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INTRODUCTION

Cette thése résulte d'une collaboration entre les laboratoires
de Chimie Organique Physique de 1'Université des Sciences et Techniques de
Lille (Lille I - Professeur Ao LABLACHE-COMBIER) et de Physique de la
Faculté de Pharmacie de Iille (Lﬂle II - Professeur No FEBVAY—GAROT). Hlle
a été essentiellement réalisée dans ce dernier laboratoire dont l'axe de
recherche principal est l'application d'une technique de RMN, la Polarisa-
tion Nucléaire Induite Photochimiquement (CIDNP), & 1'étude du comportement
photochimique de molécules photosensibilisantes & activité thérapeutique et

de leurs mécanismes de réactions

Selon cette optique, nous nous sommes intéressés & l'étude du
pouvoir photosensibilisant d'une série de composés : les porphyrines, Ceux-
ci font actuellement l'objet de nombreux travaux, liésd l'usage du dérivé
de 1'hématoporphyrine (HpD) en photochimiothérapie pour le traitement des
tumeurs malignes résistantes aux thérapeutiques classiquese Les modes d'ac-

tion de ces substances restent mal connus car complexese

Toutefois il a été montré que leur "action photodynamique" faisait

intervenir les deux mécanismes : type II prépondérant (oxygdne singulet)

et type I (radicalaire)e

Au niveau moléculaire leur action résulte principalement dans la
photooxydation des liaisons insaturées des lipides, des acides aminés
(tryptophane, histidine) constituant les protéines, des bases des acides

nucléiques (guanine) constituant 1'ADN et 1'ARN,

Les photoréactions radicalaires induites par les porphyrines
ont été peu étudidese Nous proposons par ce travail d'approfondir la
connaissance des processus primaires de photoréactions radicalaires des

porphyrines grféice & l'apport "classique" de la photo CIDNP qui permet :




- La mise en évidence du caractdére radicalaire de ces réactions,
- L'identification éventuelle de nouveaux photoproduits,

~ L'étude du comportement photochimique de ces agents seuls en
solution, ou en présence de modéles de substrats biologiques qui consti-
tuent leurs cibles d'attaque privilégides dans l'organisme (acides aminés,

bases des acides nucléiques),

- L'établissement d'un mécanisme réactionnele

Cette thése présente dans un premier chapitre un rappel succinct
des bases théoriques du phénomene de CIDNP et certains développements

récents de cette technique (chapitre I).

Le second chapitre est consacré, dans une premiére partie, a
une revue qui résume les principaux résultats des études concernant
1l'action photodynamique des porphyrines lors de leur utilisation en photo-
chimiothérapie des cancers (PCT) (chapitre II, tére partie). La seconde
partie fait le point sur les connaissances actuelles de la photochimie de
ces composése En particulier elle présente les résultats déja obtenus sur
'les porphyrines et leurs analogues (chlorophylle) par CIDNP (chapitre II,

2&me partie)e.

Les deux derniers chapitres exposent l'ensemble des résultats
que nous avons obtenus avec les porphyrines et leur interprétatione Nous
nous sommes d'abord intéressés a4 1l'étude photochimique de l'interaction
du dérivé de 1l'hématoporphyrine (HpDZ,qui est l'agent couramment utilisé
en PCT,et de certains de ses constituants avec différents agents électro-
donneurs (chapitre III, ldre partie)o Nous avons ensuite étendu notre
étude & différentes porphyrines synthétiques hydrosolubles d'une part pour
comparer leur réactivité & 1'HpD, d'autre part pour simplifier cette étude
car 1'HpD est constitué d'un mélange d'une dizaine de dérivés généralement
difficiles & séparer, Afin d'obtenir une approche du phénoméne d'action de
ces produits in vivo, nous avons étudié leur comportement photochimique en
solution aqueuse vis-a-vis de consfituants de substrats biologiques : les

nucléobases (chapitre III, 2%me partie) et les acides aminés aromatiques

(chapitre IV)e







LA POLARISATION NUCLEAIRE DYNAMIQUE

INDUITE PHOTOCHIMIQUEMENT

I - INTRODUCTION

La polarisation nucléaire dynamique induite photochimiquement
ou photo-C.|.D.N.R, se rapporte aux différents processus qui produisent,
lors de réactions photochimiques en phase liquide, un déséquilibre des
populations des états de spins nucléaires dans les produits formés et

les réactifs.

Ces déséquilibres induisent des intensités inhabituelles

dans les spectres de résonance magnétique nucléaire (R.M.N.).

Ce sont les observations publiées par BARGON et al. (1-a,b)
en 1967 et indépendamment par WARD et LAWLER (1-c,d) qui ont amené
la découverte de ces phénoménés. Mais c'est en 1969 que CLOSS (2-a,b)
d'une part, KAPTEIN et OOSTERHOFF (3-a,b) d'autre part, ont proposé
une théorie per‘mettau;\t d'expliquer ces effets : le mécanisme par paire
radicalaire (M.P.R.). Ce dernier repose sur le fait que dans une paire
radicalaire les réactions vont dépendre des interactions magnétiques

entre les partenaires de cette paire.

Nous n'allons pas développer plus avant le M.P.R. qui est
exposé dans de nombreux ouvrages (4-a,b,c), mais nous donnerons
uniquement une description qualitative simplifiée du modéle nécessaire
ala compréhension des résultats exposés dans les chapitres 111 et V.

Nous présenterons également quelques aspects‘r‘écents de cette technique.

LES EFFETS OBSERVES

Les specires de C.|.D.N.P. sont des spectres de R.M.N. de
systéme en réaction présentant des transitions d'intensité inhabituelle
que |'on appelle polarisations. Les différents effets caractéristiques du
phénomene sont regroupés sur la figure |-1 dans le cas d'un quadru-

plet du premier ordre.




|

E E+EA EA
E4AE Normal ] A+EA
AE A4AE : A

Figure I-1:

Exemple d*effets de CIDNP apparaissant sur un quadruplat du

premier ordre

: effet net (A et E), effet de multiplet (EA

ouw AE) et mélange des deux (E+ AE,...).




On peut observer

- un effet net : toutes les raies du multiplet sont soit

en émission (E), soit en absorption exaltée (A).

- un effet de mu!tiplet : certaines raies du multiplet
sont en émission pendant gque les autres sont en absorption exaltée;
cet effet est noté AE ou EA suivant que les raies en absorption sont

situées a champ faible ou a8 champ fort dans le multiplet.

- un mélange des deux effets qui sera noté par exemple
A + AE.

LA REACTION RADICALAIRE

Les polarisations obtenues par C.!.D.N.P, proviennent de
réactions radicalaires dont I'intermédiaire central est une paire

radicalaire.

Le phénoméne de C.I.D.N.P, dépend a la fois des mécanismes

de formation et d'évolution de la paire qui sont résumés ci-dessous.
1) Formation de la paire radicalaire centrale :(figure 1-2).

Par absorption d'un photon le réactif PT dans son état
fondamental (SO) est excité dans un état singjulet 1PT (51); celui-ci

peut réagir de différentes fagons :

- par décomposition unimoléculaire ou par réaction bimo-
, - ’ .. ] - - - -
léculaire (réactif-substrat), PT. conduira & la formation d'une paire

radicalaire dans |'état électronique singulet.

» - 1 3 - - )
- par passage intersysteme, PT conduit a ['espéce 3PT
(état triplet excité TT) qui pourra a son tour donner naissance 3 une

paire radicalaire dans un état électronique triplet.

Ces paires radicalaires engendrées par la création simul-
tanée de deux radicaux sont nommées paires géminées singulet ou

triplet (paires S ou T).

Enfin, la paire radicalaire peut &tre formée. par rencontre
diffusive de radicaux libres créés séparément : c'est alors une paire

non géminée appelée paire au '"hasard" ou paire F.
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2) ‘Evolution de la paire radicalaire : (figure 1-3)
La paire centrale peut évoluer ensuite de différentes fagons
- Redonner les produits de départ : c'est une non-réaction (éq.

- Former de nouveaux composés par recombinaison ou par

dismutation [égs. 2 et 3).

- Former de nouvelles paires radicalaires par fragmentation
ou réarrangement (éq. 4) et conduire ainsi & la formation de nouveaux -
produits. Dans ce cas particulier nous pourrons avoir soit un "effet
de mémoire" ou les polarisations proviendront de la paire initiale, soit
un "effet coopératif'" ou les polarisations dépendront & la fois de

parameétres liéds & la paire initiale et & la nouvelle paire ainsi formée.

Ces différents cas correspondent & des réactions de cage

‘donnant naissance 3 des produits de cage.

- Elle peut se séparer pour donner des radicaux libres non

corrélés (éq. 6); ceux-ci peuvent &tre piégés par réaction avec un

~ substrat AB (entre autre le solvant -ég. 7) ou conduire a8 de nouveaux

produits par l'intermédiaire de nouvelles paires formées par rencontre
diffusive avec d'autres radicaux (paires F-éq.8). Ce sont alors des

produits de fuites.

Ce type de produit peut étre également formé :

- par piégeage des radicaux au sein de la paire géminée

par un substrat AB (éq. 5)

- par des réactions de dimérisation de radicaux diffusant

Les polarisations obtenues au cours de ces différentes réactions
photochimiques dépendent a la fois des états précurseurs (S, T, F)
et de la nature des produits formés (cage, fuite), mais aussi des

propriétés magnétiques des couples de radicaux.

PROPRIETES MAGNETIQUES DES COUPLES DE RADICAUX

1) Le mélange S - To :

On admet ['hypothése suivante : on associe le couple de

radicaux formant la paire a8 une somme de deux radicaux.

1),
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La distribution de spin électronique dans un ‘couple de
radicaux peut &tre décrite par deux cas éxtnémes : la répartition des
deux spins électroniques peut correspondre (i) & un.état triplet avec une
résultante nette du moment angulaire de spin égale & un ou . - , (ii) & un
état singulet dans lequel le spin résultant est égal & zéro. Dans un
champ magnétique Ho, la dégénérescence de |'état triplet est levée
et le spin est quantifié le long de la direction du champ magnétique
avec des nombres quantiques +1; 0 et -1. On peut représenter les
états triplet T et singulet S par un modéle vectoriel comme le montre

la figure l-4.

Lorsque les vecteurs spins électroniques sont placés dans
un champ magnétique Ho, il s'animent d'un mouvement de précession

autour de l'axe du champ avec une vitesse angulaire w ,J."(,\))

wJ.(\)) = gj/iHo + Zl‘. aj; mji(v)

ou B est le magnéton de BOHR, b= h/2m avec h = constante de PLANCK,
gj le facteur de LANDE du radical j (j = 1,2); aji est la constante

de couplage hyperfin électron-noyau du i-éme noyau du radical j, mji
est le nombre guantique magnétique du i-éme noyau du radical j dans

I'état de spin nucléaire v.

Dans un radical, le couplage spin-orbite introduit un champ
magnétique local proportionnel au champ Ho. Si les couplages spif-
orbite ne sont pas identiques pour les deux composantes, un processus
de déphasage entre les sp#ns se produit (w]. (v) % w 2(\))). Deux
facteurs peuvent induire ce déphasage :

- les facteurs de LANDE (gJ.), dans le cas ou 9, # 95 Ceci contri-

buera principalement aux effets nets.

- les constantes de couplage h.y‘perf'i~n-.(aji)~," dans le cas olu 94=9,. Nous

obtiendrons dans ce cas des effets de multiplets.

Par ce processus un couple de radicaux formés & partir
d'un état S (spims antiparalléles) peut &tre converti en un état

triplet To (via un mélange S-To - figure [-4).

Il est possible d'obtenir les mélanges S—T__<1, et S‘I.‘f’
par basculement des spins 3 bas champ. Toutefois, comme dans le cas
du spectromeétre de R.M.N, utilisé le champ est de 1,879 Tesla,

seul le mélange S~To intervient & champ fort (5).




AHxy AHxy
T+
AH2z
A HO
<‘: 1 > )
. = ] Radical 1
meélange S-_T,
2 Radical 2

(*)
Cr[To> +Cs|S>
f

AHz

Figure I=4:

Représentation vectorielle de l'interaction de deux spins électro-
niques couplés faiblement et placés dans un champ magnédtique H_.
'Ct et Cg représente les contributions respectives des fonctions
d*onde dlectronique triplet (lTO>) et singulst (|s>).




Cette évolution de Métat électronique de la paire au cours
du temps conditionnera sa réactivité et conduira ainsi par recombinaison

(6—-a,b) aux espéces polarisées.
2) Comment la C.1.D.N.P est-élle engendrée ?2:

Compte tenu des mécanismes des réactions radicalaires et
des propriétés magnétiques des. couples de radicaux que nous venons de
décrire, nous pouvons établir un modéle simple permettant. d'expliquer
I'origine du phénomeéne de C.I.D.N.P. Nous le décrirons dans le cas

de polarisations montrant des effets nets.

Considérons la réaction générale de la figure [=5.
Une molécule RlH-R2 dans un état triplet excité donne naissance par

T

coupure homolytique & une paire de radicaux RlH. R® (la barre

2
indiquant que les spins électroniques des deux partenaires sont corrélés).
On suppose ici que le proton du premier radical est le seul noyau
magnétique, afin de simplifier le probléme. La paire radicalaire

R1H' Ri T peut évoluer suivant deux voies

i) soit par diffusion, pour donner des radicaux libres qui réagissent

indépendamment pour former des produits de fuite R1H—X et RZ-Y.

ii) soit par croisement intersystéme (mélange S-To) pour passer dans
un état singulet. Cet état, pour lequel les spins électroniques sont
anti-paralléles (état liant), peut réagir directement pour donner des

produits diamagnétiques de recombinaison.

La constante d'interconversion entre les états S et To
(Kisc)’ pour une configuration de spin nucléaire donnée, dépend
des facteurs de LANDE et des constantes de couplage hyperfin des

radicaux.

v =a,f

Kisc(v) AW ’»2(:” = (91-92)}Ho +mo(v) A,

h

Prenons |'exemple de la figure 1-5 ou 9,> 9, et AH< 0. ‘
Dans ces conditions le passage inter-systéme est plus rapide pour
les paires radicalaires ot le proton du radical RlH. est dans un
état de spin B ( m = -1) puisque Kisc(m > Ko (a). Les paires
a |'état singulet se formeront plus rapidement & partir d'une ‘
configuration de spin nuciéaire B et montreront ainsi> une. tendance

a donner des réactions de recombinaison,
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De méme les paires ayant les pr‘étons du radical RJH‘
dans un état de spin a (m = + ) sont dévantage susceptibles de se
séparer, donc de former des produits de fuite (l1'état triplet étant un
état répulsif). Ce processus de sélection de spin induit un déséquilibre
des populations de spin nucléaire des produits se traduisant dans les
spectres de R.M.N par des intensités "anormales" : nous obtiendrons
ainsi de 1'émission (E) pour R1H-—R2; de 1'absorption exaltée pour
R1H—X.

L'effet de multiplet peut s'expliquer par un modéle analogue.

Le mélange S-To induisant le processus de C.!.D.N.P. se
fait généralement a |'échelle des temps‘ de passage intersystéme, soit
entre 1 et 10 nanosecondes. Les polarisations ainsi créées persistent
pendant le temps de la relaxation spin-réseau (Tl) au sein des
produits {1 & 10 secondes pour les pr‘otbns des petites molécules; 0,3 a
2 secondes pour ceux des macromolécules). Ceci permet leur détection par
R.M.N. Un petit effet de C.I.D.N.P. peut produire des changements
significatifs au niveau de I'intensité des signaux de R.M.N. Ainsi

des exaltations de l'ordre de 10-100 sont couramment observées.

Toutefois les différents effets de C.|.D.N.P peuvent &tre
atténués ou perturbés par des réactions secondaires (dismutation,
réactions d'échanges (7)) compromettant ainsi leur observation. Certaines
propriétés des effets de C.|.D.N.P, observées a champ fort ont pu
étre mises en évidence par la théorie de.la paire radicalaire et

vérifiées expérimentalement-:

- L'effet net provient uniquement de paires. pour lesquelles

Ag # 0 contrairement & |'effet de multiplet o Ag = O.

- Le signe des polar‘isatiqns dépend du signe de Ag et
de a,.

- Les précurseurs T et F donnent des polarisations inverses

de celles d'un précurseur S.

- Les produits de cage et de fuite provoguent des polarisations

de signe opposé.

Les régles de Kaptein rassemblent ces différents paramétres.
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Y - LES REGLES DE KAPTEIN

On peut prédire qualitativement la nature des polarisations
par deux régles simples de multiplication de signes : ce sont les
régles de KAPTEIN (8).

- La premiére concerne |'effet net.

Pour un.noyau i situé sur un radical R, la polarisation

nette est donnée par ':

I'.ne(i) =p.€.a . Ag

~

ou
p : désigne la multiplicité du précurseur. |l est positif pour un

précurseur T ou F, négatif pour un précurseur S.

€ : dépend du type de produit; il sera positif pour un produit de

cage, négatif pour un produit de fuite.

a, : est le signe de la constante de coupiage hyperfin du novau i.

Celle-ci est généralement déterminée par R.P.E -

Ag = 91"92 : c'est la différence des facteurs de LANDE des radicaux
1 et 2, ou g, est le facteur de LANDE du radical 1 portant le

noyau i. g est également déterminé par R.P.E.
- LLa seconde concerne |'effet de multiplet.

Pour deux noyaux (ou groupes de noyaux) couplés i et j;

la polarisation du multiplet est donnée par

I"me (i,j) =p.ce. a, . aJ. . J“.,O.'-.

Dans le cas de ['effet de multiplet, la différence 9179,
est nulle et n'intervient plus; en plus des paramétres cités plus

haut, deux nouveaux paramétres entrent en jeu

Ji j :.c'est le signe: de la constante de couplage de spin nucléaire
?
entre les noyaux i et j (celle-ci intervient . sur la position des

niveaux et est déterminée par R.M.N).

