la nature polycationique du chitosane. Dans une autre
étude, Badawy et coll. [295] ont fait varier le degré de substitution du N-(6-carboxylcyclohex-
3-énecarbonyl)chitosane pour modifier la structure du N-(maléoyl)chitosane. L'augmentation
du degré de substitution a amélioré les propriétés antibactériennes, les propriétés
antifongiques et la solubilité dans l'eau. D'autres polysaccharides, comme le dextran et

l'alginate, ont également été étudiés pour le traitement des infections [261].

En général, les hydrogels a base de polysaccharides sont largement utilisés dans la fabrication
de biomatériaux pour un certain nombre d'applications biomédicales en raison de leur
biocompatibilité, de leur cytocompatibilité et de leur activité antimicrobienne [296—298]. Dans
leurs études, Straccia et coll. ont développé un hydrogel antimicrobien hybride en enrobant du
chitosane sur des hydrogels d'alginate pour améliorer leurs caractéristiques antimicrobiennes.
Cet hydrogel hybride a montré une activité antibactérienne efficace contre E. coli [299]. Aziz
et coll. [300] ont quant a eux utilisé le dextran en conjonction avec le chitosane pour la chirurgie
endoscopique des sinus. Ces hydrogels se sont révélés trés efficaces contre diverses souches
bactériennes. En utilisant la microscopie électronique a balayage, il a été déterminé que les
hydrogels chitosane-dextran se lient aux protéines de la paroi cellulaire bactérienne,

entrainant la lyse cellulaire et finalement la mort des cellules bactériennes.

[1.5.2. Les polyméres synthétiques

De nombreux hydrogels antimicrobiens sont constitués de polymeres synthétiques associés
généralement a des groupes fonctionnels connus pour leur effet antimicrobien tels que les
ammoniums quaternaires. Plusieurs polyméres synthétiques ont été utilisés pour la
préparation d'hydrogels antimicrobiens, notamment le poly(acide acrylique) (PAA), le
poly(alcool vinylique) (PVA), le poly(acrylamide) (PAM), le poly(acétate de vinyle) (PVAc) et le
poly(éthyleneglycol) (PEG) [264,301]. Les polyméres synthétiques présentent l'avantage
d'étre facilement ajustés pour obtenir des propriétés antimicrobiennes adaptées a une
application spécifique [302]. Nous pouvons citer comme exemple les travaux de Yang et coll
[303]. qui ont mis au point des hydrogels synthétiques antimicrobiens, qui pourraient étre
utilisés comme revétement pour les cathéters et les pansements afin de prévenir les infections.
Les hydrogels ont été préparés en utilisant I'addition de Michael pour lier chimiquement un
copolymére de PEG a blocs cationique et de polycarbonate contenant des groupes
d'ammonium quaternaire. Les hydrogels obtenus permettent une inhibition de 99,9 % des
isolats cliniques de bactéries Gram positif et négatif multirésistantes (S. aureus et E. coli) et
de levures (C. albicans). Les hydrogels n‘ont pas montré d'activité hémolytique toxique et ont
démontré leur biocompatibilité dans un modéle animal. Par ailleurs, Li et coll. [304] ont

synthétisé un hydrogel injectable dans lequel un bloc central de poly(iodure de [2-
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(méthacryloyloxy)éthyl]triméthylammonium) (PMETA) était pris « en sandwich » entre deux
chaines de PEG (Figure 92). L'hydrogel a présenté une action antibactérienne puissante,

attribuée aux groupes fonctionnels cationiques.

+

Reéticulation avec des groupes catéchol (tétragon rouge)

+ + . + N +Hy ot piégés dans le bloc A a base de PEO (point bleu)
+
+ +
A Nt + ’+'+\.+/+\ Bloc B ( PMETA) Eau retenue

Figure 92: (a) Structure du copolymeére triséquencé synthétisé. (b) Schéma d'une structure proposée
de I'hydrogel résultant et du mécanisme d'autocicatrisation inspiré des moules. Mécanisme d'auto-
guérison inspiré des moules selon Li et coll. [304].

11.5.3. Hydrogels a base de peptide

Comme nous l'avons mentionné précédemment, les PAM ont une forte activité
antimicrobienne contre un trés large spectre de microorganismes, y compris les bactéries
Gram positif et Gram négatif, les champignons et les virus. Cependant, les PAM ont leurs
propres inconvénients. lls ne sont pas stables et faciles a dégrader. De plus, les propriétés
antimicrobiennes des PAM naturels ne sont pas aussi bonnes que celles des antibiotiques.
Pour surmonter tous ces inconvénients, de nombreuses équipes de chercheurs ont introduit
des peptides recombinants actifs plus courts ou qui ont des caractéristiques structurelles
spécifigues dans la conception des hydrogels afin d'améliorer I'activité antimicrobienne globale
[264].

L'utilisations des PAM pour préparer les hydrogels antimicrobiens a commencé par des PAM
relativement simples et ont été chargés sur des hydrogels, puis des PAM avec des structures
plus complexes ou méme des PAM auto-assemblés ont été développés. Mitra et coll. [305],
par exemple, ont développé un hydrogel amphiphile & base de dipeptides avec de bonnes
activités antibactériennes et de plus grandes spécificités cellulaires. Des hydrogels a base de

peptides en épingle a cheveux B ont été rapportés, respectivement, par Salick et coll. [306].
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avec des peptides MAX1 et Veiga et coll. [307] avec des peptides riches en arginine. Tous

deux sont des peptides auto-assemblés présentant une forte activité antibactérienne.

[ll.  Objectif du chapitre

Comme nous I'avons mentionné précédemment, la PACT est une stratégie thérapeutique
non invasive. Elle a une action rapide et ne semble pas conduire & la mise en place d'une
résistance bactérienne, ce qui en fait une alternative intéressante aux traitements
conventionnels des infections des plaies par exemple. Cependant, I'utilisation clinique de la
plupart des photosensibilisateurs existants a été séverement entravée par plusieurs facteurs,
notamment leur faible solubilité dans l'eau, leur tendance a I'empilement moléculaire
entrainant un auto-quenching et leur manque de sélectivité vis-a-vis des cellules bactériennes.
L'utilisation d’'une formulation pharmaceutique appropriée de photosensibilisateur peut
permettre de surmonter certaines de ces limitations. Les formulations topiques adéquates pour
le PACT doivent réunir certaines propriétés favorables, notamment une administration facile
et 'absence de douleur, de toxicité ou d’irritation, ces formulations doivent étre suffisamment
transparentes pour permettre I'excitation du photosensibilisateur par la lumiére. Elles doivent
également adhérer étroitement au tissu endommagé pour assurer un relargage rapide du

photosensibilisateur et sa diffusion a I'intérieur de la plaie.

La majorité de ces caractéristiques se retrouvent dans les hydrogels. C’est pourquoi dans ce
chapitre, notre étude s’est focalisée sur I'élaboration des hydrogels a base du xylane portant
des photosensibilisateurs pour une application en PACT. Nous avons choisi d’utiliser un 4-O-
méthylglucuronoxylane commercial extrait du hétre, car sa structure est caractéristique des
xylanes de bois de feuillus que nous essayons de valoriser au travers de plusieurs études
dans notre laboratoire. Pour cela, trois voies ont été explorées (Figure 93). Dans une premiére
approche, I'hydrogel a été synthétisé d’abord par réticulation de xylane avant de le charger
par une porphyrine cationique. Dans une seconde stratégie, les photosensibilisateurs sont
fixés d’abord par liaisons covalentes sur le xylane, puis les hydrogels ont été obtenus a partir
de ces xylanes fonctionnalisés par un agent de réticulation. La troisiéeme stratégie est une

réticulation directe du xylane par les porphyrines sans utilisation d'autre agent de réticulation.
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Figure 93 : Schéma général d'élaboration des hydrogels a base du xylane portant des PS.

Elaboration des hydrogels & base de xylane portant des PS liés de fagcon non
covalente

Nous nous sommes intéressés dans cette premiere partie de ce chapitre, a la préparation d’'un
hydrogel transparent a base de xylane. L'hydrogel a été obtenu par une réaction en une étape
par réticulation covalente du xylane. Le tétraiodure de méso-tétrakis(1-méthylpyridinium-4-
yhporphyrine (TMPyP) a été choisi comme modele de photosensibilisateur hydrosoluble et a
été encapsulé dans I'hydrogel. Ce photosensibilisateur combine plusieurs propriétés
avantageuses, a savoir une bonne solubilité dans I'eau, une toxicité négligeable a I'obscurité,
un rendement quantique élevé en oxygene singulet, une amphiphilie élevée et une élimination
rapide de l'organisme [9]. La TMPyP, ainsi que d'autres arylporphyrines portant des dérivés
d'ammonium quaternaire sont bien connus dans le PACT car ces photosensibilisateurs ont
montré de trés bonnes activités contre les bactéries Gram positif et Gram négatif [193]. De
plus, ces groupes ammonium chargés positivement permettront a la TMPyP de faire des
liaisons ioniques avec les groupements carboxylates de I'hydrogel, ce qui facilite son

encapsulation (Figure 94).
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Figure 94 : Procédure générale pour la formation de I'’hydrogel a base du xylane portant des PS liés
de fagon non covalente

IV.1. Structure et caractérisation du xylane étudié

De maniere préliminaire, afin de mieux appréhender les éléments de structure ainsi que le
potentiel de modification chimique des xylanes, nous nous proposons de présenter brievement
qguelques généralités sur cette famille de polysaccharides, ainsi que les caractérisations

effectuées sur le xylane natif utilisé dans cette étude.

IV.1.1. Les xylanes

Le xylane est un biomatériau naturel, biodégradable et non toxique. Il est I'un des principaux
composants de I'hémicellulose végétale. Aprés la cellulose, le xylane est le polysaccharide
renouvelable le plus abondant dans la nature, que l'on trouve dans les parois cellulaires des
plantes terrestres, dans lesquelles elles peuvent constituer plus de 30% en poids sec [308].
La chaine se compose de 30 a 100 unités de B-D-xylopyranose avec des liaisons 1,4-
glycosidiques. Certains xylanes contiennent également de l'arabinose, du glucose,

du galactose et du glucuronate dans les branches latérales attachées au C3 du xylose.

Dans les bois de feuillus, I'hnémicellulose la plus abondante est un 4-O-méthyl-D-
glucuronoxylanes, partiellement acétylé (O-acétyl-4-O-méthyl-D-glucurono-xylanes) sur les
carbones C2 et C3 du xylose. C’est un glucuronoxylane (GX) constitué d’'une chaine principale

d’unités anhydroxylose substituée par I'acide 4-O-méthyl-D-glucuronique (MeGA), lié par une
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liaison a-1,2 sur la chaine de xylose. Le ratio molaire MeGA : Xylose varie entre 1:4 et 1:16,

selon I'espéce végétale et les conditions d’extractions [309].

IV.1.2. Caractérisation du 4-O-méthyl-glucuronoxylane du bois de hétre

utilisé
Pour cette étude nous avons utilisé d’un 4-O-méthylglucuronoxylane commercial (Carbosynth)
extrait du hétre. La composition de ce xylane a été caractérisée par dosage colorimétrique, il
contient 92,2% d’oses neutres et 7,8% d’acides uroniques. Le dosage des sucres réducteurs
a permis de calculer un degré de polymérisation moyen de 101 (rapport entre la quantité de
sucres totaux et la quantité de sucres réducteurs). Une analyse RMN H (Figure 95) effectuée
sur ce xylane confirme la présence d’acide glucuronique et permet de déterminer le DS en

acide glucuronique [310].
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Figure 95 : Spectre RMN *H du xylane natif dans le D20

Le spectre obtenu montre des signaux intenses correspondant aux protons des unités xylose
non substituées, ainsi que des signaux attribués aux unités acides glucuroniques et aux
xyloses qui les portent. Les protons anomeériques des unités xylose apparaissent sous forme
de doublets a 4,5 ppm pour les xyloses substituées et 4,6 ppm pour les non substitués. Ces

doublets ont une constante de couplage d’environ 7 Hz caractéristique des liaisons osidiques
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de type B. Les protons anomériques des acides glucuroniques présentent un doublet & 5,3
ppm avec une constante de couplage d’environ 2 Hz caractéristique d’une liaison osidique de
type a. Ce spectre a permis de calculer le degré de substitution des xylanes en acide
glucuronique, en faisant le rapport entre l'intégration du proton anomérique de l'acide 4-O-
méthylglucuronique (H1 MeGA) et la somme des intégrations des protons anomériques des

unités xyloses substituées et non substituées selon I'équation suivante :

DS = H1 MeGA
H1 xylose substitué +H1 xylose non substitué

(E1)

L’analyse RMN H nous a permis donc de calculer le degré de substitution du xylane de hétre

en acide glucuronique. En effet, celui-ci contient un acide glucuronique pour dix unités xyloses.

Aprés avoir présenté la structure des xylanes, nous allons présenter maintenant I'élaboration

des hydrogels.

IV.2. Préparation et caractérisation d'hydrogels a base de xylane
Les hydrogels sont préparés par réaction de réticulation en utilisant la dianhydride de I'acide
diéthylenetriaminepentaacétique (DTPA) dans le DMSO pendant 24 h a 80 °C. Cette réaction
permet non seulement la formation de ponts entre les chaines de xylane et donc la formation
d'un réseau tridimensionnel, mais génére également trois nouvelles fonctions acide
carboxylique, qui vont rendre ce réseau plus hydrophile et qui vont nous permettre de fixer des

PS par des interactions ioniques (Figure 96).
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Figure 96 : Réticulation du xylane

0,1, 0,15 et 0,2 équivalent de dianhydride de DTPA par rapport a une d’unité anhydroxylose
ont été testés pour obtenir les trois hydrogels xyl-1, xyl-2 et xyl-3, respectivement.

La réticulation du xylane a été confirmée par spectroscopie infrarouge (Figure 97). Les
spectres IR de xyl-1, xyl-2 et xyl-3, ont montré I'apparition de la bande caractéristique de
I'élongation (-C=0) a 1732 cm™ et la bande caractéristique de I'élongation (-C-O-) a 1204 cm™.
La comparaison entre les spectres du xyl-1, xyl-2 et xyl-3 montre bien 'augmentation de
l'intensités des bandes (-C=0) et (-C-O-), et donc le degré de réticulation, en fonction de la

guantité de dianhydride de DTPA utilisées dans la réaction de réticulation.
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Figure 97 : Spectres IR des xylanes non modifiés, xyl-1, xyl-2 et xyl-3

IV.3. Morphologie des hydrogels

Les hydrogels lyophilisés ont été analysés par microscopie électronique a balayage (MEB). La
Figure 98 montre des images MEB de coupes transversales des trois hydrogels
synthétisés.Le xyl-2 et le xyl-3 présentent des structures macroporeuses avec des pores
irreguliers. Comme nous I'avons mentionné précédemment, ces structures macroporeuses
sont importantes pour les applications biomédicales puisque ces structures sont connues pour
faciliter le chargement et le relargage de médicaments [311]. Nous pouvons également
remarquer que la taille moyenne des pores du xyl-2 est |égérement supérieure a celle du xyl-
3, ce qui indique que le maille du xyl-2 est plus large que celui du xyl-3. Une structure en
forme de fibres peut étre trouvée dans le xyl-1 (Figure 96a) en raison de sa faible densité de

réticulation observée sur le spectre IR (Figure 97).
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Figure 98 : Images MEB des sections transversales de (a) xyl-1, (b) xyl-2 et (c) xyl-3 lyophilisés

IV.4. Propriétés de gonflement

Le tampon phosphate salin (PBS, Phosphate-Buffered Saline) a été choisi comme solvant
aqueux pour étudier le gonflement des hydrogels car son osmolalité et sa composition ionique
sont similaires a celles des fluides du corps humain. Comme le montre la Figure 99a, les taux
de gonflement des hydrogels préparés augmentent progressivement avec le temps a
température ambiante. L’hydrogel xyl-2 montre une meilleure capacité de gonflement que le
xyl-1 et le xyl-3. Cela pourrait étre la conséquence de la faible porosité du xyl-1 (Figure 98a),
qui est due a la faible réticulation comme indiqué par les spectres IR (Figure 94). D'autre part,
le taux de réticulation élevé du xyl-3 conduit a la formation de pores plus petits que ceux du

xyl-2 (Figure 98c), ce qui est en accord avec un taux de gonflement plus faible.