Gi ] : est un parametre de position, il est positif quand les noyaux
, .

i et ] sont situés sur le méme radical, négatif quand les noyaux

i et | sont situés sur des radicaux différents,
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Pour appliquer ces régles, il suffit d'effectuer le produit
des signes de ces paramétres afin de déterminer la nature de la

polarisation. .
Ainsi si

+, nous aurons un effet net en absorption exaltée, noté A.

T (i) = ,
ne PR -
-, nous aurons un effet net en émission, noté E.
P ‘ . I'd
+, nous aurons un effet de multiplet en émission-absorption,
' notée EA.
Tme (i ,'J)J

-, nous aurons un effet de multiplet en absorption-émission,

notée AE.

o

Ces regles ne sont valables qu'a champ fort et..pour des. .-
couplages du premier-ordre. Elles pe‘uV/ent étre utilisées pour obtenir
facilement des informations sur |'un des paramétres de ces deux éguations
a .partir des spectres de CIDNP. On peut.remonter ainsi a la nature de
la paire de radicaux {9), au mode de formation..des produits (10), ou

3 une estimation des paramétres g (11) et a (12).

ASPECTS RECENTS DE LA PHOTO-C.i1.D.N.P,

Le développement récent de techniques nouvelles en photo-
C.I.D.N.P est |ié a |'intérét porté par différentes équipes a |'étude’
structurale (7, 13-a,b,c ) de |'interaction de certaines substances
photosensibilisantes avec des cibles biologiques privilégiées (bases

des acides nucléiques, protéines).

En particulier, KAPTEIN (14-a)a pu mettre en évidence des
réactions de transfert de charge (arrachement d'hydrogéne ou transfert
d'électron) entre les flavines et-certains acides aminés aromatiques
(tyrosine, histidine, tryptophane). Ces réactions lui ont: permis de. déter-
miner la nature des .ihteractions Sensibilisateur-substrat et: lui- ont servi

dans l'étude structurale des protéines (cf. référence 14-b).

Elles sont résumées. sur la figure 1-6..-

Lors d'une irradiation continue, induisant un état station-

naire, seuls les signaux correspondant aux acides aminés cités ci-dessus
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sont polarisés. L'absence d'effets de C.!.D.N.P au niveau du sensibi-

lisateur peut s'expliquer de différentes facons :

i) lls s'annihilent mutuellement & partir des réactions de recombinaison
(ég. 4a) et de fuite (éq. 4b) du fait du temps de relaxation plus long

des radicaux pour ce produit que pour les acides aminés.

ii) lls sont perturbés par des processus secondaires tels que des

réactions d'échange (ég. 5) ou de dismutation (éqg.. 6).

l.a mise en évidence de la contribution de ces différentes
. Vi . -~ , . P . .
voies reactives a pu étre démontrée gréce & la technique de photo-

C.1.D.N.P résolue dans le temps (15}.
1) La C.1.D.N.P résolue dans le temps :

- Cette technique (fig. 1-7) consiste & irradier |'échantillon
par un éclair laser émettant dans la bande d'absorption du sensibi-
lisateur. Aprés un temps Tl court, on envoie une impulsion de radio-
fréquence (rf) et on enregistre le FID résultant. On répéte cette séquence
aprés un temps"]‘lz suffisant pour permettre aux spins de relaxer mais
cette fois sans irradiation. Par différence de ces deux FID on. obtient ..
un spectre de C.1.D.N.P, ne montrant que les signaux polarisés. On
effectue généralement une présaturation du spectre ‘(séquence aléatoire
d'impulsions rf} avant ces deux étapes afin d'éliminer toutes polari -
sations résiduelles. On peut répéter plusieurs fois ces différentes
séquences afin d'améliorer le rapport signal/bruit. De cette facon,
en faisant varier ’I’l on peut étudier la dépendance des intensités des
signaux de C.l|.D.N.P, en fonction du temps et sépér‘er les différentes
voies réactionnelles comme |'ont montré certains exemples d'application

de cette technique :

- CLOSS et MILLER (16), lors de I'étude de la photolyse de la déoxy-
benzoTne, ont pu différencier les polarisations provenant des étapes
de recombinaison et de fuite. Pour un temps’rll‘_‘:AllO-7s ils
obtiennent un spectre de C.!1.D.N.P. caractérisé par des polarisations
du produit initial provenant d'une mwecombinaison au sein de la
paire géminée. Pour un temps ‘T/'/: 10"43 le spectre de C.I|.D.N.P,
montre |'apparition de nouvelles polarisations provenant des produits

de fuite.
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. Ll ho | el
- GH,~CH—-C~CH, —CH~CH] "G=CgHy — C,H = CH; +*C~CH,
o |
DEO | .
XYBENZOINE ' T <1075 T=104s

P

q 0
C‘sHs'-CH;"C-CGH5 [CsHs_ CH2]2 [C—CsHs]z
~ KAPTEIN et al. (17) ont pu comparer grice & cette technique |'im-

portance relative des réactions de transfert d'électron et d'arrachement
d'hydrogéne (fig. 1-6, éds. 2a et 2b) en étudiant la photoréduction d'une

flavine par le nicotinamide adénine dinucléotide (NADH).

- De méme ils ont démontré (7), par une étude cinétique lide & |'intensité
des polarisations, qu'au cours de la réaction de transfert électronique
entre le tryptophane et la flavine, 1'absence de polarisations sur cette
derniére était due au processus de dismutation des radicaux flavinyles

(fig. 1-6, éq. 6).

- Pour leur part, CLOSS et SITZMANN (18) en étudiant la photooxydation
de dérivés chlorophylliques par les quinones ont montré qu'une
réaction d'échange (fig. 1-6, éq.s) était responsable de I'absence de
polarisations et de phénoméne d'élargissement des r‘aies("Br‘oadening")

au niveau de ces sensibilisateurs.

La photo-C.1.D.N.P. résolue dans le temps présente de
nombreux avantages dans |'étude mécanistique des réactions : elle permet
de simplifier les spectres, d'étudier la cinétique d'une réaction, .d’id'en—
tifier des intermédiaires radicalaires. Toutefois cette technique de
détection est limitée dans le temps par la durée de !'impulision radio~
fréquence (2ns dans le meilleur des cas avec des spectrométres de R.M.N

modifiés).
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2) Les phénoménes de cross-polarization :

La photo-C.1.D.N.P est également utilisée dans |'étude
conformationnelle des protéines en solution. En effet, les polarisations
obtenues au niveau des résidus aromatiques peuvent donner des infor-
mations non seulement sur leur degré d'accessibilité mais aussi sur

leur mobilité et leur orientation au sein de la protéTne.

En particulier ['utilisation d'une technique de R.M.N. mono-
dimensionnelle, basée sur la méthode par différence (14-a) et bénéficiant
du pouvoir de haute résolution de la spectrométrie de R.M.N, a permis
de mettre en évidence des phénoménes de polarisation transverse ! ou
"eross—~polarization”" intervenant au niveau de certains acides aminés

qui constituent les protéines.

Ces effets sont dus a un mécanisme de relaxation dipolaire
transverse pour lequel un noyau ou groupe de noyaux transfére .:

s es' polarisations & un autre initialement non polarisé (19).

Par analogie avec |'effet OVERHAUSER (NOE) (20), les -
variations des effets de C.!1.D.N.P, obtenus par ce phénoméne dépendront
des distances internucléaires (proximité des noyaux impliqués dans
le transfert), de !'agitation moléculaire et du mouvement interne des

molécules.

Ainsi KAPTEIN (14-a) a utilisé cette propriété pour différencier
et attribuer les glissements chimiques de différents résidus tyrosine de
I'inhibiteur trypsique du pancréas de boeuf (BPT!). Lors de !'irra-
diation de cette pr‘otéi'ne en présence de flavine, seules les molécules
de tyrosine accessiﬁles au sensibilisateur sont polar"isées. Ce sont
celles qui se trouvent & la surface de la protéine. Dans le cas ol
elles se trouvent enfermées au sein de la pr'oté;l‘ne, la réaction
photochimique n'est plus possible car le sensibilisateur et ce substr'af

sont suffisamment éloignés pour qu'il n'y ait plus d'interaction.

Au cours de ces réactions un transfert de polarisation a
pu" étre mis en évidence entre les protons aromatiques H.3',5’et, HZ,G
de la tyrosine. Les protons H2,6 .ne sont pas polarisés par voie
directe a cause de leur faible constante de couplage hyperfin dans

ile radical tyrosyle.

Pour une molécule de tyrosine faiblement associde le

transfert se fait avec une inversion de la polarisation (21).




Par contre dans le cas ol la tyrosine se retrouve partiellement
immobilisée le transfert se fait avec rétention du signe de la polari-

sation (22) du fait de I'agitation moléculaire plus restreinte {fig. 1-8).

La mesure de la polarisation des protons HZ‘ 6. permet
.. b}
d'estimer le temps de corrélation T de la molécule et ainsi d'évaluer

le degré de mobilité de celle-ci au sein de la protéine.

La tyrosine n'est pas le seul résidu pour lequel un phéno-
méne de transfert de polarisation est observé. KAPTEIN (14~-a)a montré
qu'un éffet analogue était responsable de la polarisation du groupement
a-CH d'un résidu tryptophane lors de !'irradiation du lysozyme du
blanc d'oeuf de poule (HEW lysozyme) en présence de flavine. Le trans-
fert .s'éffectue . dans ce cas 3 partir du groupement B-CHZ.

Le transfert de polarisation n'est pas seulement de type
intramoléculaire. Certaines possibilités de transfert intermoléculaire
ont été mises en évidence comme par exemple entre les protons H3’5
d'une molécule de tyrosine et le groupement E‘CH2 d'une lysine (13a)
ou encore entre les protons H2 et B-CH2 de deux tryptophanes voisins.
Celui-ci ne peut avoir lieu que dans le cas ol ces deux molécules sont
trés proches |'une de I'autre. On voit donc qu'un tel phénoméne peut
renseigner sur l'environnement immédiat des résidus polarisés.
Toutefois il faut noter que le phénoméne de tr‘ansfer‘t de polarisation
dépend de nombreux paramétres physicochimiques : la complexation
avec le sensibilisateur (13a); les effets de concentration, de pH
et de température (23) qui vont influencer le microenvironnement de

chaque résidu et faire varier leur degré de liberté.
3) La photo C.1.D.N.P. bidimensionnelle :

Bien que des techniques de R.M.N.monodimensionnelles (1D)

telles que I'INEPT (24) soient employées pour élucider les spectres de

photo-C.I.D.N.P. et en particulier le mécanisme de transfert de polarisation

au sein de petites molécules, celles-ci ne suffisent plus pour interpréter
ces phénoménes lors de |'irradiation de macromoiécules. Ceci est dd
a la complexité des spectres ainsi obtenus, du fait de la superposition

des polarisations de résidus de méme nature.

Pour contourner cette difficulté, SCHEEK et al. (24,25) ont
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Figure I-8:

Représentation schématique des polarisations obtenues au niveau
des protons aromatiques de résidus tyrosine d'une protdine, lors
de 1' irradiation en présence de flavine (A : tyrosine libre ou
faiblement associée ; B : tyrosine partiellement immobilisése).
La fléche indique un transfert de polarisation. .
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Figure I-9:

La molécule de tryptophane.




récemment combiné la photo-C.!.D.N.P. et la spectroscopie de R.M.N.
bidimensionnelle (2D) en utilisant différentes séquences impulsionnelles :
ta C.I.D.N.P.-COSY et fa C.1.D.N.P.-NOESY.

Du fait de leur dissymétrie, les spectres bidimensionnels
ainsi obtenus permettent directement de mettre en évidence les protons

des différents résidus sujets au transfert de polarisation.

Ces méthodes permettent donc d'obtenir une meilleure
résolution des spectres et de corréler directement les protons responsables
et sujets au transfert de polarisation. Ceci ne pouvait &tre obtenu

en R.M.N. monodimensionnelle que par double irradiation.

Ainsi ces auteurs (24) ont pd montrer par cette méthode
que le groupement a-CH d'un tryptophane (fig. [-9) était polarisé

positivement par transfert a partir du proton H, et négativement &

2
partir des protons B—CHZ. Sur un spectre de C.!.D.N.P. monodimensionnel

ces deux polarisations s'annihilent partiellement.

La C.I.D.N.P. bidimensionnelle est une extension utile et
intéressante de la technique de photo-C.1.D.N.P., puisqu'elle permet
d'examiner les différentes interactions entre les résidus aromatiques
'a la surface des protéTnes et d'avoir une plus grand connaissance
de leur environnement immédiat grédce au phénoméne de transfert

de polarisation.

YTT- CONCLUSION

L'importance des facteurs d'exaltation fait de la C.1.D.N.P.
une méthode treés sensible. La C.1.D.N.P. a I'autre avantage sur la
R.P.E. de renseigner sur les produits mémes de la réaction et non pas
simplement sur les radicaux intermédiaires qui peuvent ou non prendre
part a la réaction. Toutefois |'utilisation complémentaire de la R.P.E.
(qui renseigne plus slrement sur |'identité d'un intermédiaire radica-
laire et donne accés aux paramétres a, et g) et de la C.I.D.N.P.
fait de ces techniques des outils de choix pour ['élucidation de méca-

nismes radicalaires.

Hormis (e proton 1H, d'autres noyaux ont également été

étudiés en C.1.D.N.P. : '°F, 3¢, 3'p, 24, 'Sy (s).




. L'apport de techniques nouvelles, telles que la photo-C.!.D.N.P.
résolue dans le temps et la photo-C.1.D.N.P. bidimensionnelle, est |ié
a l'intérét que suscite |'étude des réactions radicalaires de type |
(voir chapitre 1l) dans les systémes sensibilisateur/substrats biologiques.
Ces techniques ont permis de préciser les différents mécanismes intervenant
au cours de ces réactions, ainsi que les intermédiaires radicalaires
impliqués dans |'action photodynamique de ces composés. Des informations
d'ordre structural sur les macromolécules biologiques (identification des
résidus de surface, mobilité, environnement immédiat) sont obtenues gréce
a ta haute résolution des spectres de R.M.N. 2D et |'étude du phénoméne

de relaxation transverse.
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INTERET, UTILISATION ET PHOTOCHIMIE DES PORPHYRINES

I - INTRODUCTION

Depuis une vingtaine d'années les pigments tétrapyrroliques
font l'objet d'une étude particuliére de la part des biochimistes et des
biophysiciens. Ces pigments ont tous comme structure de base celle de
la porphine qui est constituée d'un cycle tétrapyrrolique. Les diffé-
renciations structurales proviennent essentiellement de la nature de
leurs chaines latérales, d'une réduction du cycle ou de I'inclusion

d'un atome métallique au sein du noyau aromatique (fig. li-1).

L'intérét porté a ces produits réside, d'une part, dans
leur capacité 3 intervenir dans un grand nombre de processus biolo-

giques :

- Les porphyrines de fer (hémoglobine, myoglobine) assurent le
transport de l'oxygéne vers les tissus ou interviennent dans des
réactions de transfert d'électrons (cytochrome a,b,c) ou d'oxydation

de substrats organiques (cytochrome P 450).

- La chtlorophylie et ses dérivés (bactériochlorophylles, phéophytines,
etc...) participent aux réactions de transfert d'électron mises en

cause lors de la photosynthése.

- On rencontre des porphyrines naturelles en grande concentration
dans l|'organisme (protoporphyrine, uroporphyrine, coproporphyrine,
etc...). Certaines cellules les synthétisent et de nombreux tissus

possédent une affinité importante pour ce type de composés.

Ces produits possedent, d'autre part, des propriétés
photophysiques ™ (tableau 11-1) intéressantes dans de nombreuses

applications
- lls absorbent une partie importante de la lumiére visible,.
- La durde de vie de |'état excité triplet est relativement longue.

- Leur rendement de conversion intersystéme singulet-triplet est élevé,
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Figure IT-1. Formules de quelques dérivés porphyriniques.
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BU

Lite

PRODUITS A (nm) .7 (ms) B ET(kJ.mol")
433 .

CHLOROPHYLLE-a (1) |1,5-1,7(1) 0,64(1) 125(1)
665
398

BACTERIOCHLOROPHYLIE (1) 10,33-0,47(1)]0,15-0,4)| 61-92(1)
-a 780
395

HEMATOPORPHYRINE (5) }0,1-0,2(2) |0,6-0,8(2) 155(5)
620
MESO - TETRA 421

(N-METHYLPYRIDYL~4) (4) | 0,12 (3) 0,9(3) 140(4)
PORPHYRINE 650

Tableau IT-1. Paramétres photophysiques de quelques dérivés porphyriniques.
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- lls sont facilement oxydables et réductibles. En effet, des molécules
telles que la chlorophylle, les porphyrines et leurs dérivés -mettent en
jeu -des- processus de transfert de charge en pr‘ésence--d"accepteur's ou de
donneurs d'électrons sous ‘l'action de la.lumiére. Dans .certains cas

ces réactions d'oxydo-réduction sont réversibles et leur conférent.une

grande stabilité photochimique.

Ces différentes propriétés ont axé les recherches suivant

deux objectifs :

- Le premier concerne |'étude de |'oxydation de la chlorophylle et
de ses analogues afin de créer des modéles permettant d'élucider
et de reproduire la premiére étape de la photosynthése. Celle-ci
se traduit par la conversion d'une énergie électromagnétique .
(la lumiére) en énergie chimique (gradient électrochimique dd au
transfert d'électron induit). Le but de cette recherche est la
production et le stockage de |'énergie lumineuse sous forme de

combustible.

- Le second est l'utilisation des propriétés photosensibilisantes des
porphyrines en photochimiothérapie pour le traitement des tumeurs

malignes résistantes aux thérapeutiques classiques.

Ce dernier axe de recherche est englobé dans uhe disci-
pline appelée photomédecine qui, dans son sens le plus large, implique
['utilisation de la lumiére {(visible, ultraviolette) dans des activités
médicales telles que : la prévention, le diagnostic, le traitement et
I'élucidation de !'étiologie des maladies, ainsi que dans la prépara-~

tion des produits pharmaceutiques.

L'étendue et le niveau des recherches de base et des
applications de la ‘photomédecine.se sont développés de -
fagon considérable ces derniéres années. Ceci est suscité en partie
par le succés des applications de nouveaux types d'approches photo-
médicales dans les essais cliniques comme, par exemple, la thérapie

photodynamique des tumeurs.

On distingue deux notions suivant |'utilisation de la

lumiére en thérapie :

- La photothérapie, ol seule la lumiére est utilisée.
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- La photochimiothérapie, ol un photosensibilisateur approprié est
administré au patient avant son exposition a la lumiére. Dans ce
dernier cas, seules les longueurs d'onde pouvant &tre absorbées

par le photosensibilisateur sont efficaces.

Les pionniers de cette nouvelle méthode d'investigation
furent RAAB et VON TAPPEINER (6) qui prédirent des 1900 les implica-
tions photochimiothérapeutiques des sensibilisateurs et qui introdui-
sirent pour la premiére fois le concept de l'action photodynamique
de ceux-ci : "...... La consommation de certains photosensibilisateurs
et |'action combinée de la lumiére, peuvent avoir une application

thérapeutique...... dans un domaine tel que la dermatologie....".

Les processus photochimiques caractérisant cette action
sont diversifiés et plusieurs mécanismes réactionnels ont été proposés

suivant la nature du photosensibilisateur.

MECANISMES ET TYPES DE REACTIONS PHOTOSENSIBILISANTES DANS DES
SYSTEMES BIOMEDICAUX ~ '

Plusieurs types de molécules peuvent jouer le rdle de photo-

sensibilisateurs parmi lesquelles on trouve des produits naturels (la chiorophylle,

les porphyrines, les flavines, etc....) ainsi que des produits synthé-

tigues (acridines, anthraquinones, xanthénes, etc....).

En général, ces sensibilisateurs (SENS) sont excités dans

un état singulet de courte durée de vie par absorption d'un photon.

Par passage intersystéme cet état est converti en un état triplet

excité (3SENS) quiv est souvent responsable des principales altérations
photobiologiques du fait de sa plus longue durée de vie. Celui-ci
peut &tre réduit (réaction D-R) ou oxydé (réaction D-0) suivant
différentes voies compétitives (fig. 11-2) qui dépendent de la nature

du sensibilisateur, de celle du substrat ainsi que du milieu réactionnel.

Dans certains de ces processus, le sensibilisateur dans

I'état excité triplet donne par transfert de charge avec le substrat

. des radicaux ions et/ou neutres(étapes-1,2). Ceux-ci réagissent de

différentes fagons pour former des produits de photoaddition (étapes -1',2')
ou donnent naissance a |'anion superoxyde en présence d'oxygéne

(étape-3).
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De méme deux molécules du sensibilisateur, l'une & ['état
excité et l'autre a |'état fondamental, peuvent réagir pour donner une
paire de radicaux ions constituée des espéces semi-oxydée et semi-réduite

(réaction D-D, étape-4).

Certains sensibilisateurs excités dans |'état triplet trans-
férent leur énergie & une molécule d'oxygéne 3 |'état fondamental 02
(3 Z g) pour donner de I'oxygéne singulet O2 (] Ag), le sensibilisateur
retrouvant son état fondamental. L'oxygéne singulet peut réagir a son
tour avec de nombreux types de biomolécules qui sont normalement

insensibles & |'oxygéne dans son état fondamental (étapes- 5,5'),

D’autfes espéces réactives oxygénées, telles que le peroxyde
d'hydrogéne (HZOZ)’ I*anion superoxyde (Qg) et le radical hydroxyle
(OH®) sont produites a partir de réactions entre le photosensibilisateur
‘et I'oxygéne (étapes- 3,3',6) Celles-ci peuvent réagir ensuite avec les
différentes espéces en soiution pour donner des produits d'oxygénation

(éndoperoxydes, hydroperoxydes,etc...) (étape-3").

- 0On regroupe communément ces différentes réactions suivant deux

catégories : les réactions de type I lorsqu'elles sont de nature radicalaire,

et celles de type II lorsqu'il s'agit d'un transfert .d'énergie.

L'oxygeéne singulet, le radical hydroxyle sont des espéces
trés réactives, de méme que |'ion superoxyde mais & un degré moindre.
C'est pourquoi la plupart des réactions photosensibilisantes nécessitent
la présence d'oxygéne moléculaire et en consomment en quantité
stoechiométrique : ce sont des réactions de photooxydation sensibilisées
(réactions photodynamiques). Toutefois il existe des exemples bien connus
pour lesquels, en |'absence d'oxygéne, le sensibilisateur peut &tre

converti en un photoproduit toxique (psoraléne,. chlorpromazine).

Le mécanisme de l‘'action photodynamique des porphyrines
est encore peu connu. Pourtant des études ont montré que certains
de ces différents types de réactions sont responsables de leur action
photosensibilisante (7). Elles feront |'objet d'une bréve revue
dans le paragraphe suivant qui expose les différents résultats obtenus

lors de l'utilisation de ces sensibilisateurs en photochimiothérapie.




IIT- LA THERAPIE PHOTODYNAMIQUE DES CANCERS PAR LES PORPHYRINES ‘

1. Historique :

|

|

| |
L'intérét porté a l'utilisation des porphyrines en photo- }

médecine est 1ié & leur capacité d'une part a. se.fixer préférentiel- {

lement au niveau des sites tumoraux et d'autre part de photosensibi-

liser les tissus atteints de‘ lésions malignes pour conduire ainsi a

leur dégradation.

|
|
En 1942, AULER et BANZER (8) implantérent des carcinomes | !
de FLEXNER et JOBLING ainsi que des sarcomes de JENSEN sur des r‘ats,} E
lis observérent qu'en leur injectant de |'hématoporphyrine, celle-ci :
s'accumulait préférentiellement dans les tumeurs ainsi que dans les

nodosités lymphatiques. Ces observations fortuites conduisirent a de

nombreux travaux sur |'accumulation et la rétention sélective des }

porphyrines dans les tumeurs (9).

AULER et BANZER (8) .injectérent aussi. de |'hématoporphyrine
a différents animaux auxquels on avait greffé des tumeurs, puis les exposérent
& la lumiére ultraviolette.. Il en résulta Uune augmentation de la:nécrose

des tumeurs..

En 1966, LIPSON (10), qui avait étudié la rétention sélective
du dérivé de |'hématoporphyrine, mentionna le traitement photodynamique
d'un cas de cancer i"écur'r'ent_et récalcitrant chez un patient en utilisant

celui-ci comme agent photosensibilisant.

Quelques années plus tard, DIAMOND (11) constata que des

gliomes implantés dans les régions sous—cuta_nées du rat étaient détruites
efficacement par I'administration d'échantillonscommerciaux d'hémato-

porphyrine suivie d'une exposition & la lumiére. |

En 1975, KELLY (12) implanta chez des souris des tissus .
sains et cancéreux (carcinomes) de la vessie d'un homme. L'adminis-
tration diu dérivé de |'hématoporphyrine, suivie d'une exposition' a
la lumiére pendant vingt-quatre heures causa une destruction prononcée

des tissus tumoraux et peu de dommages au niveau des tissus sains.

De méme, DOUGHERTY (13) rapporta |'obtention de résultats
analogues sur des souris et des rats et ne nota aucun dommage au

niveau-de la peau.
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A la suite de ces résultats, des essais cliniques de icette
thérapie photodynamique des tumeurs ont été réalisés sur des patients
(14-a,b).

2) Aspect clinique de la photochimiothérapie :

Cette technique, maintenant bien établie, est connue sous le
nom de PHOTOCHIMIOTHERAPIE ou P.C.T. Les recherches actuelles sont

axées essentiellement vers I|'utilisation des porphyrines comme sensibilisateurs

‘en particulier du dérivé de |'hématoporphyrine (HpD). Ce composé est
utilisé dans le traitement de différents types de tumeurs chez |'dtre

humain (fig. 11-3)

i) En thérapie, la technique utilisée implique une injection intraveineuse
ou intrapéritonale d'HpD suivie d'un temps d'incubation pour permettre
d ces composés de se fixer au niveau cellulaire. Une irradiation dans
une de ses bandes d'absorption provoque des effets phototoxiques
responsables de la nécrose du tissu qui le contient (15-a,bl.On utilise
en général une lumiére rouge (630 nm) car cette longueur d'onde
'bénétr’e profondément dans les tissus (sur plus d'un centimétre). ||

n'est pas nécessaire d'utiliser une source Laser car le spectre d'absorp-
tion de 1'hématoporphyrine est trés large. Toutefois, les Laser‘s ont
I'avantage de pouvoir &tre couplés facilement & une fibre optique,

ce qui permet une utilisation par voie endoscopique.

ii) Cette technique peut également servir dans la localisation de Iésions
macroscopiques visibles, comme un petit cancer bronchitique (16), ou
pour réaliser une cartographie d'une lésion étendue comme un cancer
de la vessie (17), par détection de la fluorescence a 690 nm des

porphyrines aprés excitation U.V. (407 nm).

3) Nature des porphyrines utilisées dans ce traitement :

L'HpD est obtenu . & partir d'une acétylation suivie d'une
I;wydr'olyse alcaline de |'hématoporphyrine (18). C'est un mélange
.coh\plexe de plusieurs porphyrines appelé PHOTOFRIN | dont la
composition n'a été que partiellement élucidée (19) (fig. l1-4).
Tous les constituants * de ce mélange ne semblent pas avoir les
mémes propriétés photosensibilisantes. Ceci pourrait:&tre did a leur
pouvoir de rétention au niveau des tumeurs (20). Ainsi DOUGHERTY

a pu séparer du mélange, une fraction appelée PHOTOFRIN |1 qui est
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Diagramme schématique de la détection et de la
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Figure II-4. Structure des principales porphyrines constitutives du dérivé de

1'hématoporphyrine (HpD)
a. Hématoporphyrine IX ;

(Hydroxy-1 éthyl) - 8(3) vinyl - 3(8) deuteropor'phy-

rine IX ; c. Protoporphymne IX ; d. O-acétylhématoporphyrine IX ; e. 0,0'-

diacétylhématoporphyrine IX ; f. (Acétoxy-1 éthyl) - 8(3) vinyl -3(8) deutéropor—-

phyrine IX.




constituée des éléments les moins polaires. Celle-ci serait plus faci-
lement retenue au niveau des tissus tumoraux et aurait i'action photo-

' dynamique la plus importante. L'identité du ou des composés responsables
de cette action n'a pas encore été déterminée. Toutefois certains auteurs
ont proposé que ceux-=ci pouvaient &tre des éthers(21) ou esters(14b)

de la dihématoporphyrine appelés DHE (fig. 11-5). || semble que
I'activité photosensibilisante des composants de |'HpD soit liée & leurs
propriétés physiques (solubilisation en phase lipidique (22), degré
’d'aggr‘végation (23-a,b)) et que'celles—ci vont influencer leur distribution

dans les tissus et au niveau intracellulaire.

4) Ciblesde phototoxicité et action photodynamique des porphyrines :

Au niveau cellulaire, la principale cible associée au processus
photodynamique des porphyrines est la membrane cellulaire (24-25).
Les cellules cancéreuses irradiées en présence de différentes porphyrines
(protoporphyrine, hématoporphyrine, HpD) montrent des altérations
morphologiques au niveau de la membrane (trous et vésicules endo et
exo-plasmiques (26)) conduisant & une modification de leur perméabilité
et de leur fonction de transport (27). Au niveau moléculaire, les -
principaux constituants des membranes (lipides et protéines) subissent
des réactions de photooxydation. Ainsi GROSSWEINER (28-a,b,c) a montré
que la peroxydation des lipides contenus dans les liposomes pouvait
étre responsable de |'inactivation des cellules cancéreuses. Toutefois,
de récentes études (29) ont établi que les effets phototoxiques les’
plus importants proviennent d'une détérioration des protéines. Certains
" acides aminés tels que le tryptophane, |'histidine, la cystéine subissent
des dégradations importantes. De méme, & la suite d'expériences sur
des érythrocytes (30), on a observé la formation de liaisons inter ou

intrapeptidiques.

Une augmentation du temps d'incubation (avant irradiation)
permet aux porphyrines de migrer vers les régions intraceliulaires (31)
oU d'autres sites d'action de la phototoxicité de ces molécules. ont été

décrits.

C'est le cas des microsomes (32), des chromosomes (33) ou
encore des mitochondries (34). Au niveau de ces derniéres, |'action des
porphyrines est responsable de l'inhibition de la respiration et de la

phosphorylation oxydative (25).
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Les détériorations photoinduites au niveau de I'A.D.N par
les porphyrines semble.nt: jouer un réle mineur dans le mécanisme de
I'inactivation des cellules tumorales (35). Pourtant DUBBELMAN et al.
(36) ont montré que cette action photodynamique était responsable de
coupures simple brin au niveau de |'A.D.N ainsi que de |'induction de
liaisonsentre protéines et A.D.N. Ces différents effets occasionnent |'arrét
de la synthése de I'A.R.N et de I'A.D.N. C'est spécifiquement au niveau
de la guanine que s'effectuent: ces .interactions (37-a,b). Elles résultent
d'une photooxydation de ce résidu. Toutefois aucune activité mutagéne
(38) n'a pu &tre décelée aprés traitement par |'HpD, ce produit ne
semblant pas induire de réactions secondaires carcinogénes pour

{'organisme.

Les effets néfastes les plus importants qui interviennent
a la suite du traitement photochimiothérapeutique par les porphyrines

sont principalement de deux natures.

Les premiers concernent..des accidents. de photosensibilisation.:
de la peau (lésions urticariennes et sclérodermiformes) qui persistent
pendant plusieurs semaines (39). L'étiologie de ce phénoméne est peu
connue mais semble liée a la lente élimination des porphyrines par
les tissus aprés traitement (40). L'administration d'agents caroténoides
(a ~Tocophérol (40), R-caroténe (41)) connus pour désactiver ['état:
triplet des porphyrines permet d'obtenir un degré: satisfaisant de

protection.’

Les seconds :concernent la possibilité d'induction phototoxique
au niveau de la rétine et du cristallin de l'oeilr (42). En effet, la
photooxydation sensibilisée par les porphyrines de certains acides
aminés (histidine, tryptophane) ou de |'acide ascorbique (43-a)
présents dans les tissus de l'oeil peut conduire & une photopoly-

mérisation et & |'apparition de cataracte (42).

Le mécanisme primaire de |'action phot_bdynamique des
porphyrines est trés controversé. Ceci est d&t & la complexité des
paramétres (distribution cellulaire, agrégation , pH) liés a ce
phénoméne et au nombre important d'espéces activées ou radicalaires

initiatricesde cette action.

Les effets phototoxiques les plus importants sont attribués

a la formation d'oxygéne singulet (44-a,b,c,d). Ces résultats ont




5) Perspectives :

Les recherches actuelles sont orientées vers !'amélioration du
pouvoir photosensibilisant des :porphyrines, .soit' au niveau.de leur . -

distribution intracellulaire, soit dans |'augmentation de leur réactivité.

Ainsi MEW (52-a) d'une part et OSEROFF(52-b) d'autre part
ont montré que I|'hématoporphyrine lide & cer‘tains'anticor‘ps monoclionaux
pouvait avoir une trés bonne activité photodynamique par rapport &
certaines cellules tumorales. L'action conjuguée de ces deux -entités permet
la fixation de I'Hp dans des cellules tumorales spécifiques et la

destruction sélective de celles-ci aussi bien in vivo que in vitro.

Seules quelques études sur des porphyrines autres qué I'HpD

ont été citées dans la littérature. Celles—ci concernent ['utilisation de

porphyrines synthétiques hydrosolubles. Ainsi la méso-tétra sulfonato-4 phényl- A

porphyrine.; qui est un bon agent de rétention des tumeurs (9) n'a pas
été utilisée cliniquement probablement & cause de sa longue rétention

dans l'organisme et a sa neurotoxicité naturelle & grande concentration -
(53). Toutefois ces composés absorbent peu & 630 nm. C'est pourquoi

les chercheurs s'intéressent a |'utilisation de composés analogues
absorbant plus intensément dans le rouge telles que les phtalocyanines (54)

ou les chlorines (55).

Une nouvelle technique a été proposée par BODANESS et al. (56)
afin d'améliorer la réactivité des porphyrines en milieu non oxygéné.
Celle-ci est basée sur une absorption de deux photons par le sensibi-
lisateur et fait intervenir le mécanisme suivant

HRD  (S.) —a HpD (s,)

HpD  (S,) ‘S m HpD (T))

1 1 HpD: + substrate
. hv substrat
HpD (Tl) ——p  HpD (Tn) : a——

HpD® +substraté

Toutefois, de nombreuses études sont encore nécessaires pour
optimiser les différents parametres responsables de |'action phototo-

dynamique des porphyrines.

En particulier, ces études reposent sur la connaissance des
propriétés photochimiques et des mécanismes primaires de photoréactions

de ces molécules.
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conduit de nombreux auteurs & étudier les rendements de formation de
cette espéce suivant la nature des porphyrines (45-a,b) et {"envircnnement
(46-a,b) ‘dans lequel 'elle est. produite a'fini‘dé comparer’ ['efficacité photo-
dynamique de différents.dérivés. Par contre d'autres auteurs. (47a-b;28-a)
pu .détecter 'la formation du .radical anion .de '--l-'h’ématopdr-‘phyr-‘i:h'be:« (HZP‘-)
dans des études in vitro. Celui-ci est formé a partfr de I'état excité
_triplet (47-a) de la porphyrine. De méme SCONFIENZA et al. (48) ont
proposé un mécanisme de transfert d'électron de la porphyrine vers

le tryptophane comme étape primaire de la photodégradation de ce

dernier.