Afin de vérifier la sensibilité de I'nydrogel a la température, le comportement de gonflement de
I'nydrogel a été testé a différentes températures allant de 4 & 45 °C. Les équilibres de
gonflement ont été atteints aprés 72 h d'immersion dans du PBS. Comme le montre la Figure
99b, les xyl-2 et xyl-3 peuvent effectivement atteindre leur équilibre de gonflement a 4 °C, qui
reste pratiquement inchangé avec l'augmentation de la température. A l'inverse, la capacité
de gonflement du xyl-1 a montré une faible stabilité thermique avec les températures
supérieures a 25° C (Figure 99b).
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Figure 99 : (a) Taux de gonflement de xyl-1, xyl-2, et xyl-3 en fonction de du temps a température
ambiante ; (b) Taux de gonflement a I'équilibre de xyl-1, xyl-2, et xyl-3 en fonction de la température ;
photos de xyl-2 : (c) avant et (d) aprés gonflement

Le xyl-2, qui présente une meilleure capacité de gonflement et une bonne stabilité thermique,

a été choisi pour la suite de cette étude.
IV.5. Gonflement de I'hydrogel xyl-2 en fonction du pH.

Les hydrogels sensibles au pH jouent un réle important dans les applications de relargage
contr6lé de médicaments et peuvent avoir un impact sur le traitement des plaies [312]. Afin de
vérifier sa sensibilité au pH, le taux de gonflement a I'équilibre du xyl-2 a été déterminé a
différentes valeurs de pH. Comme le montre la Figure 100, le taux de gonflement a I'équilibre
du xyl-2 augmente progressivement avec le pH de 2 a 9. Nous pouvons supposer que ce
comportement est le résultat de la déprotonation progressive des acides carboxyliques de
I'nydrogel et de la répulsion électrostatique mutuelle qui en résulte entre les chaines du réseau
et les ponts de réticulation. Par conséquent, le réseau de I'hydrogel s'étend progressivement,
ce qui justifie le taux de gonflement plus élevé a un pH élevé [313]. L'augmentation du pH au-
dessus de 9,0 entraine une diminution radicale du taux de gonflement. Cette chute drastique
de taux de gonflement pourrait s’expliquer par I'hydrolyse des liaisons ester reliant les chaines
de xylane dans le milieu fortement basique, ce qui conduit a I'effondrement du réseau

tridimensionnel.
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Figure 100 : Effet du pH sur le taux de gonflement a I'équilibre du xyl-2

IV.6. Chargement de I'hydrogel avec TMPyP

La TMPyP a été obtenue par N-méthylation de la tétrakis(4-pyridyl)porphyrine avec un exces
d'iodure de méthyle. La structure de la TMPyYP a été confirmée par spectroscopie RMN H et
13C et HRMS. L’encapsulation de TMPyP dans I'hydrogel xyl-2 été effectuée par immersion
de xyl-2 lyophilisé dans une solution aqueuse de TMPyP (2 mM) pendant 24 h. L'hydrogel
chargé de PS résultant a pris une couleur rouge foncé (Figure 101c), similaire a la couleur de
la solution de TMPyP.

L’hydrogel chargé (xyl-TMPyP) a été observé au microscope électronique a balayage (MEB)
(Figure 101a,b ). Les images obtenues montrent que le chargement en TMPyP n'a pas modifié
la morphologie poreuse du gel. Cependant, on peut noter une diminution de la taille des pores
et une augmentation de I'épaisseur de la paroi qui est probablement due a la formation d'une

fine couche de TMPyP sur la paroi de I'hydrogel.
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Figure 101 : Images MEB de (a) I'hydrogel chargé de TMPyP (xyl-TMPyP) et (b) I'hydrogel non
chargé (xyl-2) ; (c) : photographie de xyl-TMPyP

L'hydrogel chargé en TMPyP a été lyophilisé puis immergé dans une solution d'hydroxyde de
sodium (2 M) pour détruire la matrice de I'hydrogel et relarguer tout le TMPyP encapsulé. La
guantité de TMPyP encapsulé représentait 10 % de la masse de I'hydrogel chargé de PS
déterminé par photométrie (451 nm) en utilisant une courbe d'étalonnage de TMPyP libre dans
de I'nydroxyde de sodium 2 M (Figure 102).
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Figure 102 : Courbe d'étalonnage UV-Vis obtenue a partir de différentes concentrations de TMPyP
libre dans de I'hydroxyde de sodium concentré (2M) (Amax = 451 nm).
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IV.7. Comportement rhéologique de I'hydrogel.

La rhéologie est I'étude de la déformation et de I'écoulement de la matiere sous I'effet d’'une
contrainte appliquée. Dans le cas des polymeéres, la rhéologie permet d’identifier leur
comportement viscoélastique. Cette technique permet également de déterminer les propriétés
mécaniques macroscopiques selon le type de structure présent dans le systeme.

L’analyse rhéologique a montré que les hydrogels chargés et non chargés en PS présentent
des propriétés viscoélastiques similaires (Figure 103a). Les viscosités des deux hydrogels
diminuent de 10%-10° Pa.s a 1 Pa.s avec l'augmentation du taux de cisaillement. Ces résultats
illustrent le comportement rhéofluidifiant des deux hydrogels, qui est une exigence pour les
gels pharmaceutiques congus pour une application topique [193]. De plus, un point de
croisement peut étre remarqué a environ 7 s. En dessous de ce taux de cisaillement, la
présence de TMPyP dans I'hydrogel augmente la viscosité par rapport au xyl-2. Ainsi,
I'encapsulation de TMPyP dans [I'hydrogel pourrait empécher les mouvements
macromoléculaires a faible taux de cisaillement, ce qui entrainerait une viscosité plus forte
dans le domaine correspondant. Ensuite, avec un taux de cisaillement suffisamment élevé, la
cohésion du réseau tridimensionnel disparait Iégérement, conduisant a une valeur plus faible
de la viscosité de I'hydrogel chargé en TMPyP. Pour compléter ces analyses, des expériences
de cisaillement oscillatoire ont été réalisées dans le domaine viscoélastique linéaire (Figure
103b). La valeur du module de conservation (G') était supérieure a celle du module de perte
(G") sur toute la plage de la fréquence angulaire étudiée. Ainsi, les deux hydrogels possédent
des propriétés dominées par I'élasticité a travers un réseau bien développé, confirmant le

comportement de type hydrogel.
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Figure 103 : (a) Propriétés rhéologiques de la viscosité (n) du xyl-2 et du xyl-TMPyP en fonction du
taux de cisaillement, et (b) module de conservation (G') et module de perte (G") du xyl-2 et du xyl-
TMPyP en fonction de la fréquence angulaire.

IV.8. Relargage du PS in vitro et photoinactivation bactérienne.

Le relargage du TMPyP de I'hydrogel chargé en PS a été étudié dans du PBS (pH 7,4) a 37 °C.
L'hydrogel chargé de TMPyP a été immergé dans du PBS, et la quantité de TMPyP relarguée

a été déterminée par spectroscopie UV-Vis en fonction du temps. Comme le montre la Figure

104, le relargage initial du PS était trés rapide : environ 40 % de la TMPyP a été relarguée au

cours des deux premiéres heures, puis le relargage de la TMPyP a ralenti en se rapprochant

de I'équilibre de relargage. Aprés 10 heures, le relargage du TMPyP a atteint 88% et tout le

TMPyP chargé a été relargué des hydrogels dans les 24 heures.
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Figure 104 : Relargage in vitro de la TMPyP dans du PBS (pH 7,4) a 37 °C.

Pour évaluer l'activité photobactéricide de I'hydrogel chargé de TMPyP, des tests de diffusion
sur disques de gélose ont été réalisés sur quatre souches bactériennes (E. coli, P. aeruginosa,
B. cereus et S. aureus) (Figure 105). 1 mL d’une suspension bactérienne de chaque souche
(préparée a une concentration de 1 x 108 UFC/mL) a été étalée sur une gélose nutritive (milieu
TS + 15g/L agar) dans des boites de Petri. Un puits de 0,5 cm de diamétre a été creusés dans
la gélose. 1 mg d'hydrogel chargé de TMPyP a été déposé dans ce puits puis 50 yuL de PBS
ont été ajoutés. Aprés 2 h d’incubation a I'obscurité a 37 °C, les boites de Petri ont été irradiées
avec une lumiére visible LED blanche a 37 °C (25 J/cm?). Aprés irradiation, les plaques ont
été incubées pendant une nuit a lI'obscurité, toujours a 37 °C. Aucune zone d'inhibition de la
croissance n'a été observée pour les hydrogels non chargés, que ce soit a la lumiéere ou a
l'obscurité. L'hydrogel chargé de TMPyP également n’a pas montré de cytotoxicité contre les
souches bactériennes testées a I'obscurité. Cependant, aprés une irradiation lumineuse, les
boites avec I'hydrogel chargé de TMPyP ont montré une zone significative d'inhibition de la
croissance, attribuée au relargage et a la diffusion du TMPyP et a la mort subséquente des
bactéries. La plus forte activité photobactéricide du TMPyP a été observée contre S. aureus,

avec la plus grande zone d'inhibition (20,7+1,5 mm) comparée aux autres souches.
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Figure 105 : Inhibition de la croissance bactérienne due au relargage de TMPyP par les hydrogels.

IV.9. Conclusion

Dans cette partie, hous avons mis en évidence une stratégie simple et facile pour synthétiser
un hydrogel par réticulation du xylane. Les hydrogels synthétisés présentent une bonne
intégrité mécanique et une structure poreuse interconnectée, ainsi qu'un taux de gonflement
élevé (environ 62). L'hydrogel xyl-2 chargé de TMPyP a montré un relargage prolongé de PS
jusqu'a 24 heures et une photocytotoxicité contre E. coli, P. aeruginosa, B. cereus et S. aureus,
alors qu'aucune cytotoxicité n'a été observée a l'obscurité. Dans I'ensemble, I'hydrogel a

montré un fort potentiel pour la chimiothérapie antimicrobienne photodynamique.

V. Elaboration des hydrogels a base de xylane portant des PS liés de fagon
covalente

V.1. Stratégie de synthése

La stratégie de synthése des hydrogels par la deuxiéme approche comporte trois étapes. Dans
un premier temps, une porphyrine cationique porteuse d’un bras espaceur est synthétisée. La
deuxieme étape consiste a fonctionnaliser le xylane par ces porphyrines selon une réaction
d’estérification. Ces derniers permettront, lors d’'une troisieme étape, de préparer un hydrogel

selon une réaction de réticulation en utilisant le dianhydride de DTPA (Figure 106).
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Figure 106 : Stratégie de synthése des hydrogels a base de xylane portant des PS liés de facon
covalente.

V.2. Fonctionnalisation du xylane par la tri(4-pyridyl)porphyrine

V.2.1. Synthese de la 5-(4-acétamidophényl)-10,15,20-tri(4-
pyridyporphyrine (14)

La porphyrine (14) a été synthétisée par la méthode des « aldéhydes mixtes » présentée
précédemment (Figure 107).

S Acide propionique
+ 3 + a4l \ proplonia™e ..
N—t/ N 140°C, 3 h
H

(14)

Rdt : 4%

Figure 107 : Synthése de la 5-(4-acétamidophényl)-10,15,20-tri(4-pyridyl)porphyrine (14) par la
méthode des aldéhydes mixtes.

Abdechakour ELKIHEL | Thése de doctorat | Université de Limoges | 125
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Le produit attendu est obtenu par condensation du pyrrole et du 4-pyridylcarboxaldéhyde sur
le 4-acétamidobenzaldéhyde dans des proportions stoechiométriques. Aprés purification par

chromatographie sur colonne de silice, le composé (14) est isolé avec un rendement de 4%.

La structure de la porphyrine (14) a été confirmée par spectroscopie RMN *H et d’absorption
UV-Visible. Sur le spectre RMN H du composé (14), les signaux des groupes de protons [3-
pyrroliques et ortho-pyridyliques entre 8,74 et 9,12 ppm et les protons méta-pyridyliques a 8,16
ppm (s, 6H), ainsi que les protons aromatiques a 7,98 ppm (d, J = 7,7 Hz, 2H, Ho-Ar) et a 7,09
(d, J=7,6 Hz, 2H, Hm-Ar) sont en effet caractéristiques d’'une méso-tripyridylporphyrine mono-
substituée. De plus, la présence d’un signal a -2,84 ppm confirme que cette porphyrine est
bien sous sa forme base libre. Enfin, le singulet a 7,79 ppm correspond a I'hydrogéne de
'amide, et le singulet a 2,38 ppm correspond au proton de I'acétyle. Le spectre d’absorption
UV-Visible présente le profil attendu pour une porphyrine base libre avec une bande de Soret
a 420 nm, ainsi que quatre bandes Q I, II, Il et IV respectivement a 644, 588, 550 et 514 nm.

Ces résultats sont confirmés par spectrométrie de masse (CasHz1NsO [M+H]*, m/z = 675,2621
calculée, 675,2615 trouvée.)

V.2.2. Synthése de la 5-(4-aminophényl)-10,15,20-tri(4-pyridyl)porphyrine
(15)

La déprotection de la fonction amine est réalisée par hydrolyse acide dans une solution d'acide

chlorhydrique a 5 M a reflux (Figure 108).

HCI (5M)
reflux , 3 h
NH,
(15)
(14) Rdt quant.
Figure 108 : Synthése de la porphyrine (15).
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Aprés neutralisation par NaHCO3 et lavage a I'eau, la porphyrine (15) est obtenue avec un
rendement quantitatif. La structure de cette derniére a été confirmée par spectroscopies
RMN H et d’absorption UV-Visible. Sur le spectre RMN !H, la disparition des signaux
caractéristiques de l'acétyle atteste du succes de la déprotection. Le spectre UV-Visible reste
proche de celui des composés précédents, avec une bande de Soret a 420 nm et quatre
bandes Q I, 11, Il et IV respectivement a 644, 588, 550 et 514 nm. L’analyse par spectrométrie

de masse confirme quant a elle la formation du composé déprotégé.

V.2.3. Fixation du bras espaceur sur la porphyrine (14)

La fonctionnalisation de la porphyrine (14) avec l'acide glutarique par ouverture de I'anhydride
glutarique est réalisée dans du dichlorométhane anhydre et sous atmosphére inerte a
température ambiante pendant 24 h (Figure 109).

Rdt: 91%

Figure 109 : Synthése de la porphyrine (16).

Aprés purification par chromatographie sur plaques préparatives de silice est de l'ordre de
91%. La structure du produit de couplage (16) a été confirmée par spectroscopies RMN et
d’absorption UV-Visible. Sur le spectre RMN *H, les signaux a 2,61 ppm (m, 2H), 2,50 ppm
(m, 2H) et 2,16 ppm (m, 2H) sont en effet caractéristiques du bras organique greffé. Le spectre
d’absorption UV-Visible, est comme attendu la encore similaire a celui de la porphyrine de
départ (15), avec une bande de Soret a 419 nm ainsi que quatre bandes Q I, I, Ill, et IV
respectivement & 645, 590, 550 et 515 nm.

V.2.4. N-méthylation de la porphyrine (16)

La N-méthylation des pyridyles est réalisée avec un exces d'iodure de méthyle dans le DMF
anhydre (Figure 110). Aprées 3 h de réaction a reflux, la porphyrine cationique (17) est obtenue

a lissue d’'une précipitation dans I'éther diéthylique avec un rendement quantitatif.
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Figure 110 : N-méthylation de la porphyrine (16).

La structure de la porphyrine cationique (17) a été confirmée par spectroscopies RMN et
d’absorption UV-Visible. Sur le spectre RMN 'H (Figure 111), en plus, des signaux
caractéristiques des protons de la méso-tripyridylporphyrine mono-substituée a 9,48 ppm (d,
J = 6,1 Hz, 6H,Ho-py), 9,16 ppm (s, 4H, Hg pyrr), 9,06 ppm (s, 4H, Hg pyrr), 8,02-8,89 ppm (m,
6H, Hm-py), 8,16 ppm (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ho-Ar), 8,12 ppm (d, J = 8,5 Hz, 2H, HM-Ar) et -
2,99 ppm (s, 2H, NH) et les signaux caractéristiques aux protons portés par I'espaceur a 2,56
ppm (t, J = 7,2 Hz, 2H, CHy), 2,41 ppm (t, J = 7,3 Hz, 2H, CH>) et 1,96 ppm (quin, J = 7,4 Hz,
2H, CHy), on trouve un signal supplémentaire qui apparait sous la forme d’'un singulet a

4,72 ppm et qui correspond aux 9 protons des méthyles des N-pyridiniums.
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Figure 111 : Spectre RMN 'H du composé (17) dans DMSOuds

Le spectre UV-Visible dans le DMSO est proche de celui de la porphyrine (16), avec une bande
de Soret a 429 nm ainsi que quatre bandes Q I, II, lll, et IV respectivement a 647, 591, 557 et
520 nm. L’analyse par spectrométrie de masse confirme quant a elle la formation du composé
méthylé (CaoH3NsO3 [M]?*, m/z = 263,7814 calculée, 263,7814 trouvée)

V.2.5. Greffage de la porphyrine (17) sur le xylane

L’estérification du xylane a été réalisée en utilisant le N,N'-carbonyldiimidazole (CDI) comme
agent de couplage, suivant les travaux réalisés dans notre laboratoire par Bouramtane et coll.
[314]. Cette réaction commence par une étape d’activation de la fonction acide carboxylique
de la porphyrine (17) avec 6 équivalents de CDI dans le DMSO, pendant 24 h a 60 °C. Apres
activation de la porphyrine (17), 500 mg de xylane préalablement solubilisés dans le DMSO
sont ajoutés au milieu réactionnel. Cette réaction a été conduite pendant 24 h 4 80 °C (Figure
112). Sept quantités de la porphyrine (17) (0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,08 et 0,1 équivalent
par rapport & une unité d’anhydroxylose) ont été utilisées pour obtenir les hydrogels xyl-P1,

xyl-P2, xyl-P3, xyl-P4, xyl-P5, xyl-P6 et xyl-P7, respectivement.
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Figure 112 : Greffage de la porphyrine (17) sur le xylane.

A la fin de la réaction, le produit obtenu est précipité par I'ajout d’éthanol absolu puis récupéré
par filtration et lavé a I'éthanol pour éliminer la porphyrine qui n'a pas réagi, puis séchée a
I'étuve a 60 °C.

La comparaison des spectres infrarouge du xylane avant et apres fixation de la porphyrine
permet de mettre en évidence la présence d’'une nouvelle bande intense entre 1680 et
1755 cm?, correspondant aux superpositions des bandes caractéristiques des carbonyles de
I'ester et 'amide (Figure 113).
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Figure 113 : Spectres IR du xylane (a) avant et (b) apres fixation de la porphyrine (17).

La fixation a été confirmée par une analyse RMN H du xylane fonctionnalisé. Le spectre
obtenu (Figure 114) permet de distinguer deux zones principales. La premiére correspond
aux protons du xylane qui résonnent entre 3,0 et 5,5 ppm, la deuxiéme est attribuée aux
protons de la porphyrine greffée sur le xylane qui résonnent entre 7,5 et 9,6 ppm. Les 9 protons
méthyliques des N-pyridiniums résonnent sous la forme d’un singulet a 4,7 ppm. Les deux

protons portés par les azotes des pyrroles résonnent a -3,0 ppm.
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Les spectres RMN 'H des xylanes fonctionnalisés ont permis de calculer le degré de
substitution du xylane en porphyrine, en faisant le rapport entre l'intégration d’un proton
porphyrinique et I'intégration d’un proton d’'une unité xylose. Nous avons choisi d’exprimer le
DS en nombre de molécules de porphyrine par unité de répétition de xylane (10 xyloses). Il

est calculé a partir de I'équation (E2) :

¥ aromatique H/24

DS (E2)

- (H1 xylose substitué +H1 xylose non substitué)/10
H (porphyrine) correspond a la somme des intégrations des protons entre 7,5 et 9,6 ppm, et
H1 (xylane) est la somme des intégrations des protons anomériques d'unités xylose
substituées et non substituées a 4,49 et 4,27 ppm, respectivement. La porphyrine posséde 24
protons aromatiques et le motif de répétition du xylane comporte 10 unités xylose. Les DS

obtenus sont répertoriés dans le Tableau 3.
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Tableau 3 : DS et nombres d’équivalents de la porphyrine (17) utilisés pour obtenir les différents
xylanes fonctionnalisés.

Echantillon Xyl-P1  Xyl-P2 Xyl-P3 Xyl-P4 Xyl-P5 Xyl-P6 Xyl-P7

Nombre d’éq. de (17) 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,08 0,10

DS 0,03 0,08 0,11 0,15 0,19 0,37 0,53

V.3. Préparation des hydrogels

Les hydrogels sont préparés en utilisant la méme procédure que pour les xylanes non
modifiés. Les xylanes fonctionnalisés ont été solubilisés dans du DMSO pendant 24 h a 60 °C.
Le dianhydride de DTPA est ensuite ajouté (0,3 ég. par unité anhydroxylose). Aprés 24 h a 80
°C, les hydrogels résultants ont été immergés dans un excés d'eau distillée et laissé gonfler
pendant 7 jours a température ambiante, avec un changement d'eau quotidien, puis lyophilisés
(Figure 115).
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Figure 115 : Réticulation du xylane fonctionnalisé.

La réticulation des xylanes fonctionnalisés a été confirmée par spectroscopie infrarouge. Le
spectre IR de xyl-P5 (Figure 116), par exemple, montre I'apparition de la bande a 1745 cm™?
caractéristique de I'élongation (-C=0). La présence de cette nouvelle bande confirme

I'existence de nouveaux groupes carbonyles due a la fixation du dianhydride de DTPA.
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Figure 116 : Spectres IR (a) du xylane natif, (b) du xyl-P5 et (c) de I'’hydrogel formé a partir de xyl-P5.

Nous avons appliqué ce protocole expérimental sur tous les xylanes fonctionnalisés. Les
échantillons qui ont un DS en porphyrine inférieur ou égale a 0,19 (xyl-P1, xyl-P2, xyl-P3, xyl-
P4 et xyl-P5) ont formé respectivement les hydrogels HG-xyl-P1, HG-xyl-P2, HG-xyI-P3, HG-
xyl-P4 et HG-xyl-P5. Cependant, Les échantillons xyl-P6 (DS = 0,37) et xyl-P7 (DS = 0,53)
n’ont pas donné lieu a la formation des hydrogels (pas de gélification a la fin de la réaction et
'absence de bande a 1745 cm™ sur le spectre IR) malgré I'augmentation de la quantité de
dianhydride DTPA. Nous supposons que cela vient de la combinaison de la répulsion
électrostatique due a la présence de charges positives et de I'encombrement stérique entre

chaines qui ont des degrés des substitutions élevés, ce qui rend la réticulation plus difficile.
V.4. Détermination de la quantité de porphyrine dans les hydrogels

Afin de déterminer la quantité de porphyrine greffés dans les hydrogels. Les hydrogels (HG-
xyl-P1, HG-xyl-P2, HG-xyl-P3, HG-xyl-P4 et HG-xyl-P5) lyophilisés obtenus ont été
immergés dans une solution de NaOH 2 M pour détruire la matrice de I'nydrogel et rompre les

liaisons entre les porphyrines et le xylane. Ainsi, les pourcentages massiques en
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porphyrines sont déterminés par spectrophotométrie (448 nm) en utilisant une courbe

d'étalonnage de la porphyrine (17) libre dans du NaOH 2M (Tableau 4).

Tableau 4 : Pourcentage massique en porphyrine déterminé pour chaque hydrogel.

Hydrogels HG-XYL-P1 HG-XYL-P2 HG-XYL-P3 HG-XYL-P4 HG-XYL-P5

Pourcentage massique en
. 3,8 6,8 7,7 9,9 13,9
porphyrines (%)

V.5. Morphologie des hydrogels

Les hydrogels lyophilisés ont été analysés par microscopie électronique a balayage. Comme
le montre la Figure 117, les cing hydrogels synthétisés présentent des structures poreuses
avec des pores irréguliers allant de 50 a 900 um. Cette similitude de structures des hydrogels
est probablement due a l'utilisation de la méme quantité de réticulant. On remarque également,
gue la structure des cing hydrogels est similaire au réseau tridimensionnel des hydrogels
préparés de la méme maniére mais avec du xylane non modifié (voir IV.3). Cela démontre que
la fonctionnalisation du xylane avec des porphyrines cationiques n'affecte pas de maniére
significative la structure du réseau polymérique de I'nydrogel.
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Figure 117 : Images MEB des sections transversales de (a) HG-xyl-P1, (b) HG-xyl-P2, (c) HG-xyl-P3,
(d) HG-xyl-P4 et (e) HG-xyl-P5 lyophilisés.

V.6. Propriétés de gonflement

Le comportement de gonflement des hydrogels a été étudié dans du PBS (pH 7,4) a 37 °C.
Comme le montre la Figure 118, tous les hydrogels ont montré une bonne capacité de
gonflement. Ces hydrogels ont mis environ 10 heures pour atteindre les équilibres de
gonflement. Les comportements de gonflement sont similaires, avec HG-xyl-P1 et HG-xyl-P2
qui different un peu des autres, montrant un taux de gonflement plus élevé sur toute la gamme
de temps étudiée et un taux de gonflement a I'équilibre supérieur a 100.
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Figure 118: Taux de gonflement de HG-xyl-P1, HG-xyl-P2, HG-xyI-P3, HG-xy|-P4 et HG-xyI-P5 en
fonction du temps.

V.7. Comportement rhéologique des hydrogels

Le comportement rhéologique des hydrogels est représenté sur la Figure 119. La viscosité
des hydrogels est mesurée a 25 °C avec un taux de cisaillement de 0,01 a 100 s* et les
résultats sont représentés dans la Figure 119a. Pour tous les hydrogels, avec un taux de
cisaillement croissant, la viscosité diminue d'un maximum de 3 Pa.s a un minimum de 10
Pa.s, se référant au comportement d'amincissement par cisaillement des hydrogels. A un taux
de cisaillement élevé (>10 s?), les viscosités de tous les hydrogels se trouvent dans la méme
région (entre 102 et 5.10°% Pa.s), bien que la nature distincte des courbes soit visible a un taux
de cisaillement plus faible (c'est-a-dire inférieur a 0,1 Pa.s). Ceci est attribué au relachement
du réseau initial a un taux de cisaillement élevé. Nous remarquons également que HG-xyl-P5
differe légérement des autres, montrant une viscosité plus élevée pour presque toute la
gamme de taux de cisaillement étudiée. Cette augmentation de la viscosité observée pour HG-
xyl-P5 peut étre due a la grande quantité de porphyrines cationiques que contient cet hydrogel,
et qui peuvent interagir ioniquement avec le groupe carboxyle (-COO") du réticulant. Pour
compléter ces analyses, des essais de cisaillement oscillatoire ont été réalisés dans le

domaine viscoélastique linéaire (Figure 119b). La valeur du module de conservation (G') était
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supérieure a celle du module de perte (G") sur toute la plage de la fréquence angulaire étudiée.
Ainsi, tous les hydrogels possédent des propriétés dominées par I'élasticité a travers un réseau

bien développé, confirmant le comportement de type hydrogel des échantillons.
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Figure 119 : Propriétés rhéologiques de HG-xyl-P1, HG-xyl-P2, HG-xyl-P3, HG-xyl-P4 et HG-xyI-P5 :
viscosité (n) en fonction du taux de cisaillement (a), tendance typique des valeurs du module de
conservation (G') et du module de perte (G") en fonction de la fréquence angulaire pendant lI'essai de
balayage effectué sur le HG-xyl-P4 (b).

V.8. Evaluation de I'activité antibactérienne des hydrogels

Les tests microbiologiques ont été réalisés sur deux souches bactériennes, S. aureus et P.
aeruginosa. A partir d’'une culture bactérienne en phase de croissance exponentielle, 100 yL
de cette suspension a 106 UFC/mL et 1 mg d'hydrogels lyophilisés (HG-xyl-P1, HG-xyl-P2,
HG-xyl-P3 et HG-xyl-P4) ont été déposés dans les puits d’'une plaque 96-puits, puis ont été
incubés a 37 °C pendant 1 h a l'obscurité. Les plaques ont ensuite été irradiées avec une
lumiere visible LED blanche a 37 °C (25 J/cm?). Ensuite, le contenu des puits est transféré
dans des eppendorfs et placé dans un bain a ultrason afin de décrocher toutes les bactéries
des différents hydrogels, puis des dilutions en série au 1/10eme sont effectuées et
ensemencées sur milieux gélosés (TS+ 17g/L Agar). En parallele, des solutions de TMPyP a
(3,8%, 6,8%, 7,7% et 9,9%) qui correspondent aux quantités de porphyrine cationique greffée
sur les différents hydrogels ont été testées. Les résultats obtenus sont résumés dans le
Tableau 5.
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Tableau 5 : Valeurs moyennes des log(UFC/mL) dans deux conditions différentes a 37 °C; irradiation
en lumiéere blanche (25 J/cm?) et a l'obscurité

P. aeruginosa S.aureus
Obscurité Lumiére Obscurité Lumiére
HG-xyl-P1 4,53 ) 3,79 -
TMPyP 3,8% 3,08 ) 2,34 -
HG-xyl-P2 3,65 - 3,60 -
TMPyP 6,8% B B B -
HG-xyl-P3 B ) 3,28 -
TMPyP 7,7% B B B -
HG-xyl-P4 - - 2,88 -
TMPyP 9,9% B B B B

“-” Aucune bactérie survivante n'a pu étre détectée.

De maniére assez marquée, lI'ensemble des hydrogels testés exercent une activité
photobactéricide sur les deux souches de P. aeruginosa et S. aureus, y compris HG-xyl-P1
qui contient la plus faible quantité de PS. En effet, aprés irradiation en lumiére blanche, aucune
bactérie survivante, que ce soit P. aeruginosa ou S. aureus, n'a pu étre détectée aprés contact
avec les hydrogels. Comme mentionné précédemment, ces résultats peuvent étre expliqués
par le fait que les PS cationiques interagissent par des interactions électrostatiques, avec les
composants de la paroi cellulaire fortement chargés négativement tels que les acides
lipotéichoiques (LTA) des bactéries Gram positif et les lipopolysaccharides (LPS) des
bactéries Gram négatif, ce qui rend la génération d'ERO, comme I'oxygéne singulet, plus
efficace pour éradiquer les bactéries [193—-195]. On remarque également pour les 4 hydrogels
une diminution de la cytotoxicité a I'obscurité des PS greffés sur les hydrogels par rapport aux
PS libres envers S. aureus, alors que le méme effet n'a été constaté qu'avec HG-xyl-P1 et

HG-xyl-P2 pour P. aeruginosa, mettant en évidence I'effet photodynamique des hydrogels.

A partir de ces résultats préliminaires, nous pouvons conclure que les hydrogels testés ont

une excellente photoactivité contre les bactéries Gram positif et Gram négatif.
V.9. Conclusion

Dans cette partie, Le xylane a été conjugué avec succes avec la porphyrine cationique. Sept
échantillons ont été obtenus avec un DS allant de 0,03 & 0,53, puis réticulés par le dianhydride
de DTPA. Les échantillons dont le DS de la porphyrine était inférieur ou égal a 0,19 ont formé
des hydrogels. Cependant, les échantillons xyl-P6 (DS = 0,37) et xyl-P7 (DS = 0,53) n'ont pas
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conduit a la formation d’hydrogels. Les hydrogels obtenus ont montré une bonne intégrité
mécanique et un taux de gonflement élevé. Ces hydrogels fonctionnalisés a base de xylane

ont montré une forte activité photoantibactérienne vis-a-vis de S. aureus et P. aeruginosa.

Elaboration d’hydrogels par réticulation directe du xylane par les
porphyrines

Dans la troisieme partie de ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la préparation d’'un
hydrogel a base de xylane portant des PS sans utilisation d’'un agent de réticulation. Nous
avons choisi d’utiliser la meso-tétra(4-carboxyphényl)porphyrine (TCPP) qui va jouer, en plus
de son rble de photosensibilisateur, le réle de nceud de réticulation entre les chaines de xylane
grace a ses quatre fonctions acides carboxyliques qui peuvent établir des liaisons esters avec

les hydroxyles du xylane, ce qui conduit a la formation d'un réseau tridimensionnel

caractéristique des structures de type hydrogel.
VI.1. Préparation et caractérisation de I’hydrogel xyl-TCPP

L’estérification du xylane commence par une étape d’activation de la TCPP avec 8 équivalents
de CDI dans le DMSO, pendant 24 h a 60 °C. Aprés activation de la TCPP, le xylane
préalablement dissous dans le DMSO est ajouté au milieu réactionnel. Apres 24 h a 80 °C,
'hydrogel résultant a été immergé dans un excés d'eau distillée et laissé gonfler pendant 7
jours a température ambiante, avec un changement d'eau quotidien, puis lyophilisé (Figure
120).