Cette ambivalence photoréactionnelle est liée & |l'environnement
et au degré d'agrégation des porphyrines (28-a,48). Un mécanisme
de type || sera prépondérant en milieu homogéne et en présence. de
porphyrine sous forme monomére, tandis qu'un milieu hétérogéne et
|'agrégation  des porphyrines favoriseront un mécanisme de type I.
Ce dernier résultat semble &tre confirmé par le fait que GROSSWE{NER
(28-b) a pu montrer que des agrégats. d'HpD pouvaient promouvoir des

effets photosensibilisants en milieu non oxygéné.

La formation d'autres espéces activées dei,l~'oxygéne tels que
le radical hydroxyle (43-a,b; 49), l'anion superoxyde (50-a,b), le
peroxyde d'hydrogéne (43-a) a pu &tre mise en évidence par des
méthodes de piégeage .lors de l'irradiation des porphyrines: en présence

d'acide ascorbique .et de cystéine.

L'importance des effets phototoquues occasionnés p';-lr‘ ces
dérivés oxygénés est difficilement mesurable. Pourtant , GIBSON et al.
(S1) ont montré que I|'anion superoxyde n'est pas le principal agent

responsable de |'action photodynamique de ['HpD.

Toutefois comme |'HpD est un mélange complexe de plusieurs
porphyrines qui possédent des propriétés physico-chimiques
différentes (solubilité, rendement de conversion intersystéme, couples
acico-basique etc....), leur distribution dans les cellules dépendra
de leur environnement (phase lipidique/aqueuse, complexation avec les
protéines, pH intracellulaire, oxygénation ....) et sera responsable

de leur différence de réactivité (type I/type IL) pendant ['irradiation.

ont




IV - PHOTOCHIMIE DES PORPHYRINES

1) Généralités :

Les porphyrines (base libre, complexes métallés, formes
réduites) jouent un rdle important dans beaucoup de processus rédcx
et de transfert d'énergie : |'étape réactionnelle primaire de leurs états
excités repose & la fois sur ‘'un transfert de charge et sur la formation
de complexe analogue au mécanisme invoqué lors de la premiére étape
de la photosynthése. Dans le but de construire des modéles équivalents,
de nombreuses études ont porté sur la photoréduction et la photo-
oxydation des porphyrines, spécialement pour trouver des agents réduc-
teurs ou oxydants capables de produire des photoréactions rédox.

cycliques (57-a,b,c,d,e,f).

Les résultats préliminaires obtenus sur la nature du méca-
nisme photochimique intervenant entre les différentes espéces proviennent
de méthodes spectroscopiques telles que la’ photolyse éclair, la résdhance
paramagnétique électronique (R.P.E.) ainsi que de la polarisation
nuciéaire dynamique induite photochimiquement (C.1.D.N.P). Ceux-ci

seront exposés dans les paragraphes suivants.

Dans un solvant inerte, c'est généralement |'environnement
(présence d'un accepteur ou d'un donneur d'électron) qui va déterminer
la direction du transfert électronique. Celui-ci dépend principalement
des potentiels rédox des états excités des porphyrines. Bien que ceux-
ci ne soient pas connus, il est intéressant de noter que la réactivité
phétochimique des por‘bhyr‘ines montre une certaine symétrie qui .suit
I'ordre de décroissance des potentiels de réduction de ces produits
a 1'état fondamental. En fait, c'est la densité de charge électronique
portée par les azotes centraux du cycle porphyrinique qui va déterminer
le potentiel rédox de ces molécules et influencer leurs propriétés acido-
basiques ainsi que leur réactivité en terme de transfert électronique (58).
Cette densité de charge dépend & la fois de la nature des différents
substituants pér‘iphér‘iqués de la porphyrine (positionsméso et B-pyrrolique)

(fig. Il1-6a) et du noyau métallique complexant:

~ Pour une série de porphyrines de méme nature, le potentiel de
réduction augmente avec des substituants électro-donneurs et diminue
avec des substituants électro-attracteurs, principalement pour des

substitutions en position méso ou la densité de charge la plus importante




-

Figure II-6b i) Formule limite de résonance du cycle tétrapyrrolique selon
WOODWARD (59) ; ii) Distribution électronique de charge relative lors de 1,intro-
duction d'un électron au niveau du cycle tétrapyrrolique (60) (niveau 4e = ).
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est située sur les ponts interpyrroliques (fig. 11-6b).

- Dans le cas des complexes métalliques, le potentiel de réduction

augmente avec |'électronégativité du métal (61).-

- De méme, les constantes acido-basiques (PK3)* des bases libres suivent
I'ordre des potentiels rédox (62) : plus la basicité est forte, plus le
potentiel de réduction est négatif. Ceci implique que le produit est

plus difficilement réductibleet,a fortiori, que la densité de charge est
pius importante au niveau des azotes centraux. En fait le pKa sert a
mesurer la densité de charge 0 au niveau du cycle. En affectant les
intégrales coulombiennes des carbones méso, la densité de charge o

doit directement influencer les orbitales T du systéme auxquelles sont

rattachées les propriétés redox du composé (4).
Ces résultats sont rassemblés dans le tableau 11-2%%,

Les différents paramétres mentionnés ci-dessus affectent
également les niveaux énergétiques des états excités des porphyrines et
donc leur photoréactivité. Cette derniére sera encore influencée par
d'autres facteurs tels que le solvant, la concentration, les phénoménes
d'ag régation ou le pH. Ceux-ci modifieront principalement les vitesses
de réaction, les rendements quantiques de formation des espéces excitées

ainsi que la sensibilisation des intermédiaires radicalaires.

2) Irradiation des porphyrines seules en solution :

Penidant |'irradiation de certaines porphyrines en solution
aqueuse les radicaux anion et cation de ces espéces ont pu étre mis

en évidence.

‘Ainsi BONNET et al. (3,66) ont montré par radiolyse pulsée
que la méso-tétra{sulfonato-4 phényl) porphyrine, |'uroporphyrine, la

cuproporphyrine et |'hématoporphyrine** conduisaient & Ila formation

* Pour plus de commodité on note généralement la porphyrine sous

forme de base libre PHZ' Quatre couples acido-basiques sont liés a

la dissociation de cette base libre : pK1(PH-/P2—); pKz(PHz/PHf);
T 29, +
PK(PHY/PH,); pK4(PH47PH3)

#*

Les formules des dérivés tétrapyrroliques cités dans ce chapitre

sont résumés dans le tableau 11-3.
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b POTENTIEL DE |- 63 | 65
PORPHYRINES REDUCTTON oK., ELECTRONEGATIVITE
_ Enfd(P) volts
z
TMePyPH, - 0,558 2 /
TAPPH, - 0,6758» 4 /
TPPSH, - 1,098 5 /
(HD
e
Sn (IV) TPP - 0,815 / 4,8
Pd (II) TPP - 1,10%* / 2,0
Ni (II) TPP - 1,185 / 1,8
cd (II) TPP - 1,554 / 1,5
Mg (II) TPP - 1,35%4 / 1,0

Tableau IT-2. Influence du caractére acido-basique et de 1'électronégativité -

du métal sur les potentiels de réduction de quelques porphyrines a) lespotentiels
sont donnés par rapport A 1'électrode au calomel saturéd ; b) MIPP : complexe
métallé de la méso-tétraphénylporphyrine ; TMePyPH,, : méso-tétra (N méthyl-4
pyridyl) porphyrine ; TAPPH. : méso—tétra (N,N' ,N"“triméthylaminoe —--4 phényl)
porphyrine ; TPPSH, : méso-Tétra (sulfonato-4 phényl) porphyrine.(voir tableau II-3)




NOM ABBREVIATTON SUBSTITUANTS
Méso-tétraphénylporphyrine TPPH2 RS, 10,15,20 = o -
A @
Méso-tétra (N-méthyl-4 pyridyl) TMePyPH, RS,lO, 15,20 = < 0N ~CH,y
porphyrine
- s > _ +
MESo—tetr? (N,N'N"-triméthyl~4 TAPPH,, R5,10,15,2o =p. ©-N (CH3)3
aminophényl )porphyrine
. Méso-tétra (sulfonato—4 phényl)] TPPSH, R5,10,15,20 = p. 0—50;
porphyrine
: Ry.8,13,18 =
" Octylporphyrine " R = -(CH.,)., -CH
2,12 (a2 o0.3
By 17 = —(CH;),-CO, CHy
(Hydroxy—4 phényl) -5 tris (p- Ry = p. ©-OH
tolyl) - 10,15,20 porphyrine . Rig 15,20 = P- ® ~CH,
R;,7,12,18= ~3
Hématoporphyrine Hzp : R:3 g = —CHOH -CH,
?
Ryz,17 = —(CHy), -COH
Ry,7,12,17 = <y ~ COH
Uroporphyrine = (CH.). —CO
R3,8,13,18 275 —COH
Coproporphyrine . R;.8,12,18 = ‘ng o
Ry 7,13,17 = ~(), <0,
Octaéthylporphyrine OEP 85,3,7,8,12,13,17,18~ ~CHy=CHj
Deuts _ R2,2,12,13 = —CH,
eutéroporphyrine - _

Tableau II-3. Structures des différentes porphyrines citées dans ce mémoire
(les substituants non précisés correspondent a des atomes d'hydrogene).
® = radical phényle.
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du radical cation par photoionisation & partir de 1'état triplet. Ce
phénoméne avait déja été observé par TOLLIN (67) lors de l'irradiation
de la chiorophylte. Cette réaction est spécifique du solvant utilisé (66)
et de la nature de la porphyrine (3). Ce résultat est probablement ié,
selon BONNET (3), au potentiel de réduction de ces espéces, donc au

caractére énergétique de la réaction.

Par photolyse éclair, FRINK et FERRAUD! (68) ont mis en
évidence un processus d'annihilation triplet-triplet & partir de !'état
31:11* de différentes métalloporphyrines (MP) : I'octaéthylporphyrine
de zinc et la tétraphénylporphyrine de zinc. Ce processus fait
intervenir la formation d'un excimére dans 1'état excité singulet dont
I'évolution est différente suivant la nature du solvant. En milieu
non polaire, il donne [|'espéce 1MF’ dans |'état 11”1*. En milieu polaire,
cet excimére peut conduire aux radicaux anion et cation de la porphy-

rine (69) selon le mécanisme suivant (70)

Mp NIy 'mp sc, 3MP'@M‘)

‘MP +°MP  — (MPMP)* ( excimére)

k| MPMP)* —a-'MP (77*) + MP ( solvant non polaire)
1 *

(MPMP)* ——= mpe+ 4 Mpe- ( solvant polaire)

Ce mécanisme serait analogue 3 celui mis en évidence avec une série

de composés de structure voisine : les phtalocyanines {(70).

3) irradiation des porphyrines en présence de substrat :
a) Photooxydation

a-1 Réaction avec des accepteurs d'électrons

Certaines études ont permis de mettre en évidence la formation

d'exciplexes en milieu non polaire lors de la désactivation des états
excités des porphyrines (P) en présence d'accepteurs d'électrons teis que

les quinones (Q) ou les dérivés nitrés aromatiques. Cet exciplexe peut




se former & partir des états excités, singulet (71-a) et triplet (71-b,c,d).
Toutefois |'exciplexe formé a partir du triplet présente une plus grande
réactivité_ que celui formé & partir du singulet du fait que sa structure

facilite la formation de la paire de radicaux ions (71-e).

Kapinus et al. (71-d) proposent le schéma réactionnel

suivant pour la formation de l'exciplexe & ['état triplet.

complexe de paire de exciplexe
rencontre radicaux jons triplet

"3
% + Q@ == (p----q) == (p+--r-a+-) =="(Pa)"

| \ p+o/

La formation de I'exciplexe passe par trois étapes distinctes :
1) formation d'un complexe de rencontre
2) transfert d'électron et création d'une paire de radicaux ions
3) transfert inverse et recombinaison au sein de la paire conduisant aux
réactifs ou a la formation de |'exciplexe. Par désactivation, ce
dernier reforme la paire de radicaux ions initiale ou redonne les

produits de départ.

En milieu polaire, aussi bien ['état singulet que |'état triplet
des métallo_porphyrines donnent des ions libres qui se recombinent pour
donner les produits de départ & des vitesses proches de la limite de
diffusion (72). En effet un solvant polaire favorise la dissociation de
la pair‘e.en radicaux ions libres solvatés. En contrepartie la stabilité
de i'exciplexe est at_ténuée (durée de vie plus courte) et I'équilibre
paire de radicaux ions exciplexe est fortement déplacé vers la droite.y
L'étude de ces processus (71-b,d) a montré |'intervention d'un transfert
de charge entre ces différentes espéces.-E.n particulier en milieu
polaire ol celui-ci est un transfert d'électron. De bonnes corrélations
(71-b,73,74,75) ont pu &tre mises en évidence entre les potentiels de
réduction des inhibiteurs (quinones) et le log (Kg) olU Kg représente
la constante de vitesse du processus inhibiteur. Ces résultats (71-d,
73,75,76,77) ont permis également de démontrer que Kq peut &tre lié

a l'énergie libre (AG) requise par la réaction de transfert d'électron.

Celle-ci est donnée par |'équation de REHM et WELLER (78)

—_ ox a4 ’
AG = El(P) - E:e(o) - g - E(Tas)
2

2




ou Elox (P) et Elr‘ed
2

(Q) sont respectivement les potezntiels d'oxydation de
la porphyrine (P)2 et de réduction du substrat (Q), £ est un terme
coulombien lié & la .nature du solvant et exprimant €r‘l‘inter*action entre
les partenaires de la paire d'ions formée, E' est |'énergie de |'état

excité de ifa porphyrine.

Ces réactions de transfert de charge entre chlorophylie

(67,79-a,80), porphyrines (79-b,81,82-a) et des quinones ont fait

I'objet de nombreux travaux. La chlorophylle (Chl) (78-a) et la
tétraphénylporphyrine de zinc (Z."nTP'-P)_‘ (79-b) transférent un électron

a la quinone (Q). les signaux R.P.E des radicaux semiquinoniques (HQ®)
dérivant .des radicaux anions des quinones ont été obtenus par TOLLIN
(79-a). Ce méme auteur a pu mettre 2n évidence la formation du radical
cation de la chiorophylle (Chlt) ainsi que d'autr'es radicaux provenant
du solvant (éthanol) par R.P.E (80). Il suggére le mécanisme suivant

qui fait intervenir un exciplexe ternaire.

Chi -DZu Chl 5S4 3Chi

Chi + Q
3————

o+ (o~ - »
3-Ch| + Q —» Chi**Q < Chi®** + Q°*- @‘
J/

.

Chi** + EtOH — Chl + EtOH**

ou
| o
3cht + @ B9 %(chi...Q...EtoH) — Chi**Q*=EtOH
3 ' Chl + Q + EtOH
 ChI**Q*"-EtOH
Chl + Q*~ 4+ EtOH**
puis

2Q°*" + 2H* —>»Q + QH2
2EtOH®** —»  Et-0-O-Et + 2H*

Et-0O-0O-Et + O.H2 - Q + 2EtOH




Dans le cas des dérivés metallés de porphyrines hydrosolubles.
(MP) HARRIMAN et al. (82-a,b,c,d,e) ont montré par photolyse éclair
que le mécanisme primaire de photooxydation par le persulfate de sodium
faisait intervenir une paire d'ions. Toutefois par dismutation, les radicaux

cations de ces porphyrines forment le dication :

2 MP** === MP +MpP2*

Ce dernier, par attaque par les ions hydroxyles en milieu alcalin,
conduit & la formation d'isoporphyrine (MP(OH)+) (82-b,c,e;83) et de
dihydroxyporphyrine (MP(OH)Z) (82-b,c,e) (fig. 11-7). Ces auteurs
ont également émis |'hypothése que l'yn des intermédiaires observés

pouvait &tre un dimére T du radical (MPt)z(SlL).
a-2 Réaction avec ['oxygéne (02)

En présence d'oxygéne les porphyrines (P) ou leurs
complexes métallés excités dans |'état triplet peuvent donner lieu a
des réactions de transfert d'énergie et former de |'oxygéne singulet

(102) (chap. 11, parag. lil<4)

%+ %0, —» R + 'O,

1O2 serait alors responsable de |'indctivation photodynamique de

systémes biologiques (85). Lamola et al. (86) I'ont démontré dans le
cas de la photohémolyse des membranes des hématies lors d'uneproto-
porphyrie d'origine génétique : la protoporphyrine IX sensibilise la
formation de 1()2, qui serait responsable de {'oxydation des liaisons

insaturées du cholestérol en hydroxy-3l3—hydroperoxy-Sa-AG-Ch‘olésté'ne.

&

HO ' | HO

OOH
cholestergl hydroxy - 3 hydraperoxy-- 5¢~ A°- cholestene
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R R

R | R (ZnTMPyP(3)*%*)
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R R OH
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OH"
(ZnTMPyP(3) OH5*)
R OH
J
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N
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Figure I1-7. Photooxydation de la méso-tétra (N-méthyl-3 pyridyl) porphyrine de
zinc par le persulfate de sodium.




Cet hydroperoxyde en- se scindant donne naissance & des espeéces
radicalaires susceptibles d'attaquer d'autres sites de la membrane des

hématies.

L'administration de doses massives de R-caroténe ou
~d'a-tocophérol, substances connues pour inhiber |'état triplet des

porphyrines, protége les malades de cette photohémolyse (87).

La porphyrine elle-méme peut &tre photooxydée par 1O2
ainsi formé. COX et WHITTEN (88) ont mis en évidence la formation
de photoprotoporphyrine (A}, de ‘monoformyimonovinyldeuteroporphyrine
et de diformyldeuteroporphyrine(B) lors de l'irradiation de la diméthyl

ester protoporphyrine IX en milieu non polaire et en présence d'oxygéne.
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De méme, MAUZERALL (89) lors de !'irradiation de ['octa-
éthylporphyrine de magnésium dans le benzéne reporte la formation de

1-formyl-19 cetotétrabiléne (C).

b) Photoréduction

Les cycles tétrapyrroliques sont photoréduits par transfert , |

de charge en présence de donneurs d'électron.

La chlorophylle (Chl) sensibilise |'oxydation de !'hydroquinone.