CDI, DMSO, 24 h, 80°C
—_— -

Xyl-TCPP

Figure 120 : Synthése des hydrogels par réticulation directe du xylane par TCPP
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Dans un premier temps, nous avons utilisé 200 mg de TCPP par gramme de xylane (soit 0,033
€g. par unité d'anhydroxylose) pour obtenir 'hydrogel xyl-TCPP-1. Apres lyophilisation, nous
avons remarqué que I'hydrogel obtenu ne gonflait pas dans I'eau. Méme aprés 15 jours,
I'nydrogel n'a pas été capable d'absorber la méme quantité d'eau que celle déja absorbée
avant la lyophilisation (Figure 121). Nous supposons que cela est di au fait que I'nydrogel est
trop chargé en porphyrine, ce qui augmente la partie hydrophobe de I'hydrogel. Ainsi, lorsque
la lyophilisation élimine I'eau piégée dans I'hydrogel elle favorise les interactions hydrophobes,

ce qui rend la repénétration de I'eau dans I'hydrogel trés difficile.

(d)

Figure 121 : (a) xyl-TCPP-1 gonflé dans I'eau directement aprés la réaction ; (b) xyl-TCPP-1 aprés
lyophilisation ; (c) xyl-TCPP-1 aprés 48 h et (d) aprés 15 jours de regonflement dans I'eau
Pour résoudre ce probleme, nous avons diminué la quantité de TCPP utilisée pour synthétiser
I'nydrogel. Ainsi deux autres quantités de TCPP sont testées, 150 et 100 mg (correspondant
a 0,025 et 0,017 éq. par rapport a une d’'unité anhydroxylose) pour obtenir les hydrogels xyl-
TCPP-2, et xyl-TCPP-3, respectivement.

La fixation de la TCPP sur le xylane a été confirmée par spectroscopie infrarouge (Figure
122). Les spectres IR de xyl-TCPP-1, xyl-TCPP-2 et xyl-TCPP-3 ont montré I'apparition de la
bande caractéristique de I'élongation (-C=0) a 1713 cm™ et la bande caractéristique de
I'élongation (-C-O-) a 1267 cm™. La comparaison entre les spectres du xyl-TCPP-1, xyl-
TCPP-2 et xyl-TCPP-3 montre bien 'augmentation de I'intensité des bandes (-C=0) et (-C-O-
), et donc le degré de réticulation, en fonction de la quantité de TCPP dans la réaction. Cette
augmentation est beaucoup plus importante sur le spectre de xyl-TCPP-1, ce qui témoigne de

'augmentation du taux du greffage pour ce dernier.
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Figure 122 : Spectres IR du xylane natif, xyl-TCPP1, xyl-TCPP-2 et xyl-TCPP-3

Afin de déterminer la quantité de TCPP greffée dans chaque formulation, les hydrogels
lyophilisés xyl-TCPP-1, xyl-TCPP-2 et xyl-TCPP-3 ont été immergé dans une solution de
NaOH 2 M pour détruire la matrice de I'hydrogel et rompre les liaisons entre les porphyrines
et le xylane. Ainsi, les pourcentages massiques en TCPP sont déterminés par photométrie
(410 nm) en utilisant une courbe d'étalonnage de la TCPP libre dans une solution aqueuse de
NaOH a 2M (Tableau 6).

Tableau 6 : Pourcentage massique en TCPP déterminé pour les hydrogels xyl-TCPP1, xyl-TCPP-2 et

xyl-TCPP-3
Hydrogels xyl-TCPP-1 xyl-TCPP-2 Xyl-TCPP-3
Pourcentage massique en TCPP (%) 14,6 9,5 6,2
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VI.2. Propriétés de gonflement des hydrogels xyl-TCPP-1, xyl-TCPP-2 et xyl-
TCPP-3

Afin de confirmer notre hypothése sur l'effet de la quantité de TCPP greffée sur le
comportement de gonflement des hydrogels, nous avons suivi dans un premier temps
I'évolution du taux de gonflement de trois hydrogels obtenus (xyl-TCPP-1, xyl-TCPP-2 et xyl-
TCPP-3) dans I'eau distillée en fonction du temps a 37 °C. Comme le montre la Figure 121a,
les hydrogels xyl-TCPP-2, xyl-TCPP-3 ont montré une bonne capacité de gonflement par
rapport xyl-TCPP-1. Le gonflement initial du xyl-TCPP-2 et du xyl-TCPP-3 est relativement
rapide (environ 35,5 et 45,2 respectivement pendant la premiére heure), puis le taux de
gonflement a continué a augmenter en fonction du temps pour atteindre I'équilibre aprés 24 h
pour xyl-TCPP-2 et aprés pour 30 h xyl-TCPP-3. En revanche, le xyl-TCPP-1 a montré un
gonflement faible et stable (d'environ 14) tout au long de I'expérience (Figure 123b).
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Figure 123 : (a) : Photos de xyl-TCPP-1, xyl-TCPP-2 et xyl-TCPP-3 avant gonflement (a gauche) et
aprés 72 h de gonflement (& droite) ; (b) : Taux de gonflement dans I'eau distillée de xyl-TCPP-1, xyl-
TCPP-2 et xyl-TCPP-3 en fonction du temps
Puisque nous effectuons nos évaluations biologiques dans du PBS (pH 7,4), nous avons refait
les tests de taux de gonflement de ces trois hydrogels dans du PBS (Figure 124). Ces tests
ont montré que moins il y a de TCPP greffée, meilleure est la capacité de gonflement de
I'hydrogel. Comme le montre la Figure 122 le xyl-TCPP-3 a le plus grand taux de gonflement
a I'équilibre dans le PBS suivi du xyl-TCPP-2 tandis que xyl-TCPP-1, comme dans l'eau
distillée, a montré un tres faible taux de gonflement. En comparant les courbes de xyl-TCPP-
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2 et xyl-TCPP-3, on voit que le gonflement initial du xyl-TCPP-3 est plus important que celui
du xyl-TCPP-2. Aprés une heure d'immersion le taux de gonflement du xyl-TCPP-2 est de
20,2 alors que celui du xyl-TCPP-3 est de 35,2. Cependant, le xyl-TCPP-2 atteint I'équilibre
plus rapidement que le xyl-TCPP-3. Ces résultats confirment gu'il existe un effet négatif de la

guantité de TCPP greffée sur la capacité et le taux de gonflement de I'hydrogel.
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Figure 124 : Taux de gonflement dans le PBS de xyl-TCPP-1, xyl-TCPP-2 et xyl-TCPP-3 en fonction
du temps
Le xyl-TCPP-3, qui présente une meilleure capacité de gonflement dans le PBS, a été choisi

pour la suite de cette étude.
VI.3. Morphologie et comportement rhéologique de I'hydrogel xyl-TCPP-3

Les images de MEB de coupes transversales de xyl-TCPP-3 lyophilisé (Figure 125) montrent
une structure poreuse interconnectée (en forme de nid d’abeille) avec un diamétre compris
entre 200 et 400 um qui peut favoriser le transport de I''O; et faciliter également I'entrée des

bactéries dans la structure de I'hydrogel.
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Figure 125 : Images de MEB des sections transversales de xyl- TCPP-3 lyophilisé

Le comportement rhéologique de xyl-TCPP-3 est représenté sur la Figure 126. La viscosité

d’hydrogel est mesurée a 25 °C avec un taux de cisaillement de 10 & 100 s. Figure 126a

montre que la viscosité de xyl-TCPP-3 diminue avec l'augmentation du taux de cisaillement,

entre plus de 10° Pa.s et 1 Pa.s, montrant que I'hydrogel présente un comportement

rhéofluidifiant. En outre, le test de cisaillement oscillatoire est réalisé dans le domaine

viscoélastique linéaire. La Figure 126b montre que la valeur du module de conservation (G")

est stable et supérieure a celle du module de perte (G") sur toute la plage de la fréquence

angulaire étudiée. Ainsi, I'hydrogel posséde des propriétés dominées par I'élasticité a travers

un réseau bien développé, confirmant le comportement de type hydrogel.
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Figure 126 : Propriétés rhéologiques de xyl-TCPP-3 : la viscosité (1) du xyl-TCPP-3 en fonction du
taux de cisaillement (a), module de conservation (G') et module de perte (G") du xyl-TCPP-3 en
fonction de la fréquence angulaire (b).
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VI.4. Evaluation de I'activité antibactérienne I'hydrogel xyl-TCPP-3

Afin d’évaluer I'activité antibactérienne de xyl-TCPP-3, des tests microbiologiques ont été
effectués sur I'nydrogel qui est mis, comme précédemment, en contact avec deux souches
bactériennes : S. aureus et P. aeruginosa. Les résultats obtenus sont résumés dans le
Tableau 7.

Tableau 7 : Valeurs moyennes des log(UFC/mL) dans deux conditions différentes a 37 ° C; irradiation
en lumiere blanche (25 J/cm?) et a l'obscurité

P. aeruginosa S.aureus
Obscurité Lumiére Obscurité Lumiére
xyl-TCPP-3 6,39 ) 5,85 -
TCPP( 6,2%) 4,77 - 4,10 -

“-” Aucune bactérie survivante n'a pu étre détectée.

Comme dans le cas des hydrogels fonctionnalisés par des porphyrines cationique, xyl-TCPP-
3 possede un effet photobactéricide vis-a-vis des deux souches P. aeruginosa et S. aureus.

VI.5. Conclusion

Dans la troisieme partie de ce chapitre, nous avons développé des hydrogels a base de xylane
contenant un PS sans utiliser d’autre agent réticulant. Nous avons synthétisé trois hydrogels
en utilisant la méso-tétra(4-carboxyphényl)porphyrine comme réticulant. Les tests de
gonflement des hydrogels obtenus ont montré que I'hydrogel xyl-TCPP-3 fonctionnalisé avec
la plus petite quantité de TCPP a la bonne propriété de gonflement pour effectuer les tests
biologiques, c'est pour cette raison que nous l'avons choisi pour réaliser les tests biologiques
vis-a-vis de S. aureus et P. aeruginosa. Les résultats des tests biologiques ont montré que

xyl-TCPP-3 a une forte activité photobactéricide contre les deux souches bactériennes.
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Conclusion et perspectives
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Conclusion et perspectives

Les travaux réalisés au cours de cette thése ont pour objectif d’optimiser la chimiothérapie
photodynamique antimicrobienne et a surmonter certains problémes des porphyrines en tant
gue photosensibilisateurs trés étudiés dans la PACT.

Nous nous sommes intéressés, au cours de ce travail, a deux stratégies pour 'optimisation de
cette thérapie. La premiére consiste a coupler une porphyrine a deux dérivés de
maltodextrines (maltohexaose ou maltotriose) utilisés récemment comme agent de ciblage
bactérien pour I'imagerie médicale, afin d’améliorer la sélectivité de la porphyrine vis-a-vis les
cellules bactériennes. Pour ce faire, nous avons synthétisé deux conjugués, composé d’'une
meso-porphyrine reliée par une chaine tétraéthyléne glycol avec un maltooligosascharide
(maltohexaose ou maltotriose). Aprés confirmation de la structure par HRMS et RMN, les
essais biologiques ont montré que les deux conjugués (12) et (13) ont une meilleure action
photoinhibitrice contre les bactéries Gram positif S. aureus et S. epidermidis que la porphyrine
neutre. Par ailleurs, la nature du maltooligosaccharide semble influer sur ['activité
antibactérienne vis-a-vis les deux souches Gram positif. Ainsi, les CMI montrent que les deux
souches de Staphylococcus (S. aureus et S. epidermidis) semblent plus sensibles au PS lié a
un maltohexaose (13) qu’a celui lié au maltotriose (12). Ensuite, nous avons choisi de tester
la capacité du conjugué (13) a inhiber la formation de biofilms de deux souches Gram positif.
Ces tests ont montré que le conjugué présente une activité d'inhibition intéressante contre les
biofilms des deux souches. En revanche, aucun effet n'a été observé contre les souches Gram

négatif dans nos conditions de test.

La deuxiéme stratégie vise a incorporer des porphyrines dans des hydrogels a base de xylane.
Pour cela, trois voies ont été explorées : dans une premiéere approche, 'hydrogel est synthétisé
d’abord par réticulation de xylane avant de le charger par une porphyrine cationique. Dans une
seconde approche, les porphyrines sont fixées d’abord par liaisons covalentes sur le xylane,
puis les hydrogels sont obtenus a partir de ces xylanes fonctionnalisés par un agent de
réticulation. Dans la troisieme méthode, I'’hydrogel est obtenu par une réticulation directe du
xylane par les porphyrines. Tous les hydrogels obtenus ont montré une bonne intégrité
mécanique et un taux de gonflement élevé ainsi qu’une forte activité photoantibactérienne vis-

a-vis des bactéries Gram positif et Gram négatif.

Pour la premiére partie, d'autres études sont nécessaires pour vérifier si les souches étudiées
expriment des transporteurs de maltodextrine et ne présentent pas de mutations, et si les
conjugués porphyrines-maltooligosaccharide sont toxiques ou non pour les cellules humaines.

Il est en particulier envisagé d’étudier d’autres types de photosensibilisateurs, notamment des
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porphyrines cationiques et des dérivés de la phénalénone, qui possédent un rendement

guantique tres élevé de production d'oxygéne singulet.

A la suite de ces premiers résultats biologiques satisfaisants obtenus pour les hydrogels de
xylane, Il serait également intéressant d’étudier I'activité antibiofilm des hydrogels sur les
souches étudiées et tester d’autres souches bactérienne pathogénes et ainsi que des especes
fongiques telles que Candida albicans. Ces résultats nous encouragent aussi a augmenter
I'éventail des polyméres et donc a poursuivre les travaux sur I'élaboration de nouveaux
hydrogels photobactéricides. A cet effet, I'utilisation d’autres polyméres synthétiques ou

naturels est envisageable.
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Chapitre V. Matériel et méthodes

Matériel

I.1. Réactifs et solvants
Les réactifs, solvants et milieux nutritifs commerciaux ont été obtenus auprés de divers
fournisseurs (ACROS Organics, Sigma-Aldrich, Carlo Erba, Alfa Aesar, TCI) et utilisés sans
purification préalable. Le xylane de hétre, I'eicosaacétate de maltohexaose et le maltotriose
proviennent de Carbosynth (Compton, Berkshire, UK).

I.2. Chromatographie

I.2.1. Chromatographie sur couche mince analytiques (CCM)

Les CCM ont été réalisées sur des plaques de silice (Kieselgel 60 F2sa de 0,2 mm d’épaisseur,

Merck). La révélation des plaques est assurée :

- Par observation directe pour les composés colorés,

- Par pulvérisation d’'un mélange acide sulfurique/orcinol (0,1 g d’orcinol pour 100 mL
d’une solution a 20% d’acide sulfurique) suivie d’'un simple chauffage pour les
composeés glycosylés,

- Par exposition a la lumiére UV a l'aide d’'une lampe adéquate pour les composés
absorbant dans 'UV,

- Par pulvérisation d’'une solution de ninhydrine (0,1% dans I'’éthanol) suivie d’'un simple

chauffage pour les produits aminés.

[.2.2. Chromatographie sur couche mince préparative
Les plaques de silice sont préparées par dépdt d'une couche uniforme de silice de 2 mm
d’épaisseur (80 g de gel de silice 60 Kieselgel 60 PFzs4, dispersée dans 220 mL d’eau) sur six
plagues de verre (20 cm x 20 cm). Les plaques sont séchées a I'air libre pendant une nuit,

puis activée a 100 °C pendant minimum 3 h.

I.2.3. Chromatographie sur colonne
Les purifications sont réalisées en phase normale. Les colonnes de gel de silice ont été
préparée par suspension de silice 60 (Merck, 0,015-0,040 mm) dans I'éluant adéquat. Le
dépdbt du produit a purifier a été réalisé par dép6t liquide en solubilisant le produit dans le
minimum de ce méme éluant, ou par dép6t solide en adsorbant le produit sur du Florisil®
(VWR, 60-100 mesh). L’élution est accélérée par une légére surpression d’air comprimé.

L’éluant est ensuite fractionné afin de récupérer le produit pur désiré.
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Pour les composés aminés, les colonnes sont montées avec une suspension de silice dans
un mélange éluant-triéthylamine (90-10). Introduite en exces, la triéthylamine libre

est finalement éliminée de la colonne par le passage de I'éluant choisi.

II. Analyses

II.1. Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
Les analyses RMN ont été réalisées au sein de la plateforme BISCEm de l'université de
Limoges sur un appareil DPX-500 (Bruker) a une fréquence de 500,15 MHz pour les RMN *H
et de 125 MHz pour les RMN 3C. Les déplacements chimigues sont exprimés en ppm par
rapport au tétraméthylsilane (TMS). Les constantes de couplage J sont données en Hertz (Hz).
Les abréviations utilisées sont : s (singulet), d (doublet), dd (double doublet), ddd (double
double doublet), t (triplet), dt (double triplet), ddt (double double triplet), g (quadruplet), quint

(quintuplet), m (multiplet). Les figures élargies comportent un « él » en indice.

II.2. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)
Les analyses infrarouges ont été réalisées sur un spectrometre infrarouge a transformée de
Fourier de la marque Perkin Elmer. Les spectres ont été acquis entre 500 et 4000 cm™. Les

frégquences sont exprimées en cm™.

11.3. Spectroscopie d’absorption UV-Visible
Les analyses UV-Visible ont été réalisées sur un spectrophotometre du type Specord 210
Lambda double faisceau de la marque Analytik Jena. Tous les spectres sont effectués dans
des cellules de quartz de 1 cm de trajet optique. La longueur d’onde correspondant a
'absorption maximale (Amax) st exprimée en nanomeétre (nm) et les coefficients d’absorption

en mol™.L.cm™

II.4. Spectrométrie de Masse
Les analyses par spectrométrie de masse ESI-HRMS (ionisation par électrospray a haute
résolution) ont été réalisées par la plateforme HRMS de I'Institut de Chimie organique et
Analytique de l'université d’Orléans. Un spectrométre de masse maXis Q-TOF de Bruker a été

utilisé.

[1.5. Microscopie Electronique a Balayage (MEB)
Les observations par microscopie électronique a balayage ont été réalisées au sein de la
plateforme SerMiEL de I'Université de Limoges sur ESEM Quanta FEG 450 avec une tension
d'accélération de 10-15 kV, et les échantillons sont fixés a I'aide de ruban adhésif carbone sur

des supports adaptés au MEB. Les échantillons ont été observés sans traitement préalable.
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[I.6. Comportement rhéologique
Le comportement rhéologique des hydrogels a été étudié au moyen d’un rhéométre (Mars I,
Thermo Scientific, logiciel Rheowin), avec une configuration géométrique plan-plan de 35 mm
et un entrefer de 0,500 mm. Les comportements des gels ont été déterminés par des tests de
variation du taux de cisaillement & 25 °C. De plus, les propriétés rhéologiques ont été
mesurées lors d'essais oscillatoires avec déformation contrblée. Une amplitude de
déformation de yo = 0,05 [-] a été choisie pour assurer un régime linéaire de déformation
oscillatoire. Le polymére a été placé entre les plagques a 25 °C, et les mesures ont été

effectuées dans la plage de fréquences angulaires de 0,1-100 rad/s.

II.7. Test de gonflement
Les expériences de gonflement ont été menées avec une méthode gravimétrique a 37 °C dans
de I'eau et dans du PBS (pH = 7,4). Les hydrogels secs préalablement pesés ont été immergés
dans un exces d'eau ou de PBS. Les échantillons gonflés ont été retirés de la solution a l'aide
d'un filtre en nylon, égouttés et pesés. Le taux de gonflement Q au temps t et le taux de

gonflement a I'équilibre Qeq SONt déterminés comme suit :

”lt ”ls
= — 1
Q - 1)
”leq —mg 2)
Qeg =———
eq <

Ou ms est la masse initiale de I'hydrogel sec, et m; et meq SONt respectivement la masse au

temps t et la masse a I'équilibre de I'hydrogel gonflé.

La méme procédure expérimentale a été appliquée pour étudier la sensibilité des hydrogels
au pH en utilisant des solutions tampons de phosphate, pH (2;3;4;5;6,8;8;9;10; 11;
12 et 13).

Essais biologiques

[1l.1. Cultures bactériennes.
Les souches de bactéries : S. aureus CIP76.25, S. epidermidis CIP109562, P. aeruginosa
CIP76.100, E. coli CIP54.8T et E. coli CIP 53.126 ont été fournis par I'Institut Pasteur (Paris).
B. cereus CH a été obtenu auprés d'Anyang Yuanshou® (Biodrug Ltd., Chine). Ces bactéries

ont été cultivées en milieu liquide Luria-Bertani (LB) (Bacto-tryptone 10 g/L, extrait de levure 5
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g/L, NaCl 10 g/L et pH ajusté a 7,5 avec NaOH) ou dans un milieu Trypticase soja (TS) (extraits
de caséine pancréatique 17 g/L, farine de soja clivée par papaine 3 g/L, dextrose 2,5 g/L,
chlorure de sodium 5 g/L et hydrogénophosphate de potassium 2,5 g/L) et incubées une nuit

a 37 °C dans un incubateur a agitateur rotatif.
[11.2. Méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne

l11.2.1. Evaluation de I’activité antibactérienne des conjugués porphyrine-
maltooligosaccharides.

Des solutions de porphyrines (1), (12) et (13) et de maltooligosaccharides MT et MH sont
préalablement préparées dans du DMSO. Ces derniéres sont ensuite diluées dans PBS, de
telle sorte que le DMSO ne dépasse pas 1% en concentration. A partir de ces solutions, des
dilutions en série (50 uL, de 150 uM a 1,17 yM) sont déposées dans une plaque 96 puits.
Ensuite, une suspension bactérienne est déposée dans chaque puit (50 pL, a 4x108 UFC/mL)
et le tout est incubé pendant 1 h a 37 °C. Les plaques sont ensuite irradiées par une lumiére
de LED blanches pendant 5 heures a 37 °C. La puissance lumineuse est de 1,39 mW/cmz,
soit une fluence de 25 J/cmz? (Isotech Lightmeter 1335). Une autre plaque est préparée de
facon identique, et est incubée dans les mémes conditions, mais a l'obscurité. Aprés
irradiation, 100 uL de milieu LB 2X sont ajoutés et les plaques sont incubées dans l'obscurité
pendant la nuit & 37 °C. Ensuite, des dilutions en série au 1/10°™ sont effectuées a partir de
chaque puits, et ces dilutions sont ensemencées sur gélose (easySPIRAL®, Interscience).
Apres 24 heures d’incubation a 37 °C, le décompte des colonies peut étre effectué a partir de
ces boites de Pétri, ce qui permet d’obtenir la concentration de chaque puits en considérant
les dilutions effectuées. La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la
concentration en molécule pour laquelle 99,99% des bactéries ont été inhibées (réduction de

4 log par rapport au contrbéle non traité).

111.2.2. Cytométrie en flux

108 UFC de chaque souche bactérienne sont incubées en présence de solutions de PS seul
ou de PS conjugué avec le MH ou le MT dans un volume final de 1mL a une concentration de
1 UM dans du PBS 1X pendant 1 h a 37 °C a l'obscurité. Ensuite, les bactéries sont
centrifugées a 10 000 tr/min pendant 5 minutes a température ambiante. Le culot de bactéries
est lavé a I'aide d’'une solution de PBS 1X puis centrifugées a 10 000 tr/min pendant 5 minutes
a température ambiante. Le culot de bactéries lavées est resuspendu dans 500 yL de PBS
1X. Les bactéries sont ensuite analysées par cytométrie en flux. Les émissions de
fluorescence sont enregistrées par un trieur de cellule BD FACSAriatm Il (BD Biosciences,

France). Les PS sont excités par un laser violet a 407 nm et leurs émissions de fluorescence
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sont détectées par un filtre BV711 (710/50 nm). 10 000 événements ont été enregistrés pour

chaque analyse.

I11.2.3. Essai d'inhibition de la formation des biofilms

L’étude de Tlinhibition de la formation des biofilms a été réalisée a partir de deux souches
bactériennes Gram positif, S. aureus et S. epidermidis. Pour cette étude, ces deux souches
bactériennes sont cultivées dans du milieu nutritif supplémenté de glucose a une concentration
finale de 25 mM. Le glucose est utilisé afin de favoriser la formation de biofilm. Comme
précédemment, des solutions de porphyrines (1) et (13) et MH sont préalablement préparées
dans du DMSO. Les bactéries ont été incubées dans des plaques 96 puits en présence de
différentes concentrations de composés (13) et (1) correspondant a différents multiples de la
CMI obtenue aprés irradiation : 0,5xCMI, 1XCMI et 2xCMI. Aprés 1 h d’'incubation a I'obscurité
et a 37 °C, les bactéries sont soumises a l'irradiation lumineuse avec les LED blanches
(fluence totale 25 J/cm?). Suite a l'irradiation, 100 uyl de milieu nutritif 2X supplémenté en
glucose est ajouté dans chague puits. Apres 24 h d'incubation a 37 °C, le milieu de culture est
délicatement retiré. Le biofilm formé a la surface des puits est lavé une fois dans un bain d’eau
distillée puis séché. Le biofilm est coloré par ajout de 100 ul d’'une solution de cristal violet
0,1% (préparé dans I'eau) pendant 15 minutes. Le cristal violet est retiré puis le biofilm coloré
est lavé et séché. Le cristal violet est ensuite solubilisé dans de I'acide acétique 33% (vol/val).

La quantité de biofilm formé est évaluée par lecture de DO par spectrophotométrie a 595 nm.

l11.2.4. Evaluation de l’activité antibactérienne de I'hydrogel de xylane
chargé par TMPyP

L'activité antibactérienne contre les différentes souches bactériennes a été évaluée par la
méthode de diffusion des disques de gélose. 1 mL de suspension bactérienne (1 x 10°
CFU/mL) a été étalée uniformément sur des boites de Pétri en agar nutritif (LB). Un morceau
de gel agar de 10 mm de diamétre a été retiré au centre des boites de Pétri et a été remplacé
par un morceau d'hydrogel sec. Ensuite, 50 pL de PBS stérile ont été ajoutés et les plaques
ont été incubées pendant 2 h a 37 °C dans l'obscurité. Les plagues ont ensuite été irradiées
avec de la lumiére blanche pendant 6 h (25 J/cm?) a 37 °C. Aprés irradiation, les plaques ont

été incubées pendant une nuit a I'obscurité a 37 °C.
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[11.2.5. Evaluation de l’activité antibactérienne des hydrogels de xylane
fonctionnalisés par des porphyrines liées de maniére covalente

100 pL d’'une suspension bactérienne a 10° UFC/mL et 1 mg d'hydrogel lyophilisé sont
déposés dans les puits d’une plaque 96-puits. 50 pL de solution de porphyrine libre
correspondant a la quantité de porphyrine greffée sur les différents hydrogels et 50 uL d’une
suspension bactérienne a 2x10° UFC/mL sont également déposés dans les puits de la plaque
96 puits, puis le tout est incubé a 37 °C pendant 1 h a l'obscurité. Les plagues sont ensuite
irradiées par une lumiere de LED blanches pendant 5 heures a 37 °C. La puissance lumineuse
est de 1,39 mW/cm?, soit un travail de 25 J/cm2. Une autre plaque est préparée de fagon
identique, et est incubée dans les mémes conditions, mais a I'obscurité. Aprés irradiation, les
plaques ont été incubées pendant une nuit a I'obscurité a 37 °C. Ensuite, le contenu de chaque
puits est transféré dans des tubes Eppendorf et placé dans un bain a ultrason afin de
décrocher toutes les bactéries des différents hydrogels, puis des dilutions en série sont
préparées a partir de chaque puits de chaque plaque. Ces dilutions sont ensemencées sur
des géloses a base de bouillon Tryptone Soja et d’Agar. Aprés une incubation a 37 °C pendant
24 heures, les colonies présentes sur chaque gélose sont dénombrées, afin de calculer la
concentration initiale de chaque puits (UFC/mL).
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Synthéses

IV.1. Synthése de la 5-(4-carboxyphényl)-10,15,20-tri(p-tolyl)porphyrine (1)

Dans un bicol de 250 mL, 6,4 mL (54 mmol, 3 éq.) de p-tolualdéhyde et 2,7 g (18 mmol, 1éq.)
de 4-carboxybenzaldéhyde sont solubilisés dans 200 mL d’acide propanoique a 140 °C.

Ensuite, 5 mL (72 mmol, 4 €q.) de pyrrole fraichement distillé sont ajoutés goutte a goutte a
'aide d’'une ampoule de coulée, puis le reflux est maintenu a I'abri de la lumiére pendant
90 min. Aprés une nuit a 4 °C, les porphyrines cristallisées sont recueillies par filtration sur
filtre Blchner et lavage a I'éthanol absolu (3 x 20 mL). Apres purification par chromatographie
sur colonne de silice éluée selon un gradient de polarité (mélange chloroforme/éthanol absolu
: 100/0 - 90/10), nous avons obtenu 570 mg du produit (1) pur sous forme cristaux violets soit

un rendement de 4,5%.

Rr = 0,53 (CHCIs/EtOH : 90/10).

UV-Vis (CHCI3), Amax(nm) € x102 (L.molt.cm) : 420(280,3), 518(15,9), 553(8,5), 592(4,8),
649(4,5).

RMN *H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 8,86 (m, 6H, Hgpyrr), 8,77 (d, 2H, J = 4,5 Hz, Hg1 pyrr),
8,48 (d, 2H, J = 8 Hz, Hy2, 46), 8,33 (d, 2H, J = 8 Hz, Hys, 45), 8,09 (d, 6H, J = 7,3Hz, Hr216), 7,56
(d, 6H, J=7,4 Hz, HraTs), 2,71(s, 9H, 3xCHa), -2,76 (s, 2H, NH).

SM (ESI) : CagH37N4O2 [M+H]*, m/z = 701,2917 calculée, 701,2914 trouvee.
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IV.2. Synthése du 1,11-dimésylate de 3,6,9-trioxaundécane (2)

H3C_ // a \\ CH3

Dans un bicol de 500 mL, 90 mL (646 mmol, 6,46 éq.) de triéthylamine, 17,41 mL (100 mmol,1
€g.) de tétraéthyléne glycol et 100 mL de dichlorométhane sont refroidis sous agitation
magnétique a -5 °C par un mélange glace/sel (3:1). Une solution de 17 mL (220 mmol, 1,1 éq.)
de chlorure de mésyle dans 10 mL de dichlorométhane est ajoutée goutte a goutte a I'aide
d’'une ampoule de coulée surmontée d’une garde de CaCl,, en maintenant la température au-
dessous de 10 °C. Lorsque I'addition est terminée, le milieu réactionnel est laissé sous
agitation magnétique a température ambiante, et aprés 90 min le mélange est versé sous
agitation dans un erlenmeyer contenant 1 L d’eau distillée. La phase organique est extraite et
lavée avec une solution aqueuse d’HCI 1M, puis avec une solution agueuse saturée de
NaHCOs (3 x 400mL). Aprés séchage sur MgSOs et filtration, le solvant est évaporé sous
pression réduite. 31,5 g de composé (2) sont obtenus sous la forme d’une huile jaune soit un

rendement de 90%.
= 0,62 (CH.CIl,/MeOH : 95/5).
IR : 2935 et 2875 cm™ v(CH.), 1455 cm™, 1342 et 1169 cm™ v(-SO3-).

RMN H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 4,37 (t, 4H, J = 4,5 Hz, Ha), 3,76 (t, 4H, J = 4,45, Hz,
Hb), 3,62-3,68 (M, 8H, Hcet Ha), 3,07 (s, 6H, CHa).

RMN 3C (CDCls, 125 MHz): & (ppm) : 70,54 (Cg) ; 70,43 (C¢) ; 69,45 (Cy) ; 68,91 (C,), 37,6
(CHs5).

SM (ESI) : C10H2304S; [M+H]*, m/z = 351,0783 calculée, 351,0778 trouvée.
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IV.3. Synthése du 1,11-diazoturo-3,6,9-trioxaundecane (3)

a d
Ns/YO\/\O/\/O\/\NS

Dans un ballon de 250 mL surmonté d’un réfrigérant et d’'une garde a chlorure de calcium,
10 g (28,5 mmol, 1éq.) de composé (2) sont solubilisés dans 60 mL d’éthanol absolu et 15 mL
de diméthylacétamide. 7,58 g (116,6 mmol, 4 éq.) d’azoture de sodium sont alors ajoutés, puis
le mélange réactionnel est porté au reflux pendant 6 h. Apreés refroidissement & température
ambiante, le mélange est versé dans un erlenmeyer contenant 120 mL d’'un mélange deau
distillée et de dichlorométhane (1 :1). Aprés 15 minutes d’agitation, la phase organique est
extraite et lavée a l'eau distillée (3 x 60 mL), puis avec une solution aqueuse saturée de
NazCOs (3 x 200 mL) avant séchage sur MgSQy, filtration et évaporation. Aprés purification
par chromatographie sur colonne de silice (éluant DCM/MeOH en 95/5), 7 g du composé (3)

sont ainsi obtenus sous la forme d’une huile jaune péale (rendement quantitatif).
R¢= 0,68 (CH2Cl,/MeOH : 95/5).
IR : 2935 et 2875 cm™ v(CH), 2095 cm™ v(-N3), 1455 cm™.