(HZQ) par transfert d'électron. On aurait (90)

Chi hv 1Ch| isc . 3Ch|

chi + QH, — Chi*~ + QHg*

QH3* — Q- + 2H*




’ Le radical benzosemiquinonique (HQ®) formé & partir
du radical cation (QHZ.:) a été caractérisé par.R.P.E par BANERIJEE
et TOLLIN (91).

En présence d'acide ascorbique (AHZ)’ la chlorophylle est
photoréduite en sa forme semi-réduite ((;th'.) dans la pyridine. Cette

derniére a été observée par R.P.E (92).

chi —Ris iop B 3o

Chi + AH, — - ChiH® + AH’
AH°® —_— A + H*

L'hématoporphyrine est photoréduite en présence de donneurs
d'électrc;n ou de proton. Les radicaux de l'uroporphyrine (57a), de
|'hématoporphyrine (47-a,b) de méme que ceux des agents donneurs
(47-B) ont été détectés par R.P.E ou par photolyse éclair (93). Selon

ces études, c'est ['état triplet des porphyrines qui est ['état réactif.

Les métalloporphyrines et leurs bases libres (P) sont
réductibles en solution aqueuse désoxygénée en leur radical anion
(94,95,96,97,98,57-e). Par dismutation, ces radicaux forment de nouvelles
espeéces :des phlor'ihés; des tétr‘ahydroborphyr‘ines (95,57-e) ou des chlorines
(57-e) (fig. 11-8).

P + RH, —= P°" 4+ RH*w PH® + RH®

2P*-  2H+
_— > P + PH, (phtorine ou cmnﬂne)
2 PH*

PH, + PH* — PH} + P

2PH3 — PH, + PH, (‘tétrahydrnpnrnhyrine)




Figure IT

philorine chlorine

tétrahydroporphyrine

roliques.

—8. Structure des dérivés résultant de la réduction des cycles tétrapyr-




Ce mécanisme réactionnel a été proposé a partir d'études
de radiolyse pulsée (95,57-e) et de R.P.E basées sur la deutération
du solvant (99).

La réduction peut intervenir au niveau du métal ou au
niveau du cycle (95). Le type de produit formé dépend de la nature
de la porphyrine, de celle du noyau métallique et du pH de la

solution (94).

La réactivité de ces porphyrines est reliée d'un point de
vue énergétique 3 leur potentiel de réduction (94,98,57-e) et il a

été également démontré que c'était la molécule protonée dans son.

état excité qui était la plus réactive (94,98,99,100).

4) Utilisation de la C.l.D.N.P. dans ['étude photochimique des porphyrines :

La technique de photo-CIDNP a été employée dans |'étude

des réactions photochimiques faisant intervenir des cycles tétra-

pyrroliques par de nombreux groupes de recherche afin d'étudier les
différents mécanismes mis en jeu et de déterminer les intermédiaires , }

radicalaires ainsi que les produits formés au cours de la réaction. 5

La premiére expérience de CIDNP fut réalisée par TOMKIEWICZ ;
et KLEIN (101) qui étudiérent la photooxydation de la chlorophylie (Chil)
par des dérivés quinoniques (Q). [ls observérent des polarisations

‘sur les quinones et interprétérent les résultats par la formation de la

+ = s . , . .
paire ChieQe 3 partir de |'état singulet.. Ces travaux repris par
ROTH et LAMOLA (102) en une étude plus approfondie ont conduit cés derniers
a des résultats opposés, leur suggérant que la paire de radicaux ions

est forméea partir de 1'état triplet. CLOSS (103) propose également

la formation de la paire radicalaire & partir de |'édtat triplet lors
de I'étude du systéme inverse : la chiorophylle jouant le réle d'accepteur,
les substrats étant des dérivés hydroquinoniques. Cette réactivité a
partir de ['état triplet est confirmée par le fait que le B-caroténe

inhibe ces réactions de photo-CIDNP (102).

Plusieurs facteurs influencent les réactions de CIDNP : le
pH, la concentration des espéces présentes, la nature du solvant.

ROTH (102) a observé qu'un milieu acide favorisait |'observation des
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polarisations. L'explication de ce phénoméne fut donnée par
MARUYAMA- (104) qui propose la formation d'un complexe entre |'accep-
teur et le donneur. L'acide permettrait la séparation de la paire
Chl: Qe et favoriserait la réversibilitd du processus. De méme ROTH
(102) a pu montrer que la concentration de |'accepteur pouvait inter-
venir au niveau de la probabilité de formation de la paire dans les
états singulet ou triplet, favorisant ainsi |'un par rapport a |'autre.
MARUYAMA (105) a étudié I'influence du milieu sur la réaction lors de

I'irradiation de la phéophytine-a (Pheo-a) en présence de triméthyl-2,3,5

hydroquinone s(HZQ)' Dans le méthano!l il a mis en évidence la paire

HQ® Pheo-aH®et en milieu non polaire (benzéne) la paire HZQ: Pheolap;T.

Les interactions photoinduites entre porphyrines et quinones
ont fait l'objet de quelques études par CIDNP, Ainsi GLAZKOV (106) qui

a étudié Ie'systéme méso-tétraphénylporphyrine/quinone en solution

N P . . . . + =
benzene-méthanol a pu identifier la formation de la paire TPPe QOT

pendant |'irradiation.

Il est & noter que dans tous ces travaux les auteurs n'ont
jamais observé de polarisations au niveau des protons des dérivés
por‘phyr‘ini'ques pendant irradiation & |'état stationnaire; ces derniers
ne montr‘ent. généralement que des effets d'élargissement des raies.

L'interprétation de ce phénomeéne fut donnée par CLOSS et SITZMANN

(107), dans le cas des dérivés chlorophylliques. |l proviendrait
d'un échange d'électron entre deux molécules du pigment : |'une
étant chargée, |'autre étant neutre (cf. chap. I, par. I1V-1),.

Toutefois derniérement, MARUYAMA a observé grice a la
CIDNP résolue dans le temps des polarisations provenant des protons
pyrroliques de la méso-tétraphényiporphyrine (108,109) et de |'octy!-
porphyrine (109) lors de I'irradiation de ces dérivés en présence de
composés phénoliques. Il a pu, par la méme occasion, relier la

réactivité aux potentiels d'oxydation des agents électrodonneurs.

ZHURAVLEV (110) avait également observé, lors d'une étude
; 1 P . . . . .
par CIDNP 3C de la photoréaction de dérivés de la méso-tétraphényl

porphyrine (TPP) avec la parabenzoquinone (Q), des polarisations
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uniquement sur les carbones méso de ces porphyrines. il propose

le mécanisme suivant :

3
TPP + Q — TPP: Q¢

TPPS Qs — TPP¢ + Q°

Q* + H' —™== QH°

F
TPP? + QH®* — TPP:QHe

La contribution des différentes paires a été mise en
évidence par I'inversion des polarisations sur la quinone lors de
1'addition d'un piégeur de radicaux, le tert-butylnitroxide. De méme,
" MARUYAMA (111) propose un schéma analogue lors de ['étude du méme

systéme en présence d'acide.

Cet auteur a mis également en évidence par CIDNP la
formation de photoproduit dans les systémes méso~tétraphényl
porphyrine/quinong/méthoxy=4-phénol (112) et = (hydroxy-4 phényl)-5
tris p-toly!-10,15,20 por'p'hy'rji'ne/quinone' (113).

V - CONCLUSION

L'utilisation des porphyrines comme agents photosensibilisants
en photochimiothérapie dés cancers repose sur leur phototoxicité au
niveau des cellules tumorales. Le mécanisme réactionnel primaire
responsable de leur action photodynamique est trés controversé.

Celui-ci fait intervenir deux catégories de réactions : type IIL et

type I. Certaines études ont démontré que la photoactivité des porphy-
rines est attribuée aux réactions de type II. Toutefois, la diversité
des parameétres physicochimiques liés & la nature des porphyrines et

a leur environnement peut favoriser |'un des mécanismes par rapport

a l'autre. Il n'est pas exclu dans ces conditions que la formation
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d'espéces radicalaires, par des réactions de type I, intervienne—~

dans les effets primaires de ces agents photosensibi(isants. Jusqu'alors
peu d'études ont permis d'obtenir des renseignements d'ordre mécanis- .
tique sur la nature radicalaire des photoréactions primaires qui
interviennent dans les systémes porphyrines-substrats biologiques.

Les résultats les plus intéressants 3 ce niveau proviennent essentiel-
lement de ['utilisation de la technique de photo~CIDNP dans des

études axées principalement sur |'interaction des porphyrines avec

les quinones. Ces recherches ont permis d"ob.tenir une meilleure compré-
hension des photoprocessus primaires, d'identifier de nouveaux produits,
d'en établir le mécanisme de formation et de détecter des réactions
réversibles importantes dans les études biochimiques. Elles ont permis
également de mettre en évidence |'importance des facteurs énergétiques
liés aux réactions de transfert électronique. L'intérét de ces études

est limité d'une part par la diversité des résultats obtenus suivant

la nature du solvant utilisé et des espéces en solutions et d'autre part
par l'absence de polarisations au niveau des porphyrines (ces polarisations

ne sont observées que dans des cas bien précis cf. chap | par. Vi-1).

Toutefois, ces résultats intéressants nous permettent
d'envisager |'utilisation de la technique de photo-CIDNP danS' Itétude
in vitro de photoréactions de modéles simples se rapprochant des
systémes biologiques . D'une part cette technique peut permettre d'obtenir
une meilleure compréhension des processus radicalaires pouvant intervenir
au cours de l'action photodynamique des porphyrines; d'autre part,
elle peut constituer une méthode de choix dans I'évaluation de la
photoactivité de différentes porphyrines vis & vis de modéles de
substrats biologiques qui constituent en général des cibles d'attaque

privilégiées dans l'organisme.

" Les chapitres 11l et IV exposent |'ensemble des résultats
que nous avons obtenus sur des systémes porphyrine/eau/nucléo-bases

ou acides aminés.
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ETUDE PAR C.1.D.N.P. 'H ET '3C DES PHOTOREACTIONS

INDUITES DANS LES SYSTEMES PORPHYRINES-DERIVES

- QUINONIQUES ET PORPHYRINES-NUCLEOBASES.

INTRODUCT ION

Comme nous l'avons exposé dans le chapitre [, certains effets
primaires qui résultent de l'action photosensibilisante des porphyrines
en photomédecine s'avérent bénéfiques et permettent i1'utilisation de ces
produits en photochimiothérapie des cancers. Mais leur action se révéle
également néfaste en raison d'effets secondaires indésirables qui

provoquent une photo-allergie rémanente aprés traitement.

Pour étudier |'origine de ces différents effets occasionnés
par les porphyrines In vivo, on réalise des travaux In vitro afin de
déterminer si ces composés modifient par voie photochimique une molécule
biologique prise isolément. Dans !'affirmative, on essaie ensuite de
préciser les mécanismes ainsi qué les produits obtenus. La transposition
de ces résultats In vivo est souvent délicate du fait de la simplification
des modeéles utilisés. Toutefois, les éléments qu'ils fournissent sont
indispensables au photobiologiste pour permettre d'élucider le mécanisme
d'action de ces substances, In vivo, et d'expliquer la réponse biologique

résultante.

‘ Les mécanismes de phototoxicité des porphyrines sont de deux
types : i) l'un direct ol la molécule dans un état excité réagit direc-
tement avec le substrat biologique (ce sont souvent des réactions radi-
calaires) ii) I'autre indirect ol c'est une autre molécule qui réagit
(photoproduit ou espéce oxygéne activée) (fig. Il11-1). Le mécanisme
indirect a été le plus étudié car il est r‘esbonsable de la majorité des
effets phototoxiques des porphyrines. Toutefois les opinions restent
controversées a ce sujet. C'est pourquoi nous nous sommes intéressés
essentiellement dans notre travail a étudier le mécanisme direct gréce
a |'apport de la technique de photo-C.I1.D.N.P. qui permet de mettre

en évidence des réactions de type | décrites dans le chapitre précédent.
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Cette téchnique avait été appliquée antérieurement a 1'étude
du systéme d'intérét biologique : chiorophylle-quinone (cf. chap I1I,
pér‘. iV-4). Bien que ces travaux restérent trés ponctuels, ils auront
permis de mettre en évidence le rdle essentiel joué par les processus de
transfert de charge dans ce systéme, et dans des systémes analogues ol

le sensibilisateur était une porphyrine.

Dans notre travail, nous nNous sommes intéressés au comportement

photochimique de solutions aqueuses de dérivés porphyriniques, seuls ou

en présence de substrats biologiques cibles. Les travaux réalisés par

J. MARKO (1) sur des dérivés de phénothiazines et furocoumarines dans

ce laboratoire, ont également révélé un aspect original de la technique

de photo-C.I1.D.N.P.; & savoir que cette derniére podvait constituer un

test simple et rapide d'évaluation de la phototoxicité de ces substances.
Dans cette optique nous avons également tenté d'évaluer la photoactivité
radicalaire de différentes porphyrines et essayé de comparer celle-ci

avec leur pouvoir photosensibilisant.

La premiere partie de notre travail a été consacrée & |'étude
photochimique de |'interaction du dérivé de |'hématoporphyrine (HpD)
et de certains de ses constituants (hématoporphyrine, protoporphyrine)

. » I
avec differents agents électro-donneurs.

L'HpD est en effet l'agent' le plus utilisé en photochimiothérapie
des cancers. De plus comme c'est un mélange complexe de plusieurs '
porphyrines dont |'action photodynamique semble différente, nous avoﬁs
tenté de comparer la photoactivité de certains de ses constituants.

Enfin il était également intéressant de comparer nos résultats a ceux
préalablement obtenus sur des systémes analogues par RPE (2a-b) ou
C.1.D.N.P. (3a-f).

Dans la seconde partie de notre travail, nous avons étendu
notre étude aux systémes porphyrines synthétiques hydrosolubles/bases
des acides nucléiques. L'intérét de I'utilisation de ces porphyrines

réside en plusieurs points.

Le premier est [ié & la pureté de ces produits. Car dans
le cas de I'HpD nous irradions un mélange de porphyrines et les effets
observés en C.I.D.N.P. sont la résultante de |'action pﬁotochimique
de toutes ces porphyrines. Nous pouvdns faire également la méme

observation pour les échantillons d'hématoporphyrine 11X qui contiennent
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de la protoporphyrine et de la vinylhydroxyéthyldeutéroporphyrine en

faible qualntité (4)..

L'utilisation des porphyrines hydrosolubles permet, d'autre
part, de s'afff-anchir des phénoménes d'agrégation. En effet |'hémato-
porphyrine, la protoporphyrine (5a) ainsi que |'HpD (5b) forment des
agrégats importants en solution aqueuse, ce qui est préjudiciable a

l'observation d'effets de C.I.D.N.P. sur ces produits.

Enfin, certaines substances antitumorales sont connues pour
leurs capacités 'a dégrader |'ADN (6). De méme, certains travaux ont
montré que |'ADN est une des cibles biologiqa..ies de l'action photodynamique
des porphyrines {(cf. chap Il). Le mécanisme d'action de ces composés
est responsable de coupures simple et double brins(7a-c). Ces derniéres
sont en particulier moins facilement réparées par les ligases. En cc_)nsé-
quence elles sont plus favorables & promouvoir des effets néfastes qui
peuvent conduire a la nécrose de la cellule. GUTTER (7a) a également
observé que ces lésions étaient dues & une perte des bases guanine

résultant d'une photooxydation de ce résidu. Le mécanisme photochimique

qui conduit & ce processus n'est pas encore établi. Bien qu'il soit
admis. que le mécanisme de type || faisant intervenir |'oxygéne singulet
soit prépondérant dans ce genre de réaction, il n'est pas exclu qu'un

mécanisme radicalaire en soit également responsable.

De plus les porphyrines hydrosolubles ont une grande affinité
pour |'ADN (8a). En particulier, la porphyrine cationique TMePyF’H2 est
capable de s'intercaler au niveau des paires de bases guanine-cytosine
(8b). KOBAYASHI (9) a montré que les propriétés intercalantes des
sensibilisateurs'favorisaient‘ les réactions de transfert de charge qui
nécessitent la proximité spatiale du sensibilisateur et du substrat.

Ces porphyrines, au vu de leurs propriétés -sensibilisantes, peuvent
étre de nouveaux agents sélectifs et efficaces dans la destruction des

cellules cancéreuses.

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous exposerons les
résultats .que nous avons obtenus; dans la seconde, nous ferons
un commentaire sur ifa nature des mécanismes proposés a la suite des

informations apportées par les différents spectres de C.!.D.N.P.
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l1- RESULTATS EXPERIMENTAUX

1) Protocole expérimental :

Les expériences réalisées ont consisté a enregistrer le spectre R.M.N

1H ou 13C au cours de l'irradiation d'une solution contenant la porphyrine

seule ou en présence de substrat. Nous avons utilisé un systéme de filtres
optiques pour irradier sélectivement la porphyrine dans une de ses bandes
d'alisorption [bande de SORET ( =400 nm) ou bandes Q (= 600 nm)]. Nous
avons choisi ces deux longueurs d'onde, d'une part parce que ce sont
celles qui sont généralement utilisées en photochimiothérapie, d'autre part
pour ‘noter les différences éventuelles de réactivité comme |'ont démontré

certains auteurs {10).

Nous avons étudié leurs photoréactions principalement en
solution aqueuse (DZO) ou alcoolique (méthanol-—DA). Ces solvants se
rapprochent le plus des conditions biologiques de solubilisation des

porphyrines dans les cellules.

Tous les travaux précédents de C.1.D.N.P. concernant les
porphyrines ont été réalisés dans des solvants non polaires tels que le
chloroforme ou le benzéne. Toutefois pour des raisons de solubilité nous

n'avons pu obtenir des résultats satisfaisants dans ces solvants.
2) lrradiation des porphyrines seules en solution :

En solution, I'irradiation du systéme porphyrine/substrat
inquit des effets de C.l1.D.N.P. qui proviennent & la fois de la photo-
réactivité des porphyrines seules.en solution ét de leur interaction avec
le substrat. Afin de différencier ces deux phénoménes, nous avons
étudié dans un premier temps la photoréactivité des porphyrines seules

en solution.