RMN H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 3,70-3,64 (m, 12H, Hy H. et Hq), 3,39 (t, 4H, J = 5,13
Hz, Ha).

RMN 3C (CDCls, 125 MHz) : & (ppm) : 70,49 (Cs, a) ; 69,95 (Cb) ; 50,30 (Ca).

SM (ESI) : CsH17NO3 [M+H]*, m/z = 245,1362 calculée, 245,1357 trouvée.
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IV.4. Synthése du 1-amino-11-azoturo-3,6,9-trioxaundecane (4)
a o d e o h
HzN/\b/ \C/\o/\f/ \g/\N3

Dans un erlenmeyer de 250 mL contenant 3,82 g (15,6 mmol, 1 €qg.) du composé (3), 52 mL
d’éther diéthyliqgue et 7 mL de THF, 70 mL d’'une solution aqueuse d’HCI 1M sont introduits
sous vive agitation magnétique. Par le biais d’'une ampoule de coulée, une solution de 4,12 g
(15,6 mmol, 1 éq.) de triphénylphosphine dans 35 mL d’éther diéthylique est additionnée.
L’agitation est maintenue jusqu’a I'arrét de formation des bulles gazeuses (dégagement N,),
soit environ 120 min. La solution résultante est laissée décanter puis la phase aqueuse est
extraite avec 2x20 mL d’HCI 1M. Les phases aqueuses réunies sont saturées avec du NaCl,
puis rendues basiques (pH = 14) par addition de NaOH en pastilles. La phase organique
surnageante est récupérée par décantation, puis la phase aqueuse est extraite avec du
toluéne (3 x 50 mL). Les phases organiques réunies sont lavées avec une solution aqueuse
saturée de NaCl (2 x 50 mL), Aprés séchage sur sulfate de magnésium de la phase organique
et évaporation du solvant sous pression réduite, le résidu obtenu est purifié par
chromatographie éclair sur colonne (20 x 4 cm) de silice préalablement neutralisée par
migration d’'un meélange CH,CI,/EtsN 90/10. L’élution est réalisée selon un gradient de polarite,
en utilisant le mélange CH,Cl,/MeOH (100/0-90/10). 2,2 g du composé (4) est obtenu sous la

forme d’une huile jaune tres pale apres purification soit un rendement de 65%.

Rt = 0,35 (CH2Cl,/MeOH : 90/10, silice préalablement neutralisée par migration d’'un mélange
CH2Cl> /EtsN : 90/10)

IR : 3355 cm™* v(N-H), 2935 et 2875 cm™ v(CH), 2100 cm™ v(-Ns),1573 &(N-H), 1455 cm™.

RMN H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 3,70-3,62 (m, 10H, Hc, Hg, He, Hr et Hg), 3,53 (t, 2H, J =
5,15 Hz, Hy), 3,40 (t, 2H, J = 5,1 Hz, Hy), 2,89 (t, 2H, J = 5,2 Hz, Ha).

RMN 23C (CDCls, 125 MHz): & (ppm): 72,88 (Cy), 70,71 (CHy) ; 70,67 (CHy) ; 70,63 (CHy) ;
70,28 (CH;) ; 70,04 (CH;) ; 50,73 (Cr), 41,60 (Ca).

SM (ESI) : CsH1oN4O3 [M+H]*, m/z = 219,1458 calculée, 219,1452 trouvée.
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IV.5. Synthése de la 5-[4-(amido0-3,6,9-trioxaundeca-11-azoturo)phényl]-10,15,20-
tritolylporphyrine (5)

Dans un ballon de 10 mL sous atmosphére d’argon et a I'abri de la lumiére, 160 mg (0,228
mmol, 1 ég.) de composé (1), 87 mg (0,456 mmol, 2 éqg.) d’EDC, 40 mg (0,342 mmol, 1,5 éq.)
de NHS et 5 mL de chloroforme anhydresont agités pendant 60 min, puis 100 mg (0,459 mmol,
2 ég.) de (4) sont ajoutés au mélange. Le milieu réactionnel est agité pendant 6 h a
température ambiante puis dilué par 15 mL de chloroforme, lavé a I'eau distillée (3 x 20 mL),
puis avec une solution aqueuse saturée de NacCl (2 x 20 mL). Aprés séchage sur MgSQO, et
filtration, la phase organique est évaporée sous pression réduite. Aprés purification sur plague
préparatives de silice avec comme éluant dichlorométhane/méthanol (90/10), la porphyrine (5)

est obtenue avec une masse de 152 mg soit un rendement de 74 %.
R¢= 0,54 (CH2Cl,/MeOH : 90/10).

IR : 3360 cm™ v(N-H), 2952 cm, 2922 cm, 2855 cm™, 2100 cm™ v(-N3),1640 v(C=0O
Amide), 1600 cm™ §(N-H).

UV-Vis (CHCl3), Amax(nm) € x10° (L.mol-t.cm-) : 420(189,1), 517(7,8), 552(4,2), 592 (2,3),
648 (2,1).

RMN H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 8,86 (m, 6H, Hgpyrr), 8,77 (d, 2H, J = 4,6 Hz, Hg1 pyrr),
8,28 (d, 2H, J =8 Hz, Hy2, 46), 8,18 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Hys ¢s), 8,01 (d, 6H,J = 7,8 Hz, Hr2,16),
7,55 (d, 6H, J = 7,7 Hz, Hrats), 3,81-3,86 (M, 4H, CH2-0), 3,74-3,78 (m, 4H, CH2-0), 3,71-
3,72 (m, 2H, CH2-0), 3,67-3,7 (m, 2H, CH2-0), 3,64 (t, 2H, J = 5,1 Hz, Hy), 3,33 (t, 2H, J=5,0
Hz, Hy), 2,70(s, 9H, 3xCH3), -2,77 (s, 2H, NH).

RMN 3C (CDCls, 125 MHz) : & (ppm) : 167,64 (CONH) ; 145,63 (C,); 145,47 (C,):139,21
(Cru) ; 139,17 (Cr1) ; 137,42 (Cra) ; 137,40 (Cra) ; 134,62 (Cras) ; 134,49 (Crase) ; 133,95 (Cp) ;
127,45 (Cy) ; 127,43 (Cy) ; 125,42 (Cy) ; 124,71 (Cy) ; 124,37 (Cy) ; 123,98 (Cy) ; 123,48 ; 120,59
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(Crmeso) : 120,36 (Cmeso) ; 118,35 (Crmeso) ; 70,78 (CHz) ; 70,66 (CHz); 70,40 (CH.): 70,29
(CHy) ; 70,09 (CH,) ; 69,97(CHy) ; 50,67(Cr) ; 40,02(C.) ; 21,52 (3xCHa).

SM (ESI) : CseHssNsO4 [M+H]*, m/z = 901,4190 calculée, 901, 4184 trouvée.

IV.6. Métallation de la 5-[4-(amido-3,6,9-trioxaundeca-11-azoturo)phényl]-
10,15,20-tritolylporphyrine (6)

Dans un ballon de 50 mL, 50mg (55 pmol, 1 ég.) du composé (5) et 50 mg de diacétate de
zinc (0,275 mmol, 5 éq.) sont dissous dans 25 mL de THF. Le mélange est porté au reflux
sous agitation magnétique et a I'abri de la lumiére pendant 2 h. Puis le THF est évaporé et le
brut est repris dans du chloroforme (20 mL), lavé a I'eau distillée (3 x 30mL), séché sur MgSO4
puis filtré. Aprés évaporation, le composé (6) est obtenu sous I'aspect d’'un solide violet avec

un rendement quantitatif (54 mg).
R¢= 0,54 (CH2Cl./MeOH : 90/10).

IR: 3360 cm™ v(N-H), 2952 cm™, 2922 cm™, 2855 cm™, 2100 cm™ v(-N3),1640 v(C=O
Amide), 1600 cm™ d(N-H).

UV-Vis (CHCIs), Amax(nm) € X102 (L.mol".cm™) : 424 (257,6), 553 (6,2), 596 (2,2).

RMN *H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 8,87 (m, 6H, Hg pyrr), 8,76 (d, 2H, J = 4,65 Hz, Hg
pyrT), 8,28 (d, 2H, J = 8 Hz, Hy2, 46), 8,18 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Hys ¢s), 8,01 (d, 6H, J = 7,8 Hz,
Hra1e), 7,5 (d, 6H, J = 7,7 Hz, Hrats), 3,81-3,86 (m, 4H, CH2-0), 3,74-3,78 (m, 4H, CH2-0),
3,71-3,72 (m, 2H, CH2-0), 3,67-3,7 (m, 2H, CH2-0), 3,64 (t, 2H, J = 5,1 Hz, Hy), 3,33 (t, 2H, J
= 4,99 Hz, H), 2,7 (S, 9H, 3XxCHs).

SM (ESI) : CssHs1NgO4Zn [M+H]*, m/z = 963,3325 calculée, 963,3319 trouvée.
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IV.7. Synthése du maltotriose peracétylé (7)
OAc

0] OAc
AcO OAc

OAc O 0
AcO 0

OAc O™ AcO OAc
OAc

AcO

Dans un bicol de 100 mL sous atmosphére d’argon, 2,50 g de maltotriose (4,96 mmol, 1 éq.)
et 1.21 g de DMAP (9,91 mmol, 2 éq.) sont solubilisés dans 40 mL de pyridine anhydre et la
solution résultante est refroidie a 0 °C. Ensuite 14 mL d’anhydride acétique (148,68 mmol, 30
€q.) sont ajoutés goutte a goutte a l'aide d’'une ampoule de coulée, et le milieu est laissé sous
agitation pendant 18 h sous atmosphére d'argon, a température ambiante. Apres évaporation
du solvant, le brut réactionnel est repris dans 100 mL d’acétate d’éthyle et lavé avec 50 mL
d’'une solution aqueuse saturée de NaHCOs;, puis avec 100 mL de l'eau. La phase aqueuse
est réextraite avec de l'acétate d’éthyle (3 x 100 mL). Les phases organiques combinés sont
séchés sur NaxSOy, puis filtrés et le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu est
alors purifié par chromatographie sur colonne de silice (hexane / EtOAc : 2/3) pour donner (7)

sous forme de poudre blanche (3,87 g, 81%).

Ri= 0,5 (hexane / EtOAc : 1/2).
IR : 2963 cm™, 2918 cm™, 2852 cm™, 1742 cm™ v(C=0 Acétyl).

RMN H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 6,24 (d, 0,5H, J = 3,7 Hz, a-H1), 5,75 (d, 0,5H, J = 8,1
Hz, B-H1), 5,51 (t, 1H, J = 9,4 Hz), 5,44-5,32 (m, 2H), 5,32-5,24 (m, 1H), 5,07 (td, 1H, J = 9,8
et 3,2 Hz), 5,00-4,93 (m, 1H), 4,85 (dd, 1H, J = 10,5 et 4,0 Hz), 5,79-4,70 (m, 1H), 4,53-5,41
(m, 2H), 4,36-4,20 (m, 2H), 4,20-4,09 (m, 2H), 4,09-3,82 (m, 5H), 2,26-1,93 (m, 33 H,
11xCOCHs).

RMN 3C (CDCls, 125 MHz): & (ppm) : 170,67; 170,65 ; 170,63 ; 170,62 ; 170,54 ; 170,49 ;
170,48 ;170,35,;170,33; 169,98 ; 169,88 ; 169,86 ; 169,85 ; 169,82 ; 169,80 ; 169,65 ; 169,47
; 169,46; 168,96 ; 168,80 ; 95,99 ; 95,95; 95,69 ; 95,63 ; 91,28, 88,88 ; 75,16 ; 73,51 ; 73,34
; 72,99 ;72,54 ,72,34;,72,17,71,80;71,69;7099; 70,52; 70,46 ; 70,17 ; 70,12 ;70,10
; 69,75 ; 69,39 ; 69,08 ; 68,52 ; 67,93 ; 62,93 ; 62,58 ; 62,29 ; 62,19 ; 61,41 ; 61,37 ; 60,40 ;
21,04 ;20,94 ; 20,90 ; 20,84 ; 20,81 ; 20,68 ; 20,60 ; 20,58 ; 20,44.

SM (ESI) : CaoHssNaO27 [M+Na]*, m/z = 989,2750 calculée, 989,2745 trouvée.
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IV.8. Synthése des maltooligosaccharides propargylés (8) et (9)
OAc

AcO
AcO

OAc

n=2:(8)
n=5:(9)

Dans un ballon de 10 mL sous atmosphére d’argon, 0,55 mmol (1 €q.) de maltooligosaccharide
peracétylé est dissous dans 5 mL de dichlorométhane anhydre. Ensuite, 1 mL d’alcool
propargylique (16,93 mmol, 30 éq.) et 2 mL du BFs.Et,O (16,20 mmol, 30 éq.) sont ajoutés.
Aprés 24 h d’agitation a 0 °C, 2 g de K,CO3 anhydre sont ajoutés et l'agitation est poursuivie
pendant encore 30 min. Le mélange réactionnel est filtré et lavé avec du dichlorométhane,
puis le filtrat est lavé avec de I'eau (2 x 30 mL), la phase aqueuse est séparée et extraite
avec du dichlorométhane (2 x 50 mL). Apres séchage de la phase organique sur Na;SOa,
filtration et évaporation du solvant, le brut réactionnel est purifié par chromatographie flash en

utilisant un mélange hexane/acétate d'éthyle (1/2, v/v).
Composé (8)

Rendement = 32%.

R¢= 0,61 (hexane / EtOAc : 1/2).

IR : 3280 cm™® v(CC-H), 2963 cm™, 2918 cm™, 2852 cm™, 2260 cm™ v(C=C), 1742 cm™?
v(C=0 Acétyl).

RMN *H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 5,46-5,23 (m, 5H), 5,07 (t, 1H, J = 9,8 Hz), 4,89-4,78
(m, 3H), 4,74 (dd, 1H, J = 10,3 et 4,1 Hz), 4,49 (dd, 1H, J = 12,2 et 2,9 Hz), 4,46 (dd, 1H, J =
12,3 et 2,1 Hz), 4,35 (d, 2H, J = 1,6 Hz), 4,32 (dd, 1H, J = 12,2 et 4,1 Hz), 4,25 (dd, 1H, J =
12,5 et 3,5 Hz), 4,19 (dd, 1H, J = 12,3 et 3,5 Hz), 4,06 (dd, 1H, J = 12,5 et 2,1 Hz), 5,07 (dt,
1H, J=9,3 et 3,6 Hz), 2,47 (t, 1H, J = 2,3 Hz, -CCH), 2,20-1,95 (m, 30H, 10xCOCHj).

RMN 3C (CDCls, 125 MHz): & (ppm) : 170,63 (COCHs) ; 170,60 (COCHs) ; 170,54 (COCHs)
: 170,48 (COCHs) ; 170,37 (COCHs) ; 170,11(COCHs) ; 169,85 (COCHs) ; 169,77(COCHs) ;
169,70 (COCHs) ; 169,45 (COCHs) ; 97,58 (B Cy); 95,77 (o C1) ; 95,69 (o C1) ; 78,08 ( -CCH)
75,51( -CCH) ; 75,28 ; 73,75 ; 72,54 ; 72,26 ; 71,85 ; 71,76 ; 70,48 ; 70,09 ; 69,40 ; 68,97 ;
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68,54 ; 67,94 ; 62,82 ; 62,36 ; 61,41 ; 55,87( -CH2-CC) : 20,91(-OCH3) ; 20,88 (-OCH3) ;
20,81(-OCH3) ; 20,68 (-OCH3) ; 20,60 (-OCH3) ; 20,57(-OCH3) .

SM (ESI) : Ca1Hs5027 [M+H]*, m/z = 963,2982 calculée, 963,2976 trouvée.
Composé (9)

Rendement = 25%.

R¢= 0,41 (hexane / EtOAc : 1/2).

IR : 3280 cm™ v(CC—-H), 2963 cm™, 2918 cm™, 2852 cm™, 2260 cm™ v(C=C), 1742 cm™
v(C=0 Acétyl).