Les formules des différentes porphyrines utilisées et leurs
abréviations sont données dans. le tableau l1-4 en ce qui concerne les
dérivés de |'hématoporphyrine; celles des porphyrines hydrosolubles sont

regroupées sur la figure [11-2.

Les porphyrines synthétiques sont des dérivés de la porphine
substituée en position méso par des groupements hydrophiles cationiques

et anioniques™.

Pour des raisons de commodité, nous ferons abstraction des charges portées
par les bases libres des porphyrines lorsque ces derniéres seront écrites sous

forme abrégée.
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P L'irrad'iatfon de {'Hp, de la PP et de |'HpD en solution
aqueuse (2 x 10_3M) a montré un phénoméne intéressant d'élargissement
des raies ("broadening"). Nous avons également observé que pour des

. . . s -2 . .
concentrations supérieures a 10 "M ces effets disparaissent.

Dans le cas de !'HpD il est nécessaire de travailler & pH
l[égérement acide (pH = 5-6) et d'augmenter le nombre d'accumulations

pour observer les signaux R.M.N.

En solution méthanolique, ce phénoméne est atténué. Toutefois
il est intéressant de noter que ces produits sont plus solubles dans ce
solvant. Eh effet en solution aqueuse il se forme facilement des agrégats;
ainsi pour des concentrations de ['ordre de 1~.O-5M, 60% d'Hp se trouve

sous forme de dimeére (2a).

e L'irradiation des porphyrines hydrosolubles a montré qu'eliles
possédaient chacune une réactivité différente. La porphyrine anionique
TPPSH2 ne montre pas d'effet de C.!|.D.N.P. en milieu acide. En milieu
basique les protons pyrroliques et aromatiques de ce composé montrent

P ~ ' 2 . . ~ . » :
un phénomene d'élargissement des raies analogue & celui observé sur Hp.

Par contre les signaux des porphyrines cationiques TMePyPH2
et 'l'AF’PH2 sont polarisés de fagon similaire en milieu acide. La figure
111-3 présente le spectre de C.I.D.N.P 1H obtenu lors de |'irradiation

de la TMePyPH2 a pb = 4.

- Les protons B-pyrroliques d (singulet a8 § = 9,3 ppm) sont
en absorption exaltée (A), ainsi que les protons a-pyridiniques ¢
(doubiet & &
(doublet & §

9,1 ppm). Au niveau des protons B-pyridiniques b

]

9,5 ppm) il est difficile de se prononcer sur la nature

de la polarisation puisque celle-ci est trés faible.

- Les protons N-méthyliques (singulet &8 § = 4,9 ppm) montrent

de |'émission E.

En milieu basique, ces polarisations disparaissent également

sous |'effet d'un élargissement des raies.

Les spectres de R.M.N., pris aprés irradiation, sont identiques

aux spectres de départ : il n'y a donc pas eu dégradation de ces produits.

L4
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TMeR, PH,

Figure III=3:

Spectre CIDNP-H : TMePyPH (Chlorure)—Dzﬂ , pD=4. A) Avant
irradiation B) Pendant irr&diation.




3) Irradiation en présence des agents électro-donneurs :

Les formules des agents électro-donneurs utilisés dans cette.

étude sont présentées sur la figure |1i-4.

La figure I11-5 montre les spectres 1H pris avant et pendant
irradiation d'une solution aqueuse d'Hp et de L-Dopa en milieu légérement
acide (pD = 5).

En plus de I|'effet d'élargissement des raies observé au . cours
de l'irradiation de la porphyrine seule, cette derniére montre de faibles

polarisations sur certains de ses protons :

- protons 5,10,15,20 ( §= 10,8 - 10,1 ppm) en absorption exaltée
- protons méthyliques en position 2,7,12,18 (signal centré a

§= 3,9 ppm) en émission
La L-Dopa montre également de fortes polarisations.

- protons aromatiques 3,5,6 (multiplet centré & 8= 6,5 ppm)
en émission (&)
- protons B—CH2 (multiplet & 8= 3,2 ppm) en absorption

exaltée (A)

On note également qu'au cours de cette photoréaction aucun signal autre
que ceux des produits initialement en solution ne montre d'effets de
C.1.D.N.P. et que le spectre de R.M.N. du mélange pris aprés irradiation
est identique au spectre de départ. Ce résultat est également obtenu
pendant |'addition de plusieurs FID (96) au cours d'une irradiation
prolongée (5 mn). L'intensité des polarisations varie peu dans ce cas

par rapport 3 une irradiation de courte durée (6s).

En milieu basique (pD = 9-10) ['intensité des signaux de
C.1.D.N.P. observés au niveau de la L-Dopa est moins importante qu'a
pD acide (fig. 111-6). On note également un faible élargissement
des raies. Des résultats identiques ont été obtenus avec les agents
électro-donneurs suivants : catéchol, pyrogallol, para-phénylénediamine,
acide ascorbique et en présence des différentes porphyrines citées plus haut.

Ceux-ci sont résumés dans le tableau I11-1.

Par contre dans le cas de |'hydroquinone, on observe lors
de l'irradiation de ce produit en présence d'Hp de nouveaux signaux

polarisés (fig. 111-7). MARUYAMA et al. (11) ont récemment indiqué
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acide ascorbigue

para phénylénediamine

cysteine

catechol

pyrogallol

hydroquinone

glutathion
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OH
‘.? i |
HO-C-CH-CH;CHyC-NH-CH~CH,~5-
NH, oC-NH-CH,=C-OH
o}

Figure 111-4:

Formules des composés électro-donneurs utilisds.
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Figure III-5:

Spectre CIDNP-'H : Hp - L-Oopa - D,0,pD=5,NS=96. A) Avant
irradiation B) Pendant irradiation?
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irradiation B) Pendant irradiation?

//
B
10 8 6 4 2 £ ppm
* (
Hp
L- Dopa
H;{MS,ZO 356 s
Figure III=-6:
Spectre CIONP-'H : Hp = L-Dapa - 020,p0-9 NS=96. A) Avant
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Milieu
D O- CD_ OD ACIDE BASIQUE
2 3
~ H-3,5,6 {(multiplet a Polarisations identiques
L-DOPA = 6,5 ppm) : E (F) mais atténuées
- CHy~ B (multiplet a
6= 3,2 ppm : A (F)
ACIDE - H-4 (doublet & rien
ASCORBIQUE 8= 4,9 ppm) : E (f)
CATECHOL - H-3,4,5,6 (multiplet a 0 .
. 6=7 ppm) : E (F) *
- H-4,5,6 (multiplet &
PYROGALLOL 5=6,9 ppm): E (F) E (f) +B
PARAPHENYLENE| - H-2,3,5,6 (singulet a
E (f) +B
DIAMINE 8= 6,8 ppm) : E (F)
CYSTEINE rien rien
GLUTATHION rien rien
- H-2,3,5,6 (singulet 3 E (f) + B
HYDROQUINONE | & = ©:7 ppm) : E (F)
-~ Benzoquinone E (F)- Idem

Tableau I1I=-1:

Polarisations observées (RMN-‘H) au cours de l'irradiation
de différents agents réducteurs en

Pp,HpD).

présence de porphyrine (Hp,
E:Fort;ﬁ:Faible;A:Absorption;E=Emission;BQBroadening".




photoproduit

10 8 ’6 — ; — ; :Pm
H
*,—”” é;
HOOH
A
H
| “%p
Hp \
/HQMS,:.O A'J WJM‘ F/M\“\

Figure III-7:

Spectre CIONP-'H : Hp - Hydroquinone(H,d) - D.0,pD=7,NS=96.
A) Avant irradiation B) Pendant irradi&tion. gQ:p-benzoquinone.
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qu'au cours de l'irradiation de la p~hydroxyphényl-5 tris-p-tolyi-10,15,20 |
porphyrine en présence de benzoquinone dans le benzéne, il se for-rﬁait J
des adduits entre la benzoquinone et la porphyrine au niveau du substituant |
hydroxyphényle du cycle. De la méme fagon, nous avons attribué les . ‘
nouveaux signaux a la formation de photoproduits similaires. Le spectre |
pris aprés irradiation montre essentiellement la formation d'un photo-

produit que nous avons caractérisé comme étant la benzoquinone (&8 = 6,5 ppm) I
Les photoproduits montrant des signaux de C.!.D.N.P. en absorption f
exaltée ou en émission a §= 6,3; 6,5 et 6,9 ppm n'apparaissent pas sur l\
le spectre aprés irradiation. On peut donc considérer que ceux-ci se \

retrouvent a |'état de traces en solution.

\
Enfin les agents électro-donneurs soufrés que sont la cystéine ‘
et le glutathion ne montrent aucun effet de C.l.D.N.P. |

{

Tous les effets de C.1.D.N.P. observés au cours de ces
différentes irradiations résultent d'un effet net. Car, nous obtenons des
spectres de C.!.D.N.P. identiques, au cours d'enregistrements avec des
angles de pulse de 390° et de 30° (1). Nous n'avons donc pas d'effets

de multiplet.

Les différentes irradiations effectuées a 400 nm et & 600 nm

ne montrent pas de différences importantes au niveau de la nature

des effets de C.I.D.N.P.. Toutefois l'intensité des polarisations est

légerement atténuée & 600 nm. La transmission des filtres utilisés étant

égale & ces deux longueurs d'onde, on peut attribuer cette différence

aux valeurs des coefficients d'extinction moléculaire qui sont trés B ’
|

différentes dans les deux cas.

Nous n'avons noté aucune différence sur |'intensité des pola-
risations des substrats lors de |'irradiation avec |'HpD, Hp et PP.
Lors de !'irradiation des systémes porphyrines hydrosolubles/

agents électro-donneurs, nous avons obtenu des polarisations identiques
a celles observées avec Hp sur les substrats. En contrepartie, les ‘

polarisations sur ces porphyrines sont plus intenses que celles de Hp

quand nous nous plagons en milieu |égérement acide (pD = 4).

Nous avons noté que la solution changeait sensiblement de

couleur pendant l'irradiation (passage du rouge au brun). Cette
coloration disparaft lentement aprés irradiation. De méme le pD de la

solution irradiée varie légérement avant et apreées irradiation (ApD = -0,4).

Nous signalerons enfin que le dégazage préalable des
solutions n'affecte pas les résultats exposés ci-dessus, donc que la photo-

|
réaction n'est pas sensible & la présence d'oxygéne dans le milieu.
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4) Etude par C.1.D.N.P. de la photoréaction de différentes porphyrines

avec les nucléobases :

Pour: des raisons évoquées au début de ce chapitre, nous
nous sommes intéressés a ['étude par photo-C.!.D.N.P. de la photoréaction
de différentes porphyrines hydrosolubles avec les bases puriques et
pyrimidiques qui constituent I'A.D.N., ainsi qu'avec leurs nucléotides

monophosphatés.

Les formules des bases utilisées sont représentées sur la
figure 111-8.
Cette étude montre que ces porphyrines réagissent éélectivement avec
certaines bases des acides nucléiques et qu'un parallélisme intéressant
du point de vue photoréactivité pouvait &tre établi par rapport &
['étude déja effectuée dans ce laboratoire par J. MARKO (1) sur les

phénothiazines.

Lorsque les porphyrines sont irradiées en présence des bases
des acides nucléiques, elles n'induisent pas de polarisations sur la
cytosine, la thymine, l'adénine dans un domaine de pD relativement
large (1 < pD <12,5). Les nucléotides de ces bases ne montrent pas non

plus de polarisations.

Par contre, comme nous pouvons le voir sur la figure 111-9

la TMePyPH, induit une polarisation sur ia guanine : proton H, (singulet

2
a 8= 7,8 ppm) en émission. Nous avons noté que la pofar‘isatign, sur
cette base, n'apparait que dans des domaines particuliers de pD suivant
‘l'a nature de la porphyrine utilisée (voir tableau 111-2). Ainsi dans le
cas présenté ci-dessus, cette polarisation n'apparaft que pour des valeurs

de pD supérieures a 4.

On observe également que !'intensité de cette polarisation
augmente avec le pD (fig. 111-10). Les porphyrines présentent des
polarisations identiques & celles obtenues lors de leur photoréaction

dans DZO’ Le cas de la TMePyPH, est particulier car c'est le seul de

2
ces dérivés qui induise des polarisations sur la guanine en milieu

fortement acide pD<3_ (fig. 111-11); dans cet. éxemple le contre-ion de la

TMePyPH, est le tosylate.

b4
Les comportements des deux dérivés de la TMePyPH,_, (chlorure et tosylate)

sont rigoureuseme'nt identiques. Nous avons également vérifié que l'anion tosylate
n'induisait aucun effet de C.I.D.N.P. particulier.
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) NH,
H. R H.
N; ) 5] N3/4 5! H
;2\1 6 ;2\1 6
O N H o) N H
l |
H H

uracile : R=H
thymine : R=CHj

adenine | guanine

ribose —phosphate”

»
HO-P-0-CH, O

" OH OH

- Figure III-8:

Formules des bases pyrimidiques et purique. Le groupement
ribose-phosphate est respectivement 1ié a N-I! et N-% sur les
nucléotides pyrimidigues et puriquss.
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pD =3,2

pD =44

pD =78

pD =89

10 9 8 7 PPM
Figure III=9:

Spectres CIDNP-!H : TMePyPH
des différentes polarisatiogs en fonction du pD. Le groton H
la guanine est indiqué par la flachse.
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TMePyPH,, TAPPH, TPPSH,
CYTOSINE / / /
THYMINE / / /
ADENINE /£ / /
GUANINE pDD> 4 pD> 6 pD > 11
pDL 3
Hs (E)
GMP pD> 10 / /
pD& 3
ETHYL-9 Hg  (E) , ,
D> 10
GUANINE P
pD<L 3

Tableau III-2:

Domaines de pD pour lesquels des polarisations apparaissent
sur les bases et leurs dérivés lorsque ceux-ci sont irradiés
en présence des porphyrines suivantes(TMePyPHz;TAPPHZ;TPPSHZ).
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Figure II11-10:

Evolution de l'intensité des polarisatians
de la guanine en fonction du pD suivant 1la
porphyrine utilisée.

I =intensité de
I =1 -1 0
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9 FSintensité de

sur le proton H8
nature de la -

H8 avant irradiation

H8 pendant irradiation
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Figure 1I11-11;:

Spectre cionp-"H TMePyPH, (tosylate) - guanine - DZO,pD:Z ,NS=1,
A) Avant irradiation B8) pefAdant irradiation.
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Le signal correspondant a la guanine est alors 3 nouveau polarisé en émi ssion,

mais celui-ci est déplacé a § = 8,8 ppm. Ceci est du au fait que

+ by
la guanine se retrouve sous forme protonée (GH ) & cette valeur de pD
(pKa = 3,3 (12)). La porphyrine présente dans ce cas des polarisations

beaucoup plus intenses que celles obtenues & pD> 4.

Des résultats analogues ont été obtenus sur le nucléotide
de la guanine (5'-GMP) ainsi que sur |'éthyl-9 guanine. Toutefois,
les polarisations sur ces composés apparaissent & des valeurs de pD plus
élevés que celles qui sont mentionnées pour la guanine (pD > 8).

1:”C montrent également des

Les spectres de C.I.D.N.P.
polarisations sur la guanine (fig. 111-12). On observe pour ces composés
des polarisations en absorption exaltée pour les carbones C5 et C’8.

Les glissements chimiques des carbones de ces deux produits

ont été attribués par r’épport aux données de la littérature (13a-b).
La prise des spectres de photo-C.1.D.N.P. nécessite |'addition de 1600 FID.
Dans les mémes conditions d'enregistrement, le spectre ]3C de la

solution non irradiée ne montre pas de signaux apparents.

A la suite de ces différents résultats nous nous sommes
intéressés a |'étude du comportement de ces porphyrines vis-a-vis
d'un dinucléotide : la guanylyl-3'+ 5' cytidine (GpC) dont la formule
est représentée sur la figure [11-13. Nous observons, pendant |'irradiation
de ce substrat en présence de TMeny-”H2 a une valeur de pD de 9,
|'apparition d'un signal large &8 § = 6,5 ppm en émission. Celui-ci
correspond vraisemblablement au déplacement chimique du proton H8
de la partie guanine du dinucléotide. Nous n'avons pas pu déterminer
le déplacement chimique réel de ce proton a cette valeur de pD étant donné la
faible concentration du dinuciéotide en solution. Toutefois sur les bases
des spectres de RMN qe 1'éthyl-9 guanine ol H8 résonne a3 $= 6,8 ppm, et
en tenant compte de |'effet de blindage de ce proton lors de la
complexation par la TMePyF‘H2 (14), on peut s'attendre a une telle valeur de
déplacement chimique de H8‘ Pour des valeurs de pD inférieures & 9 on
observe & la fois des polarisations sur la TMePyPH2 ainsi gque sur le
signal HOD de D,0. Dans le cas ot pD est supérieur & 9, la porphyrine

est dégradée.
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Figqure III- 12:

A) Spectre RMN- ]352 : Guanine - 0,0 - pD=N (N5= 96000),
B) Spectre cione- Mg TMePyPHZ(calorure) ~ Guanine - D,.0 - pB=ll
(nNSz1600 ), : 2
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Figure III-13:

Formule de la Guanylyl =3'—5L cytidine ( GpC ).
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Des résultats similaires ont été obtenus avec HpD=set Hp.
Toutefgis les effets de C.l1.D.N.P. sur la guanine sont obserwés dans ce

cas en milieu basique (pD = 11-12),

INTERPREFATION DES RESULTATS

1) Porphyrines seules :

CAUZZO et al. (15) ont détecté par photolyse éclair la formation
du radical anion de |'hématoporphyrine dans des solutions diluées
d'acide acétique. Le radical cation de cette pofphyr‘ine a également
été mis en évidence lors de |'irradiation de cette porphyrine en solution aqueuse
de Triton X-100 (16). Toutefois la nature du mécanisme par lequel ces
radicaux-ions se forment en solution n'est pas encore élucidée. SMALLEY
et al. (17) proposent dans le cas de l'octadthylporphyrine de -magnésium
un processus d'annihilation triplet—-tr‘iplet. Ce mécanisme fait intervenir
selon ces auteurs un complexe de transfert de charge de haute énergie
a !'état triplet. La dissociation de ce complexe en milieu polaire

donnerait la paire de radicaux ions. Toutefois MAUZERALL et al. (18)

- proposent dans le cas de I'oc'taéthylpor‘phyr'ine de zinc un processus

de transfert de charge par réaction entre une porphyrine & |'état

s

_excité triplet et une autre & |'état fondamental. Il faut néanmoins

-noter que selon ces deux éventualités, [a paire de radicaux-ions

formée serait la méme.

Nous avons également remarqué que les effets de C.I1.D.N.P.
sont influencés par la concentration de la porphyrine. Ceux-ci dispa-
raissent au fur et & mesure que la concentration augmente, Ce phénoméne
ainsi que l'élargissement des signaux en milieu basique suggérent

également la formation d'une paire de radicaux-ions (19).

En effet on peut attribuer ['élargissement des raies (lors

de l'irradiation des porphyrines seules en solution ou en présence

"de substrat) a des réactions d'échanges de nature différente. :

i) soit un transfert d'énergie entre deux molécules de porphyrines, |'une

A

a I'état excité, I'autre & |'état fondamental

3P+P; P+ 3p

3[pp] + P »[{PP] + 3P dans. le cas d'une dimérisation

ou
ii) soit un transfert d'électron entre radicaux ions et moléculesneutres

Pl v p s p oy p ()




Ce genre de réactions a déja été observé au cours de
I'irradiation de la chlorophylle (cf. chap. Il). Elles ont pour conséquence
de diminuer le temps de relaxation spin—}'éseau (Tz), mais affectent peu
Tl’ Les effets C.l1.D.N.P. ne sont pas modifi€s; toutefois |'élargissement
des signaux devient important et ceux-ci disparaissent dans le bruit

de fond du spectre de R.M.N.

D'aprés ces différentes constatations nous pouvons donc

envisager le mécanisme suivant, que nous allons argumenter

3

P hv p Ise 3p p=pnrphyflne -1
+p - p— p+ - | ' ‘ -2
P o+ . A0 - 3p- pt 3p8Z %p, =complexe de transfert - 3
= p* H3DH P on milleu acide | fo charee -4

(g = )
i P~ pt - p*: p*
1 ou ‘ -5.'

CPH Pt~ PH% p*
. |
P~ P~ P4 Pt Pt Pt

CPH P+ . PH + P+~ PH™+ P*

© Sous l'action de la lumiére la porphyrine est excitée dans
un état singulet, puis passe dans 'état excité triplet par croisement
intersystéme (ég. 1). Cette molécule excitée peut réagir ensuite par un
transfert de charge avec une molécule a |'état fondamental (éq.2), ou
par un mécanisme d'annihilation triplet-triplet pour former un compiexe
de transfert de charge (éq.3). Ces deux mécanismes permettent ia formation
de la paire de radicaux ions & |'état triplet. En milieu acide, le |
radical anion de la porphyrine est susceptible de se protoner pour donner

la paire PH'P'T (&qg:4) (NETA et al. (20) ont déterminé un pK de 9,7

pour le radical-anion de la méso-tétra (carboxyphényl-4)porphyrine .

Les réactions qui conduisent aux radicaux-ions sont
hautement réversibles puisqu'il n'y a pas de formation de photoproduits.
Dans ces conditions, par transfert inverse au sein de la paire on

reforme les produits de départ (produits de cage, éq.5). Les deux




porphyrines sont polarisées et les effets. de C.J.D.N.P. résultent.de ia
somme des polarisations (notées*). De méme ces paires peuvent donner les
radicaux libres diffusant. Ceux-ci, par rencontre aléatoire peuvent &
nouveau former les produits de départ (produits de fuite, éq.6). Selon les
régles de Kaptéin, les polarisations induites par cette étape seront .
normalement de signe opposé a celles obtenues & partir de |'équation 5 et
devraient normalement annuler les effets C.I.D.N.P. Toutefois dans ce
dernier cas, ces polarisations sont atténuées par un phénoméne de
relaxation des espéces réactives diffusantes (21-22b). Pour expliquer la
différence de réactivité entre milieu acide et basique il faut donc tenir
compte des paramétres 4lectromagnétiques caractérisant chaque radical
(constantes de cfouplage hyperfin et facteurs de Landé). Ainsi, si 1'on
considére les polarisations obtenues par la voie de cage, nous devrions
avoir -(selon les régles de Kaptein) pour |'effet net : pete de méme
signe, Ag de signe contraire pour chacune des deux molécules de P
polarisées (éq.5). Ce sont donc les valeurs des constantes de couplage
hyperfin qui devraient déterminer le signe des polarisations. Nous avons
vu que les polarisations disparaissent en milieu basique. Dan’s ce cas
particulier la paire serait formée aes radicaux-anion et cation de la
porphyrine. Les constantes de couplage pour ces deux radicaux seraient

donc de méme signe. et peu différentes. Par contre en milieu acide oU les

polarisations persistent, nous formons également la paire PH " P-* . Les
constantes de couplage hyperfin pour ces deux espéces doivent &tre alors

soit de signes opposés soit de valeurs trés différentes.

Un autre argument.plaide en faveur de la formation de ces
différentes paires. C'est le "broadening" observé en milieu basique qui

est caractéristique de la formation de radicaux-ions.

Ces derniers sont susceptibles de réagir par
dismutation (23-24) pour former le dianion ou le dication de !a
porphyrine selon |'étape suivante (cf. chap.ll)

- % 3
2P > P24 pr et 2pta pZFT 4 px

KAPTEIN (22a-b) a démontré que lors de |'irradiation des
systémes thymine/anthraquinone et flavines/acides aminés, ces réactions
étaient responsables de |'absence de polarisations sur !a thymine et

sur les flavines. Selon cet auteur (22a), la disparition des effets de

C.1.D.N.P. dans le cas d'une réaction de dismutation (D'+ + 0t D +D

2+)
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dépénd de la concentration initiale en radical D'+. Tandis qu'au cours
d'une réaction d'échange (D'+ + D> D + D'+) la décroissance dépend
de la concentration initiale en D. De fortes concentrations en ces deux
espéces sont donc susceptibles de faire disparaftre les polarisations.

C'est ce que nous observons au- cours de notre étude.

A ce stade il est difficile de déterminer quel est le mécanisme

~ . responsable de la formation de la paire de radicaux. Toutefois
si l'on se base sur des considérations énergétiques liées & l'équation
de REHM et WELLER, le transfert de charge, entre une molécule 3 |'état
triplet et une autre dans |'état fondamental, semble improbable. En
effet |'énergie libre de la paire de radicaux-ions peut &tre estimée,
en négligeant le terme coulombien associé au solvant, &-2 eV (25).
L'état tripiet de ces porphyrines (cf. chap. 1) se situe ‘a\1,A4 ev.
Dans ces conditions |'énergie libre de formation de la paire est positive,
le processus est endothermique. |l faut donc admetire que ces por'ph‘yrk'énes
réagissent par un mécanisme d'annihilation triplet-tripiet. On peut alors

également estimer AG en ne tenant pas compte du terme coulombien

2
e
er < Eredox) .
nous avons : AG = AEr'edox - 2 E(T—So)

Le deuxiéme terme de !‘'équation de REHM et WELLER prend

en compte la formation du complexe de transfert de charge (17).

Soit AG =- 0,8 eV. Dans ces conditions la formation de la paire -de
radicaux ions a ['état triplet est énergétiquement possible. Ceci explique

aussi |'absence de polarisations en solvant non polaire.

On peut également envisager selon ce processus, la formation
d'un complexe de transfert de charge a !'état singulet. Celui-ci par
dissociation donnerait une molécule de porphyrine dans |'état singulet

(cf. chap. 11).

343 ey s T e p

Toutefois un transfert électronique entre. cette molécule excitée et une
autre & |'état fondamental est défavorable d'un point de vue énergétique.
En effet, |'état singulet de ces molécules est inférieur a 2 eV (1,83 eV et

1,92 ev pour la TMePyPH,_, et la TPPSH

2 5 (26)); AG serait donc positif.
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Ces considérations énergétiques rejoignent différents travaux
concernant la photooxydation ou la photoréduction des porphyrines
(cf. chap. Il). Ceux-ci ont montré que c'est |'état triplet de ces

produits qui est responsable de leur photoactivité.

La différence de comportement entre les dérivés cationique
et anionique en milieu acide s'expliquerait par le fait que le TPPSHZ
dilmérﬁise en solution aqueuse (27) et que dans ces conditions les
signaux de C.I.D.N;P. pour ce composé sont fortement affectés. L'état

excité triplet de ce composé serait désactivé par le processus suivant :

P+ PP » PP+ P

Un phénoméne analogue serait également responsable de |'absence de

polarisations sur le dérivé de |'hématoporphyrine et ses constituants (5a-b).

2) Interaction porphyrines/agents électro-donneurs :

Dans nos conditions expérimentales nous observons des
polarisations intenses sur différents substrats lorsqu'ils sont irradiés
én présence de porphyrine. Ces polarisations disparaissent apf-és
irradiation. Ces résultats suggérent la possibilité d'un transfert de

charge hautement réversible entre la porphyrine et le substrat.

Les travaux de CLOSS et MARUYAMA (cf. chap I|Il) sur des
systémes analogues ont conduit ceux-ci & envisager |'hypothése d'un
double mécanisme faisant intervenir comme étape initiale le transfert .
d'électron ou I'arrachement d'hydrogéne. SEALY (2d) a mis en évidence

par RPE, la formation du radical-anion de la porphyrine et des
radicaux-anions des différents agents réducteurs lors d'une irradiation

en solution aqgueuse.
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Ces considérations nous aménent a proposer le schéma réactionnel

suivant
. BU
Qusg)
; P-—h?—>IP __i_s_c__fip RH2= substrat P = porphyrine
5 & RH-Z———93P"- RH'2+ ( transfert d'électron ) (1)
3p + RHé———b SpH* RH* { arrachement d'hydrogéne ) (2)
3pe~ RHyE——s P*F RHSE— P'"% R} 2H* en milieu (3)
— P A basique ou neutre
Spr= RH'Z“'—-—-3PH‘ RH* (transfert de proton ) (4a)
+ m——
o= Ry EHTL our R+ (4b)
o= Reyt (5a)
— — P*4- RHZ'
PH* RH* . (sb)
U RH ——s PHY RH) (5¢)
P'"=4 RHL" .4 (5d)
25 p*4 RH}
P°" 4~ R°'~ (58)
PP+ P =—— P 4 Pp°~ . | {6a)
od o ¥
- 6
RH + RH, = RH,+ RH] (6h)

La polarisation de spin nucléaire (notée *) est eréée par
recombinaison des radicaux au sein de la paire (ég. 5a-c) ou par
rencontre diffusive de ceux-ci (éqg. 5d-e). Toutefois cette derniére

contribution est atténuée par des phénoménes de relaxation (21).
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Plusieurs arguments permettent de confirmer les différentes

étapes de ce schéma réactionnel.

La formation du radical-cation de la paraphényléne-diamine
a été observée en RPE par SEALY (2a) lors de l'irradiation de Hp.
Par C.!1.D.N.P. ROTH (28) a également démontré que dans le cas du

systéme porphyrine-hydroquinone, la paire était formée de radicaux-ions.

Le fait que nous observons un léger élargissement des raies
en milieu basique sur le :substrat provient de réactions d'échanges
(ég. 6a-b) (la déprotonation est facilitée en milieu basique éqg. 3).

Ceci confirme la formation d'une paire de radicaux-ions (28).

En. milieu acide I'intensité des polarisations augmente sur
le substrat. Ceci laisse suggérer qu'en plus du transfert d'électron
initial viennent se superposer d'autres mécanismes tels que : |'arrachement
d'hydrogéne (éq. 2), le transfert de proton au sein de la paire (éq. 4a)
ou la protonation du radical anion en milieu acide (ég. 4b). Ces différentes
voies réactives donnent naissance & des polarisations de mémes signes

sur le substrat (cf. discussion sur |'application des régles de KAPTEIN).

Cependant pour expliquer ce phénoméene, MARUYAMA (29) et UEDA
(10) ont proposé la formation d'un complexe de transfert de charge

porphyrine-substirat en milieu acide.

Dans ces conditions, si ce complexe existe en solution nous
devrions obtenir selon UEDA (10) une variation importante des polarisations
en milieu neutre suivant la longueur d'onde d'excitation. Or nous
obtenons pratiquement les mémes intensités de polarisation & 400 et 600 nm.
De plus dans le cas éventuel de la formation de ce complexe, nous devrions
| 'observer 'par' R.M.N., ce qui n'est pas le cas méme pour des temps
d'irradiation de l'ordre de 10 min. Enfin selon MATAGA (30), un milieu
polaire tel que ['eau défavorise ifa formation d'un complexe de transfert
de charge et favorise la formation des radicaux-ions par dissociation
du complexe. La variation de coloration de la solution (passage du
rouge pourpre au brun), que nous observons pendant irtadiation, indique
une protonation de la porphyrine. En effet, la base libre et le diacide
conjugué de ces porphyrines ont respectivement une coloration rouge
pourpre et verte en solution aqueuse (31). Ce résultat ainsi que la
baisse de pD notée au cours de |'irradiation Dlaigent en faveur d'une

. +
réaction telle que 5c (polarisation d'une espece PH ).




Appliquons & présent la régle de Kaptein concernant |'effet

net {(cf. chap. 1) a ce schéma réactionnel.

Considérons par exemple la nature de la polarisation dans le
cas particulier de la para-phénylenediamine (cf. Tableau I11-1). Les
paires radicalaires qui sont formées entre ce substrat et la porphyrine

sont de trois natures différentes :

F P T RHLT et PHRH®

2’ 2

Le radical-anion des porphyrines posséde des valeurs de g

PH® RH

inférieures a 2,003 (2,0022 pour |'hématoporphyrine (2a); 2,0027 pour

la tétraphénylporphyrine (34)). Les données RPE (35) sur les radicaux
cations de différentes porphyrines montrent également que les valeurs

des facteurs g sont inférieures a 2,003.‘ Les radicaux neutres des
porphyrines sont peu décrits dans la littérature. .

HAREL et al. (36) proposent pour le radical neutre de la tétraphénylpor‘pﬁyrine
une valeur de g de 2,0024. Généralement cette valeur est comprise entre
celles des _r'adicaux cation et anion. On peut donc estimer que le radical
neutre de Hp aura également une valeur du facteur g inférieure & 2,003.
Celui du radical-cation de la paraphényléne-diamine est plus élevé :

g = 2,0031; par suite Ag >0

- la réaction étant réversible, l'origine des polarisations se fait a partir

d'une réaction de recombinaison au sein de la cage (e¢> 0)

- la constante de couplage hyperfin est négative (aH < 0) (cf: Tableau 111-3)
d'ol T = p.e.b8g.a, = - (E), cette relation permet de rendre compte

de la valeur depy: y > 0.

Nous en déduisons donc que |'état précurseur de la paire
est un état triplet. Ce résultat est confirmé par d'autres travaux (2a,15,16)
qui montrent que c'est 1'état triplet des porphyrines qui est responsable
de leur photoréactivité. ROTH et al. (28) ont également pu démontrer
par C.1.D.N.P. gue seul l'état triplet de I'octaéthylporphyrine pouvait
induire la formation de pairesradicalairesen présence d'hydroquinone.
L'interaction de |'état singulet de cette por‘phs/r'ine avec ces substrats
résulterait selon ces auteurs en une dissipation d'énergie n'incluant
pas la formation de paires d'ions ayant une durée de vie suffisamment

longue pour étre détectée par C.!.D.N.P.

Si l'on se référe aux valeurs des facteurs g et des constantes
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de couplage des différents substrats qui sont indiquées dans le tableau
I11-3, on vérifie que les polarisations observées sont en accord avec
la régle de Kaptein pour |'effet net, dans tous les cas de formation des

paires proposées (PH RH-, PT~ R, PH' RH")..

Il est difficile de se prononcer sur |'interprétation des
polarisations obtenues sur les porphyrines car celles-ci sont trop faibles.
De faibles valeurs des constantes de couplage hyperfin (3b) peuvent
expliquer ce résultat. Peu de données dans la littérature concernent les
valeurs de constantes de couplage hyperfin des radicaux-ions des
porphyrines. Toutefois FELTON (35) a pu, par des calculs (SCF-M0),
déterminer les densités de spin des différents carbones dans le radical-
aniondes porphyrines (fig. [ll-14). Selon cet auteur les carbones méso
ainsi que les carbones situés en position 7, 12 et 18 ont une densité électronique
de spin positive. Les constantes de couplage hyperfin des atomes
d'hydrogéne portés par les carbones 5, 10, 15, 20 seront donc négatives.
Dans le cas des groupements méthyles portés par les carbones 7, 12 et 18
on peut s'attendre & ce que les protons méthyliques aient des constantes
de couplage hyperfin positives. La régle de Kaptein pour |'effet net
appliquée dans ce cas & ces différents protons confirme les polarisations

observées sur Hp.

Ce résultat est confirmé par le fait que MARUYAMA et al. (3F)
ont observé des polarisations identiques sur "l'octyl porphyrine" lors
de l'irradiation de ce composé en présence p-méthoxyphénal dans le
benzéne grice a |'apport d'une technique plus fine : la C.I1.D.N.P.
résolue dans le temps. Cette derniére permet de s'affranchir des réactions
d'échange et de dismutation (cf chap. 1) qui pendant une irradiation
continue affectent fortement |'intensité des polarisations (22b). Par contre,
en milieu acide, les porphyrines hydrosolubles montrent des polarisations
beaucoup plus intenses qﬁe celles de I'Hp én présence de ces substrats.
Ce résultat peut s'expliquer par une délocalisation différente du nuage
électronique dans les radicaux de ces por‘lphyr-ines qui va entre autre
modifier les valeurs des constantes de couplage hyperfin. Nous proposerons
une explication plus approfondie de cet effet dans le chapitre suivant.