RMN *H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 5,42-5,26 (m, 11H), 5,07 (t, 1H, J = 9,9 Hz, Ha), 4,85
(dd, 1H, J = 4,2 Hz et 10 Hz, Hy), 4,81 (t, 1H, J = 7 Hz), 4,54-4,45 (m, 4H), 4,40-3,87 (m, 20H),
3,8 (ddd, 1H, J = 9,6; 6 et 3, Hs), 2,48 (t, 1H, J = 2,25 Hz, -CCH), 2,24-1,96 (m, 57H,
19xCOCHs3)

RMN 3C (CDCls, 125 MHz): & (ppm) : 170,72 (COCHj) ; 170,68 (COCHs) ; 170,66 (COCHs)
: 170,64 (COCHs) ; 170,55 (COCHs) ; 170,47 (COCHs) ; 170,44 (COCH) ; 170, 40 (COCHs)
- 170,38 (COCHs) ; 170,12 (COCHs) ; 169,77 (COCHs) ; 169,62 (COCHs) ; 169,56 (COCHs) ;
169,50 (COCHs) ; 169,48 (COCHs) ; 97,61(B Cy) ; 95,76 (o C1) ; 95,66 (0. Ca) ; 78,13 ( -CCH),
75,51 ( -CCH) ; 75,33 ; 73,70 ; 73,56 ; 73,39 ; 73,31 ; 72,41 72,31; 71,89 ; 71,75 ; 71,71 ;
71.64 ;40,52 : 70,46 ; 70,08 ; 69,39 ; 69 ; 68,48 : 67,99 : 62,79 ; 62,56 ; 62,52 ; 62,40 ; 62,22 ;
61,41 ; 55,85 (-CH2-CC) ; 22,67 (-OCH3) ; 21,30 (-OCH3) ; 20,88 (-OCH3) ; 20,86 (-OCH3)
© 20,80 (-OCH3) ; 20,67 (-OCH3) ; 20,60 (-OCH3) ; 20,59 (-OCH3) ; 20,58 (-OCH3) ; 20,55 (-
OCH3)

SM (ESI) : C77H1030s0 [M+H]*, m/z = 1827,5517 calculée, 1827,5512 trouvée.
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IV.9. Synthése des composés (10) et (11)
OAc

0]
AcO

OAc
Oaco

Dans un ballon de 25 mL, 1 équivalent de (8) ou (9) (0,076 mmol), 88 mg de (6) (0,091 mmaol,
1,2 éq), 40 mg de sulfate de cuivre pentahydraté (0,16 mmol, 2 éq), 63 mg de L-ascorbate de
sodium (0,32 mmol, 4 éq), 0,8 mL d’eau distillée, 4 mL de tert-butanol et 8 mL de THF sont
successivement introduits. Apres 24 h de réaction a température ambiante et sous agitation,
le solvant est évaporé et le brut réactionnel repris dans 20 mL de dichlorométhane. Ensuite,
la phase organique est lavée avec de I'eau (2 x 10 mL) puis la phase aqueuse est séparée et
extraite avec du dichlorométhane (2 x 10 ml). Aprés séchage sur Na.SO., le solvant est
évaporé sous pression réduite. Le résidu est alors purifié sur plaque préparatives de silice

(éluant dichlorométhane /méthanol 95/5).

Composé (10)

Rendement = 60%

Ri= 0,32 (CH.Cl,/MeOH : 95/5).

IR : 2963 cm™, 2918 cm™, 2852 cm™, 1742 cm™ v(C=0 Acétyl), 1640 v(C=0 Amide), 1600
cm 1 3(N-H).

UV-Vis (CHClI3), Amax(nm) £ x10-3 (L.mol*.cm™) : 422 (368,8), 551 (14,8), 602 (4,3).

RMN H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 8,97-8,92 (m, 4H, Hgpyrr), 8,91 (d, 2 H, J = 4,6 Hz, Hg
pyrr), 8,80 (d, 2 H, J = 4,6 Hz, Hg1 pyrr), 8,23 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Hy2, 46), 8,14-8,04 (M, 8H, Hy3, 45

et HTz,TG), 7,59-7.50 (m, GH, HT3,T5), 7,00 (S, 1H, Htriazole), 5,48-3,78(m, 23 H), 3,78-3,40 (m,
16H, Hietracthylene giycol), 2,70 (S, 9H,3XCH3), 2,20-1,91 (m, 30 H, 10xCOCH?3).

RMN C (CDCls, 125 MHz): & (ppm) : 170,60 (COCHs) ; 170,55 (COCHs) ; 170,53 (COCHs) ;
170,35 (COCHs) ; 170,32 (COCHs) ; 169,96 (COCHs) ; 169,83 (COCHs) ; 169,66 (COCHs) ;
169,56 (COCHs) ; 169,44 (COCHs); 167,67 (CONH); 150,38 (C.pyr) ; 150,26 (Capyr)
149,60 (C, pyr); 146,69 ; 144,33 ; 142,66 ; 140,14 ; 140,11 ; 137,02 ; 137,00 ; 134,51 ; 134,43
© 133,43; 132,09; 131,91; 131,86; 131,27; 130,18; 129,20; 127,47; 127,28; 127,25; 125,15;
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122,93 ; 121,18 ; 121,10 ; 119,23 ; 99,56 (B C1) ; 95,66 (a C1) ; 75,07; 73,45; 72,41; 72,23;
72,07; 71,89; 71,71; 70,52; 70,45; 70,41; 70,39; 70,23; 70,14; 70,07; 69,60; 69,37; 68,94;
68,91; 68,49; 67,93; 62,58; 62,23; 62,02; 61,36; 53,42; 49,54 (CHz-triazole) ; 39,71 ( CHa-
NHCO) ; 22,70 (CHs) ; 22,66 (CHz3) ; 21,72 (CHa) ; 21,53 (CHs) ; 20,92 (CHz) ; 20,89 (CHa) ;
20,83 (CHg); 20,78 (CHs); 20,74 (CHs); 20,69 (CHs); 20,65 (CHa); 20,58 (CHs); 20,51(CHs).

SM (ESI) : Co7H105NgO30Zn [M+H]*, m/z = 1925,6228 calculée, 1925,6223 trouvée.
Composé (11)

Rendement = 54%

Ri= 0,38 (CH2Clz/MeOH : 95/5).

IR : 2963 cm™, 2918 cm™, 2852 cm™, 1742 cm™ v(C=0 Acétyl), 1640 v(C=0 Amide), 1600
cm™3(N-H).

UV-Vis (CHCls), Amax(nm) € X102 (L.mol.cm™) : 422 (85,6), 551 (4,3), 602 (1,3).

RMN *H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 8,98-8,89 (m, 6H, Hg pyrr), 8,80 (d, 2 H, J = 4,6 Hz, Hg;
pyrr), 8,22 (d, 2H, J = 7,95 Hz, Hyz, 46), 8,13-8,01 (M, 8H, Hys, 45 €t Hr276), 7,55 (M, 6H, Hra1s),
7,04 (s, 1H, Huiazole), 5,44-5,24 (m, 11 H), 5,12 (t, 1H, J = 9,1 Hz), 5,02-4,96 (m, 1H), 4,88-3,83
(m, 31 H), 3,80-3,40 (M, 16H, Huuaetnyiene gyco)s 2,7(S, 9H,3XCHs), 2,22-1,93 (m, 57 H,
19xCOCHb).

RMN *3C (CDCls, 125 MHz): & (ppm) : 170,79 (COCHjs) ; 170,72 (COCHs) ; 170,69 (COCHs) ;
170,66 (COCHs) ; 170,57 (COCHgs) ; 170,47 (COCHs) ; 170,43 (COCHgs) ; 170, 39 (COCHg) ;
170,31 (COCHs) ; 170,22 (COCHs) ; 169,88 (COCHgs) ; 169,82 (COCHg) ; 169,76 (COCHa) ;
169,61 (COCHg) ; 169,56 (COCHs) ; 169,53 (COCHg) ; 169,49 (COCHs) ; 167,63 (CONH) ;
150,37 (C.. pyr) ; 150,25 (C, pyr) ; 150,24 (C. pyr) ; 149,87 (Copyr) ; 146,68 ; 142,77 ; 140,15 ;
140,12 ; 139,29; 137,01 ; 136,97 ; 134,51 ; 133,31; 132,07; 131,98 ; 131,91; 131,85;
131,26 ; 127,72 ; 127,24 ; 125,11 ; 121,18 ; 121,08 ; 119,20 ; 99,58 (B Cy) ; 95,77 (a Ca) ;
95,74 (a. C1) ;95,69 (o C1) ;95,64 (o C1) ;94,99 (o Cy) ;75,13 ;74,71 ;73,95 ; 73,74 ;73,62 ;
73,39, 73,34, 73,22, 72,43 ;72,38 ; 72,38 ; 72,35, 72,13 ; 71,94 ; 71,77 ; 71,77 ;, 71,73 ;
71,72 ; 71,66 ; 71,64 ; 71,56 ; 70,58 ; 70,53 ; 70,46 ; 70,37 ; 70,19; 70,11 ; 70,07 ; 69,63 ;
69,46 ; 69,39 ; 69,37 ; 69,11 ; 69,04 ; 68,96 ; 68,47 ; 67,98 ; 67,85 ; 63,00 ; 62,94 ; 62,56 ;
62,51; 62,45; 62,37 ; 62,23 ; 62,21; 62,09; 62,40 ; 49,54 (CH-triazole) ; 39,67( CHz-
NHCO) ; 22,69 (CHgs) ; 21,51 (CHa) ; 20,92 (CHs) ; 20,92 (CHs) ; 20,85 (CHs) ; 20,80 (CHa) ;
20,69 (CH3) ; 20,67 (CHa) ; 20,59 (CHa) ; 20,57 ; 20,53 (CHs) ; 20,49 (CHs).

SM (ESI) : C13zH154054NsZn [M+2H]?*, m/z = 1395,4421 calculée, 1395,4415 trouvée.
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IV.10. Synthese des composeés (12) et (13)
OH

0
HO o OH

HO
OH O
n N~

n=2:(12)
n=5:(13)

Dans un ballon de 25 mL, 100 mg de (11) ou (12) sont dissous dans un mélange (1:1) de
dichlorométhane/méthanol, puis une quantité catalytique (4-5 gouttes) d'une solution de
méthanolate de sodium a 25% dans le méthanol est ajoutée. Le mélange est agité a
température ambiante pendant 12 h. Le précipité formé est centrifugé et lavé avec du
dichlorométhane puis une petite quantité de méthanol. Aprés séchage, les produits (12) et (13)

sont récupérés avec un rendement quantitatif.
Composé (12)

IR : 3320 cm™v(0-H),2963 cm™, 2926 cm™, 2852 cm™, 1640 v(C=0 Amide), 1600 cm™ 5(N-
H).

UV-Vis (DMSO), Anax(nm) € x103 (L.mol*.cm™) : 430 (146,8), 562 (4,9), 602 (2,8).

RMN 'H (DMSO-d6, 500 MHz) : & (ppm) : 8,77 (s, 6H, Hg pyrr), 8,74 (d, 2H, J = 4,5 Hz, Hg,
pyrr), 8,25 (s, 4H, Hy2356), 8,1 (s, 1H, Hj), 8,05 (d, 6 H, J =7,5 Hz, Hr216), 7,59 (d, 6H, J = 7,5
Hz, Hras), 5,02 (d, 1H, J = 2,1 Hz, H.), 4,99 (d, 1H, J = 2,7 Hz, H,), 4,85 (d, 1H, J = 12 Hz,
Hj), 4,62 (d, 1H, J = 12 Hz, H’), 4,53 (t, 2H, J = 4,8 Hz, Hh), 4,30 (d, 1 H, J = 7,5 Hz, Hpg), 3,58
(t, 2H, J = 4,9 Hz,Hy), 3,77-3,43 (m, 21 H), 3,18-2,99 (M,8 H,Hcges), 2,63 (s, 9H, 3XCHs3), 2,63
(m, 2H,Hy), 2,36 (m, 2H,H.).

RMN 3C (DMSO-d6, 125 MHz): & (ppm) : 165,52 (CONH) ; 149,37 (C., pyr) ; 149,27(C. pyr) ;
148,77 (C.pyr); 14561 ; 143,39 ; 139,74 ; 136,74 ; 133,96; 133,24; 131,62 ; 131,47 ;
131,42 ; 131,10 ; 127,11 ; 125,33 ; 124,49 ; 120,39 ; 120,23 ; 118,90 ; 101,86 (B C1) ; 100,81
(C1) ; 100,55 (Cy) ; 79,83 ; 79,47 ; 76,23 ; 75,14 ; 73,40 ; 73,20 ; 73,03 ; 72,80 ; 72, 51;
71,89 ; 71,66 ; 69,82 ; 69,69 ; 69,58 ; 69,49 ; 68,92 ; 68,89 ; 68,64 ; 61,47 ; 60,71 ; 60,58 ;
60,17 ; 49,24 (Cr) ; 41,03 ; 20,96 (CHa).

SM (ESI) : C77HgsNgO20Zn [M+H]*, m/z = 1505,5172 calculée, 1505,5166 trouvée.
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Composé (13)

IR : 3320 cm™tv(0O-H), 2963 cm™, 2926 cm™, 2852 cm™, 1640 v(C=0 Amide), 1600 cm™5(N-
H).

UV-Vis (DMSO), Anax(nm) € x102 (L.molt.cm™) : 430 (243,2), 562 (7,7), 602 (4,4).

RMN *H (DMSO-d6, 500 MHz) : & (ppm) : 8,79-8,76 (m, 6H, Hg pyrr), 8,74 (d, 2H, J = 4,5 Hz,
Hg1 pyrr), 8,25 (s, 4H, Hys.56), 8,10 (s, 1H, Hi), 8,05 (d, 6 H, J = 7,5 Hz, Hra6), 7,60 (d, 6H, J
= 7,7 Hz, Hras), 5,05-4,97 (m, 5H, H,), 4,85 (d, 1H, J = 12 Hz, H)), 4,62 (d, 1H, J = 12 Hz, H’),
4,52 (t, 2H, J = 5,1 Hz,Hn), 4,31 (d, 1 H, J = 7,7 Hz,Hp), 3,85 (t, 2H, J = 5,1 Hz,H), 3,76-3,4
(M, 36 H), 3,08-2,93 (M, 8 H,Hcae), 2,66 (S, 9H, 3XCHs), 2,64-2,62 (M, 2H,Hb), 2,37-2,34 (m,
2H,Ha).

RMN 3C (DMSO-d6, 125 MHz): & (ppm) : 166,29 (CONH) ; 149,38 ( C, pyr ) ; 149,28 ( C, pyr
) 148,78 ( Copyr ) ; 145,61 ; 143,46 ; 143,34 ; 139,73 ; 136,96 ; 133,96 ; 133,93 ; 131,64
131,48 ; 131,42 ; 131,24 ; 131,12; 127,12 ; 125,34 ; 124,46 ; 120,40 ; 120,25; 118,92
101,92 (B C1) ; 100,75 (C1) ; 100,45 (Cy) ; 100,42 (Cy) ; 79,72 ; 79,51 ; 79,38 ; 75,10 ; 73,34 ;
72,98 72,93 71,93; 71,91; 71,90; 71,61 ; 71,59 ; 71,58 ; 69,70 ; 69,58 : 69,49 ; 68,93 ;
68,92 ;68,64 ;61,53 ;61,52 ; 60,17 ; 60,13 ; 60,10 ; 49,23 (Cy) ; 41,82 ;41,74 ;41,65 ;41,58 ;
41,49 : 41,42 ; 41,32 : 41,25 ; 41,08 ; 40,91 ; 20,96 (CHs).

SM (ESI) : CosH116NsO3sZn [M+2H]?*, m/z = 996,3417 calculée, 996,3412 trouvée.
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IV.11. Réticulation du xylane

Dans un ballon de 50 mL, 1 g de xylane (7,57 mmol d'unité d'anhydroxylose, 1 éq.) est
solubilisé dans 20 mL de DMSO pendant 24 h & 60 °C. Ensuite, 0,270 g (0,757 mmol, 0,1 éq.),
0,540 g (1,514 mmol, 0,2 éq.) ou 0,811 g (2,27 mmol, 0,3 éq.) de dianhydride
diéthylenetriaminepentaacétique (DTPA) sont ajoutés pour obtenir respectivement xyl-1, xyl-
2 et xyl-3. Le mélange est agité a 80 °C jusqu'a la formation d'un gel, puis l'agitation est arrétée
et la réaction est maintenue pendant 24 h a 80 °C. L'hydrogel résultant a été immergé dans
un exces d'eau distillée et laissé gonfler pendant 7 jours a température ambiante, avec un

changement d'eau quotidien, puis lyophilisé.

IR : 3344 cm™ v(OH), 3000 cm™, 2917 cm™, 1732 cm™ v(C=0), 1627 cm™ v(C=0), 1204 cm™
v(C-0).
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IV.12. Synthese de 5-(4-acétamidophényl)-10,15,20-tri(4-pyridyl)porphyrine (14)

O\\/\CHQ,

NH

Dans un bicol de 250 mL, 6,79 mL (72 mmol, 3 €q.) de 4-pyridylcarboxaldéhyde, 3,92 g (24
mmol, 1 éq.) de 4-acétamidobenzaldéhyde et 150 mL d’acide propionique sont ajoutés. Le
milieu réactionnel est chauffé a 140 °C (reflux) puis 6,66 mL (96 mmol, 4 €g.) de pyrrole
fraichement distillé sont ajoutés goutte a goutte a I'aide d’'une ampoule de coulée, puis le reflux
est maintenu a I'abri de la lumiére pendant 3 h. A la fin de réaction, I'acide propionique est
évaporé a la pompe a palettes et le brut est purifié une premiére fois sur un Plug pour éliminer
les goudrons, puis par chromatographie sur colonne de silice éluée selon un gradient de
polarité (mélange chloroforme/éthanol absolu : 100/0 - 90/10). La porphyrine (14) est obtenue
sous forme de poudre violette avec un rendement de 4% (650 mg).

Ri= 0,52 (CHCIy/EtOH : 90/10).
UV-Vis (CHCl3), Amax(nm) € x10° (L.mol™.cm™) : 420 (175,4), 516 (8,7), 550 (3,5), 589 (2,9),
646 (1,6).

RMN H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 9,08-9,00 (m, 6H, Ho-py), 8,94 (d, J = 4,5 Hz, 2H, Hg
pyrr), 8,94 (s, 4H, Hg pyrr), 8,80 (d, J = 4,5 Hz, 2H, Hg pyrr), 8,20 — 8,10 (m, 8H, Hm-py/ Ho-
Ar), 7,94 (d, J = 7,9 Hz, 2H, HM-Ar), 7,79 (S, 1H, NHamice), 2,38 (s, 3H, CHa), -2,84 (s, 2H, NH).

SM (ESI) : C43H31NsO [M+H]*, m/z = 675,2621 calculée, 675,2615 trouvée.
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IV.13. Synthese de la 5-(4-aminophényl)-10,15,20-tri(4-pyridyl)porphyrine (15)
NH»

250 mg (0,37 mmol) de (14) et 250 mL d’une solution d’acide chlorhydrique concentrée (5M,
250 mL) dans un ballon de 500 ml. Le tout est chauffé a reflux pendant 3 h. Apres évaporation
du solvant, le brut réactionnel repris dans 60 mL d’un mélange de chloroforme et d’'une solution
saturée de NaHCOs (1:1). Ensuite, la phase organique est lavée avec de I'eau (2 x 20 mL)
puis la phase aqueuse est séparée et extraite avec du dichlorométhane (2 x 20 ml). Aprés
séchage sur MgSOQy, le solvant est évaporé afin de récupérer la porphyrine (15) sous la forme

d’'une poudre violette avec un rendement quantitatif.

Rr= 0,61 (CHCI/EtOH : 90/10).
UV-Vis (CHCls), Amax(nm) € x10- (L.molt.cm™) : 420 (255), 514 (15), 550 (7,7), 588 (5), 644
(4,6).

RMN H (CDCls, 500 MHz) : & (ppm) : 9,12-8,97 (m, 8H, Ho-py/ Hg pyrr), 8,89 — 8,74 (m, 6H,
Hg pyrr), 8,16 (s, 6H, Hm-py), 7,98 (d, J = 7,7 Hz, 2H, Ho-Ar), 7,09 (d, J = 7,6 Hz, 2H, Hm-Ar),
-2,84 (s, 2H, NH).

RMN 3C (CDCls, 125 MHz): & (ppm): 161,75 ; 150,69 ;150,52 ; 150,31 ; 150,14 ; 150,11;
150,05; 149,69 ; 148,39 ; 148,34 ; 146,47 ;135,82; 131,58 ; 129,38, 124,77 ; 124,16;
123,96 ; 123,86 ; 122,59 ; 122,28 ; 122,13, 122,04 ; 121,35; 121,14, 120,62; 118,93;
117,29 ; 116,65 ; 113,56.

SM (ESI) : CazHaoNsO [M+H]*, m/z = 633,2515 calculée, 633,2510 trouvée.
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IV.14. Synthese du composé (16)

Dans un ballon de 50 mL sous atmosphére d’argon et a I'abri de la lumiére, 200 mg (0,32
mmol, 1 éqg.) de (15) et 377 mg (6,31 mmol, 20 €q.) d’'anhydride glutarique sont dissous
dans 15 mL de dichlorométhane. La réaction est maintenue sous agitation a température
ambiante pendant 24 h. Apres évaporation du solvant, le produit est purifié sur plaque
préparatives de silice avec comme éluant dichlorométhane/méthanol (90/10), la porphyrine

(16) est obtenue avec une masse de 220 mg soit un rendement de 91%.

Ri= 0,58 (CH2Cl,/MeOH: 90/10).
UV-Vis (CHCl3), Amax(nm) € x102 (L.mol™.cm™) : 419 (217,6), 515 (11,1), 550 (4,6), 590 (4),
645 (2,5).

RMN *H (CDCls/MeOD 9:1, 500 MHz) : & (ppm) : 9,13-8,90 (m, 8H, Ho-py/ Hg pyrr), 8,89 —
8,67 (m, 6H, Hg pyrr), 8,24-8,17 (m, 6H, Hm-py), 8,15 (d, J = 7,9 Hz, 2H, Ho-Ar), 8,02 (d, J =
7,9 Hz, 2H, HM-Ar), 2,61 (m, 2H, CH,), 2,50 (m, 2H, CHy), 2,16 (m, 2H, CH,), -2,90 (s, 2H,
NH).

RMN 3C (CDCls/MeOD 9:1, 125 MHz): & (ppm): 175,74 (C=0) ; 172,33 (C=0) ; 150,89 :
150,83 ; 147,89 ; 147,85 ; 138,75 ; 136,95; 135,19 ; 129,78 ; 121,79 ; 118,29 ; 117,27 ; 116,79
© 36,52 (CHo) ; 33,17 (CHy) ; 20,17 (CHy).

SM (ESI) : CuH3sNgO3 [M+H]*, m/z = 747,2832 calculée, 747,2827 trouvee.
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IV.15. N-méthylation des porphyrines
Dans un ballon de 50 mL, un excés d’'iodométhane (60 é€q.) est introduit dans une solution de
DMF anhydre (25 mL) contenant la porphyrine (1 éqg.). Le milieu réactionnel est agité pendant
3 h areflux (140 °C). Apres évaporation du solvant et de I'excés d’'iodométhane, précipitation
dans I'éther diéthylique puis filtration, la porphyrine N-méthylée est récupérée sous la forme

d’'une poudre violette avec un rendement quantitatif.

IV.15.1. Synthése du composé (17)

UV-Vis (DMSO), Amax(nm) € x10-3 (L.molL.cm™) : 429 (144,6), 520 (9,8), 557 (4,9), 591 (4),
647 (1,8).

RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz): & (ppm) : 10,42 (s, 1H, NHamic), 9,48 (d, J = 6,1 Hz, 6H,Ho-
py), 9,16 (s, 4H, Hg pyrr), 9,06 (s, 4H, Hg pyrr), 8,02-8,89 (m, 6H, Hm-py), 8,16 (d, J = 8,5 Hz,
2H, Ho-Ar), 8,12 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Hm-Ar), 4,72 (s, 9H, 3xN+-CHs), 2,56 (t, J = 7,2 Hz, 2H,
CH.), 2,41 (t, J = 7,3 Hz, 2H, CH,), 1,96 (quin, J = 7,4 Hz, 2H, CH>), -2,99 (s, 2H, NH).

RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz): & (ppm): 174,12 (C=0); 171,25 (C=0); 156,50 ; 156,46 ;
144,08 ; 144,05 ; 139,61 ; 134,72 ; 134,63 ; 131,99 ; 122,86 ; 117,48 ; 115,16 ; 114,28 ; 47,79
(CHs) ; 35,56 (CHs) ; 32,95 (CH>) ; 20,47 (CHy).

SM (ESI) : CaoHasNsOs[M]?*, miz = 263,7814 calculée, 263,7814 trouvée
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IV.15.2. Tétraiodure de 5,10,15,20-tétrakis(1-méthylpyridinium-4-
yl)porphyrine (TMPyP)

UV-Vis (DMSO), Amax(nm) € x102 (L.molt.cm™) : 423 (5,2), 520 (5), 557 (3,6), 585(3,6), 642
(2,9).

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz): & (ppm) : 9,49 (d, J = 6,4 Hz, 8 Ho-py), 9,21(s, 8H, Hg pyrr),
9,0 (d, J = 6,5 Hz, 8H, HmM-py), 4,73 (s,12H, N+-CH3), -3,09 (s, 2H, NH)

SM (ESI) : CsqH3sNs [M]**, m/z = 169,5799 calculée, 169.5811 trouvée.
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IV.16. Greffage de la porphyrine (17) sur le xylane

0]
O
o} n\
O

R=H ou Porph

Toutes les synthéses ont été réalisées suivant le méme protocole expérimental. Dans un
ballon de 25 mL, la porphyrine (17) est solubilisée dans 10 mL de DMSO, puis 6 équivalents
de CDI sont ajoutés. Aprés 24 h de réaction a 60 °C, le xylane préalablement solubilisé dans
le DMSO est ajouté (Tableau 8). La réaction est maintenue 24 h & 80 °C. A la fin de la réaction,

le xylane est précipité avec I'éthanol absolu, puis filtré et séché a I'étuve a 60 °C.

IR : 3359 cm! v(OH), 2895 cm™, 2917 cmt, 1700 cm™ v(C=0), 1627 cm v(C=0).
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Tableau 8 : Les quantités des réactifs utilisées pour fonctionnaliser le xylane.

Echantillon xyl-P1  xyl-P2 xyl-P3 xyl-P4 xyl-P5 xyl-P6 xyl-P7

Nombre d’éq.
) 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,08 0,01
(porphyrine (17))

m(porphyrine (17)) (mg) 44 89 134 177 222 177 221
m(xylane) (mg) 500 500 500 500 500 250 250
DS 0,03 0,08 0,11 0,15 0,19 0,37 0,53

IV.17. Elaboration d’hydrogels a base de xylane portant des PS liés de maniére

covalente
200 mg de xylane fonctionnalisé sont solubilisés dans 5 mL de DMSO pendant 24 h & 60 °C.
Ensuite, 150 mg (0,42 mmol) de dianhydride de DTPA sont ajoutés. Le mélange estchauffé a
80 °C et agité en continu jusqu'a la formation du gel (environ 24 h), puis l'agitation est arrétée
et la réaction est maintenue pendant 24 h a 80 °C. Les hydrogels résultants HG-xyl-P1, HG-
xyl-P2, HG-xyl-P3, HG-xyl-P4 et HG-xyl-P5 sont immergés dans un exces d'eau distillée et
laissés a gonfler pendant 7 jours a température ambiante, avec un changement d'eau

guotidien, puis lyophilisés.

IR : 3400 cm™ v(OH), 2895 cm™, 2917 cm™, 1745 cm™ v(C=0), 1700 cm™ v(C=0), 1627 cm™
v(C=0).
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IV.18. Réticulation directe du xylane par les porphyrines
Dans un ballon de 25 mL, 100, 150 ou 200 mg de meso-tétra(4-carboxyphényl)porphyrine sont
solubilisés dans du DMSO (13 g/L), puis 8 équivalents de CDI sont ajoutés. Aprés 24 h de
réaction & 60 °C, 1 g de xylane (7,57 mmol d'unités d'anhydroxyloses) préalablement solubilisé
dans du DMSO est ajouté. Le mélange est agité a 80 °C jusqu'a la formation d'un gel, puis
l'agitation est arrétée et la réaction est maintenue pendant 24 h a 80 °C. Les hydrogels
résultants xyl-TCPP-1, xyl-TCPP-2 et xyl-TCPP-3 sont immergés dans un excés d'eau
distillée et laissés a gonfler pendant 7 jours a température ambiante, avec un changement

d'eau quotidien, puis lyophilisés.

IR : 3328 cm™® v(OH), 2918 cm™, 2873 cm™, 1713cm™ v(C=0), 1603 cm™ v(C=0), 1267 cm™,
800 cm™, 708 cm™.
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Nouveaux biomatériaux photosensibles pour des applications antimicrobiennes

Bien que la thérapie photodynamique a été découverte il y a plus d’un siécle par sa capacité a inactiver
les microorganismes, elle a été développée principalement comme traitement thérapeutique
anticancéreux. Récemment, avec le nombre croissant d'infections causées par des bactéries
multirésistantes, la chimiothérapie photodynamique antimicrobienne (PACT) est considérée comme une
approche antimicrobienne alternative prometteuse. La PACT est une stratégie thérapeutique non
invasive, et a une action rapide. De plus, la PACT ne semble pas induire la mise en place de
mécanismes de résistance par les bactéries, ce qui en fait une alternative attrayante, par exemple, aux
traitements conventionnels des infections des plaies. Les photosensibilisateurs les plus utilisés dans le
PACT sont les porphyrines et leurs dérivés. Cependant, ces composés souffrent d’'une faible solubilité
dans l'eau, d’auto-quenching et d’'un manque de sélectivité contre les cellules bactériennes. Afin de
pallier certains problemes liés a I'utilisation des porphyrines en tant que photosensibilisateurs dans la
PACT, nous nous sommes intéressés, au cours de ce travail, a deux stratégies pour I'optimisation de
cette thérapie. La premiére consiste a coupler une porphyrine & deux dérivés de maltodextrines
(maltohexaose ou maltotriose) utilisés récemment comme agent de ciblage bactérien pour l'imagerie
médicale , afin d’améliorer la sélectivité de la porphyrine vis-a-vis les cellules bactériennes. L’évaluation
biologique de ces conjugués a montré que l'association des porphyrines avec les maltooligosacharide
augmente leur efficacité antibactérien Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis. La
deuxieme stratégie vise a incorporer des porphyrines dans des hydrogels a base de xylane. Pour cela,
trois voies ont été explorées : dans une premiére approche, 'hydrogel a été synthétisé d’abord par
réticulation de xylane avant de le chargé par une porphyrine cationique. Dans la deuxieme, les
porphyrines sont fixées d’abord par liaisons covalentes sur le xylane, puis les hydrogels ont été obtenus
a partir de ces xylanes fonctionnalisés par un agent de réticulation. Dans la troisieme méthode,
I'hydrogel est obtenu directement par une réticulation directe du xylane par les porphyrines. Tous les
hydrogels obtenus ont montré une bonne intégrité mécanique et un taux de gonflement élevé et une
forte activité photoantibactérienne vis-a-vis des bactéries Gram positif et Gram négatif.

Mots-clés : PACT, photosensibilisateur, xylane, hydrogel, porphyrine, maltohexaose, maltotriose,
ciblage

New photosensitive biomaterials for antimicrobial applications

Although photodynamic therapy was discovered over a hundred years ago for its ability to Kkill
microorganisms, it has been developed mainly as an anti-cancer therapeutic treatment. Recently, with
the increasing number of infections caused by multidrug-resistant bacteria, photodynamic antimicrobial
chemotherapy (PACT) is considered a promising alternative antimicrobial approach. PACT is a non-
invasive therapeutic strategy and is fast acting. Furthermore, PACT does not appear to induce the
development of resistance mechanisms by bacteria, making it an attractive alternative to, for example,
conventional treatments for wound infections. The most commonly used photosensitizers in PACT are
porphyrins and their derivatives. However, these compounds suffer from poor water solubility, self-
guenching, and lack of selectivity against bacterial cells. In order to overcome some of the problems
related to the use of porphyrins as photosensitizers in PACT, we have focused in this work on two
strategies for the optimization of this therapy. The first one consists in coupling a porphyrin to two
maltodextrin derivatives (maltohexaose or maltotriose) recently used as bacterial targeting agents for
medical imaging, to improve the selectivity of the porphyrin towards bacterial cells. Biological evaluation
of these conjugates has shown that the combination of porphyrins with maltooligosacharide increases
their antibacterial efficacy against Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. The second
strategy aims at incorporating porphyrins into xylan-based hydrogels. For this purpose, three routes
were explored: in the first approach, the hydrogel was first synthesized by cross-linking xylan before
loading it with a cationic porphyrin. In the second, the porphyrins are first attached by covalent bonds to
the xylan, then the hydrogels were obtained from these xylans functionalized by a cross-linking agent.
In the third method, the hydrogel is obtained directly by a direct cross-linking of the xylan by the
porphyrins. All the hydrogels obtained showed a good mechanical integrity and a high swelling rate and
a strong photoantibacterial activity towards Gram (+) and Gram (-) bacteria.

Keywords: PACT, photosensitizer, xylan, hydrogel, porphyrin, maltohexaose, maltotriose, targeting
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