L'absence de polarisations sur les dérivés soufrés s'explique
par le fait que le transfert électronique n'est pas envisageable d'un point
de vue énergétique. Par contre, le potentiel d'oxydation des autres agents
électrodonneurs est suffiéamment bas pour que le transfert d'électron soit
réalisable (37). Lespotentiels de réduction de Hp et de PP sont respectivement
de -1.33V et de~1,25 V par rapport a l'électrode au calomel saturé dans le
chiorure de méthyléne (38). Ces valeurs sont inférieures dans |'eau
a 0,2 V par comparaison avec des résultats électrochimiques

concernant la TPP (39).
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RADICAL RADICAL '  RADICAL .
ANTON NEUTRE CATION
a(H3,6) = -0,75 |a(H3)=+1,2 a(H5)=-}2] a(H3,6) = +0,25
CATECHOL a(H4,5) = -3,75 a(H4)=-7 a(H6)=-3 | a(d4,5) = ~4,85
g = 2,0045 (43) g =2,0043 43) | g = 2,00355(3).
DOPA /
a(H3) = +0,95 a(H3)= -1,5 ‘a(H3) = -1
a(H4) = -5,5 (65) |2(H4)= —7,9 (68) | a(Ha) = —7 (66) .
PYROGALLOL a(H5) = -0,95 a(H5)= -1,5 a(Hs) = -1
g = 2,0045 g = 2,00454 g = 2,0036
a(Ho) = -2,37 a(Ho)= -5,05 a(Ho) = -2,25
HYDROQUINONE | a(im) = -2,37 @) |a(Hm)= +0,35 (3) - | a(Hm) = -2,25 (43)
g = 2,00455 g = 2,0043 g = 2,0035 ou
2,0031
ACIDE ASCORBIQUE /

P-PHENYLENEDIAMINH]

a(d) = -2,11(67)

g = 2,0031 (2a)

Tableauy I1I1I1-3:

Facteurs de Landé (g) et constantes de couplages hyperfin (a)
des agents électro-donneurs. ‘



@
C; |-o0,001 -
Cs 0,014
Cs : 0,083
Ce .| 0,063
C, | 0,066

Figure II1I-14:

Densité de soin électronique (?) des atomes de carbone du
radical anion de la porphyrine selon FELTON (35). ‘
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Le potentiel d'oxydation de la cystéine (Cys) dans l|'eau est supérieur
a 1 v (40).

Selon REHM et WELLER (cf. chap 11), on peut estimer

. . . . o« .+ P . .
l'énergie libre de la paire 3PP Cys par |'équation suivante

2

PP) - =

red(
€r

AG' = E®(Cys) - E

On admoet généralement que la valeur moyenne dezr' en
solution est de 7 A. Ainsi dans Il'eau le terme coulombien % est estimé a
0,03 eV. Dans ces conditions, |'énergie de cette paire est supérieure
a4 46,6 kcal/mole. Le niveau d'énergie de ['état triplet de PP étant
de 35,9 kcal/mole (41) le transfert d'électron est thermodynamiquement
impossible dans ce cas. |l en sera de méme pour le glutathion dont
le potentiel d'oxydation doit &tre sensiblement le méme que celui de

la cystéine.

On peut également envisager un arrachement d'hydrogéne
entre ces substrats et la porphyrine. Toutefois lors de |'irradiation du
glutathion en présence d'hématoporphyrine, SEALY (2a) n'a pu observer
par R.P.E. le radical neutre (RS’) en solution. Ceci laisse supposer
que si il y a formation de cette espéce, el!e posséde un temps de
relaxation trop court pour &tre détecté par R.P.E. De méme, il n'existe
aucun exemple dans la. littérature concernant des effets de C.l.D.N.P.
induits par des radicaux RS'. On peut supposer que cette espéce ne puisse
étre  retenue dans des processus de paivr'es radicalaires conduisant
a des effets de C.1.D.N.P. du fait de ses temps de relaxation excessivement
courts. Cette raison fut également avancée par KAPTEIN (1) dans le

cas de radicaux alcoxy (RO").

Enfin, considérons le cas partigulier‘ de |'hydroquinone (HZQ)
pour lequel nous avons observé des polarisations provenant de la
benzoquinone et de photoproduits. Par analdgie avec les travaux de
MARUYAMA et al. (42) on peut attribuer leur formation a des réactions
de recombinaison et de dismutation des radicaux neutres HQ'; nous

aurions alors le mécanisme suivant




3 + QH, ——s 3p-- QHé+ 1)

3 3

P + QHZ —y PPH QH 2)
3

PH® QH"’ 3a)
3,.- .+ / .

PH" QHé+ 3b)
\
3= au:t .
2 * *
P+ QH 4a)
3 P 2
PH® QH"
P'” + PH' + QH' + QHé+ 4b)
3pH- au-t
2
* %
2QH" ——— Q +OH,
F

b
QH' QH® —————— photoproduit

PH® + QH°

———P + QH

N3

Nous ntavons pas pu déterminer la structure du photoproduit
obtenu au cours de ces réactions car celui-ci n'a pu &tre
isolé vu les faibles quantités de produits utilisés en C.1.D.N.P. La
formule de ce photoproduit pourrait correspondre a celle proposée par
MARUYAMA et al. (42) : le tr;ih)./droxy-z,l&',S d}phényléther'.

Les effets de C.I.D.N.P. observés sur les agents électro-
donneurs dépendent du pD de la solution. Nous avons démontré que
ceux-ci pouvaient &tre dls & la formation de différentes paires
radicalaires. |l est difficile de se prononcer & priori sur la
contribution aux polarisations induites par ces différentes paires. Toute-
fois on peut rendre compte de la stabilité d'une espéce radicalaire par
rapport a une autre en comparant les différents couples acido-basiques

de celles-ci (43).
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Dans le cas des dérivés quinoniques du type HOAr(OH)h on

peut écrire les équilibres suivants

‘ 1 2 3. _ -
HyO Ar(OH) ——=*HO Ar(OH) == ~0 Ar(OH) 270 Ar 0_H-

2 ne—

lm - ln I‘h 1:»- 2"

o LI .- . .
HO Ar (OH)n._ 0] Ar‘(OH)n —= 0 Ar O'H_ . avec n= 2,3

-1

L'énergie libre qui correspond & chaque équilibre ou réaction peut
étre reliée au pK suivant la relation
AG(V) = 2,303 RT pK(V)

ou V fait référence aux lettres et chiffres qui caractérisent chaque

équilibre ou réaction.
On en déduit successivement
i) pK(1) - pK(D) = -pK(a)
i) pK(f') - pK(D) = -pK(2)
iii) pK(D™) - pK(17) = + pK(b)

Les données de la littérature nous donnent accés aux

différents pK des équilibres

pK(1) < 0 (pKlz -6,75 pour le phénol (43))
pK(2) = 9-10 (pK2 = 9,85 pour l'hydroquinone (44))
pK(3) > 11 (pK3‘ =~ .11.4 pour |'hydroquinone (44))

pK(a) < 0O (pK(a) =-1,6 et -0,75 respectivement pour le catéchol et

I'hydrogquinone (43))
pK(b) = 4-5 (pK(b)= 4,3 pour |'hydroquinone (44)).

A partir des relations exposées ci-dessus nous pouvons

déduire d'un point de vue thermodynamique

(i) pK(1)} pK(D)

L'arrachement d'hydrogéne est légérement favorisé par rapport au transfert

d'électron pour la molécule neutre.

(ii) pK{17) & pK(D)
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Le transfert d'électron est fortement favorisé pour le mono-anion

par rapport a un arrachement d'hydrogéne sur--la molécule neutre.

(iii) pK(D™) > pK(I17)

le transfert d'électron est favorisé par rapport a |'arrachement

d'hydrogeéne pour le mono-anion.

Ces résultats suggérent qu'en passamnt d'un milieu acide
a un milieu neutre ou basique on va favoriser le transfert d'électron
par r-appor-t‘é |'arrachement d'hydrogéne sur ces substrats. .En milieu
acide, les polarisations sur les substrats résultent de la somme de
celles induite par les deux mécanismes cités ci-dessus. Au fur et a
mesure que le pD de la solution augmente, |'intensité de ces polarisations
s'atténue puisque la contribution aux effets de C.|.D.N.P. par un
arrachement d'hydrogéne diminue. De méme, dans le cas de la para-
phénylénediamine nous aurons une prépondérance d'un mécanisme par
rapport & l'autre suivant le pD de la solution. Pour une valeur de pD
supérieure au pK(1)de ce produit (pK(1)=~4 (43)) le transfert d'électron
est favorisé. Dans le cas contraire, c'est |'arrachement d'hydrogéne sur

l&& monocation qui est le mécanisme prépondérant.

3) Interacticns porphyrines/nucléobases :

Les résultats obtenus sur les nucléobases sont complémentaires
de ceux obtenus par J. MARKO (1) lors d'une étude similaire avec les
phénothiazines. En effet les bases pyrimidiques et I'adénine
sont polarisées en présence de phénothiazines. Par contre la guanine
ne montre pas de polarisation. Une réaction de transfert électronique
de la phénothiazine vers les bases permet d'interpréter ce comportement,
Ceci laisse supposer que dans le cas des porphyrines nous ayons un
transfert inverse : la guanine y joue le rdle de donneur, les porphyrines
celui d'_accépteur. La paire centrale serait donc formée des radicaux

ions PHé— et G'+.

Plusieurs arguments permettent de justifier ce transfert
électronique ainsi que les différentes observations expérimentales faites
sur les bases. Dans nos conditions, nous n'observons que
des polarisations sur la guanine (G). Les porphyrines, indépendamment
de leur photoréactivité dans |'eau ne montrent pas d'effets de C.|.D.N.P.

résultant de leur interaction avec G du moins pour des valeurs de pD
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supérieures au pK3 des porphyrines. De plus aucun photoproduit n'est
décelable. Ceci suggére que la réaction conduisant aux polarisations sur
G doit &tre fortement réversible. Ces polarisations sont donc obtenues

par recombinaison des radicaux au sein de la paire.

Le GMP ainsi. que i'éthyi-9 guanine sont également polarisés
en milieu basique. La position N-9 est la plus réactive pour les purines
dans le cas d'un arrachement d'hydrogéne (45); dans ces conditions

l'arrachement d'un atome d'hydrogéne n'est pas envisageable.

Si nous analysons les données fournies par les spectres de
135,
photo C.1.D.N.P. C on remarque que ce sont les carbones C5 et C8

de la guanine et du GMP qui sont polarisés. Des calculs théoriques de
densité de spin (INDO) (46) prévoient que cette densité est la plus

élevée pour les carbones C C6 et C8’ dans le cas du radical-cation de

5,
la guanine (C5(+ 28%); CG_(—IZA%); C8 (+ 23%)). En ce qui concerne le

radical-anion, celle-ci est essentiellement localisée sur CA’ C6’ C8 et C2

(c, (+ 37%); Ce (+ 23 %); Cq (=21 %); c, (+ 20%)) et elle n'est que de
-8% sur C5

C, (+ 17%); C, (+ 9%); C. (- 9%); C, (+ 8%); C. (+ 2%). Puisque dans
4 8 6 13 2 5
C

. De méme la répartition dans le radical neutre est la suivante :

les carbones C8 et C5 ont des polarisations

de méme signe et que le carbone C5 est trés fortement polarisé on peut

nos spectres de C.I.D.N.P.

en conclure que |'espéce a l'origine de la polarisation de la guanine
est son radical-cation. La guanine jouerait bien le rdle de donneur

d'électron au cours de la réaction.

On peut également estimer ['énergie libre de formation de
’ aad -+ - P - . ’ ’ .
. fa paire de radicaux-ions. PH G par l'intermédiaire de |'équation

2
de REHM et WELLER.

Dans ce cas :

2
- ox red _ &
AG = E% (G) - E% (PH2) P E(

'I; ~So)

En premiére approximation nous allons considérer que le
potentiel de réduction de la porphyrine est indépendant du pD. Une
étude plus approfondie du caractére énergétique de la réaction sera
proposée plus loin. Cette hypothése ne modifie pas les constatations

que nous allons faire.

Sur les tableaux I11-4 et 111-5, sont représentés les potentiels

rédox des différents couples PHZ/PHE— et B'+/B.
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E (D/D*) AG. calcule’
E‘?:(G) en eV
en eV
1@
GUANINE 0,81° -0,095 Ly
(PH=4)
ADENINE l,'-tllta ‘0,135
(pH=4) ’
CYTOSINE 1,2 4" 0,335
THYMINE 1,80° 0,895

Tableau I111=5:

Valeurs calculées du G pour les nucléobases & partir de l'équation
de REHM et WELLER, :

a) Potentiels dfoxydation d'aprds G.DRYHURST dans Topics in current
chemistry 34,52(1972). - |

b) Poatenti®Ts d'oxydation calculéds 2 partir du potentiel d'ionisation
de ces produits: d'aprésN.S.HUSH,A.S.CHEUNG Chem.Phys.Lett.34,II(1975)
et L.L.MILLER,G.D.NORD-BLOM,E.A.MAYEDA J.0rg.Chem.37,916(1977Z).




‘ - - - » - ' - g '
Avec les bases pyrimidiques et l'adénine, il n'y a pas de

réaction car leur potentiel d'oxydation est trop élevé (AG >0). Ce qui

~confirme |'absence de polarisation sur ces produits par photo C.!.D.N.P.

Par contre dans le cas de la guanine la réaction devient
thermodynamiquement possible. Le potentiel d'oxydation de ce composé
dépend du pD (Tableau Hl‘_-.,"). On peut alors calculer le pD a partir
duquel_ AG devient négatif 'pour' chaque porphyrine. Comme le montre le
tableau 111-4 il existe une bonne corrélation entre les résultats théoriques
obtenus par la relation dé REHM et WELLER et les résultats expérimentaux
indiguant le doméine de pD pour lequel les polarisations sont effectivement

observées.

Toutefois & ce stade, il est nécessaire de tenir compte de
I"influence du pD sur le potentiel de réduction de la porphyrine. Le
potentiel rédox de |'état excité triplet de F’H2 n'est pas le méme que
celui de I'état fondamental. La différence de réactivité entre milieu
acide et milieu basique suggére que les formes acide et basique de
|'état triplet des porphyrines ont des potentiels de réduction différents.

En effet considérons le systéme d'équationsrédox suivant

qui met en évidence les différentes voies de formations de |'espéce F’H3

3pH, + HT > PHS + e > PH] « H' + PH3 ™« o™ + pH

2 2 2

On peut déduire les relations (1) et (2) du schéma énergétique suivant
Cooh
_ Crrg) (HD)

4 3 3.+ . K
+ PH K PH , T
' “____2___ S| P ‘—jﬂ (3pH;)
- +,
+ . C_{PHST)(H)
ET(PHZ)PHgﬂ_- Kg  PHj E;(PH]) ob Kg =_"72
. (PH3)
+
i (PH,)(H)
= 2
- Pl _Ka _ . PM | “a T —H—
’ (PH3)
+y oo . RT - |
ET(PH3 ) = ET(PHZ) + 2,3 x F (pKG pKT) (1)

LpHT/PH") = g1 .- RT -
E3(PHL/PH]) = E} (PH,/PHST) + 2,3 x = (pK_ - pKg)  (2)
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Ainsi en présence d'un donneur d'électron (R) possédant un potentiel
d'oxydation indépendant du pD on peut rendre compte de la différence

de réactivité des espéces acide et basique de la porphyrine dans I'état

triplet.
En effet :
ox red
. » =l + . : +
AGagide = B RYR) - By (PH3/PH3) = E1(PHy)
2
_ =OX S r'ed =y _ e
88y asique = E1 (RY'R) EY (PH,/PH)T) - EL(PH,) - =

Le terme coulombien est nul dans la premiére expression,

compte. tenu de la charge positive portée par la porphyrine (47).

Par suite :

: : 2
= ’ _ e”
06, - G, = 0,059 (pKy - pK_) + =
e2 :
or ApK = pKT - sz ~w4(20) et o = 0,03 eV (valeur calculée dans |'eau)
d'oli AG_ - AG_ = - 4,7 kcal/mole. *

Cette différence indique que le transfert d'électron sera plus
facile en milieu acide. Ce résultat est en accord avec d'autres travaux
(48-49) qui montrent que c'est la molécule protonée dans son état excité

qui est la plus réactive.

Toutefois, si l'on considére le domaine de pD pour lequel
nous observons des polarisations, il faut normalement tenir compte de tous

les couples acado-—basrque de la porphyrine.

Rappelons que la porphyrine (PHZ) posséde quatre couples

acido-basiques :

2+ + + - - ;2=
PH4 / PH3, PH3 / PHz, PH2 / PH , PH/P
' (PHi_1  J)(H)
auxquels correspondent quatre pK (pKi = - log ! )

i-2)+

(PH.(' )

La différence entre le pK & |'état fondamental (pK ) et de ['état triplet pKT)est
relativement faible en ce qui concerne le couple PH / PHZ (ApK = pKT-—

pKG ®x - 0,1 (50)). En premiére approximation nous allons négliger la




différence et considérer que pK.r > pK pour tous ces couples.

Les formes réduites de ces espéces (pKS) possédent également un
pK qui est généralement plus élevé (20) que celui des formes oxydées
- ” + Y
(ApK = pKG-sz ==4). Les espéces protondes PH,_, et PH. ont des pK tres

2 3
vaisins (51) pKA—pK3= 0,2. Il en va de méme pour les espéces PH et

pz—. Par contre ta différence de pK entre les couples PH3+/PH et PHZ/PH_

2
est relativement importante ApK =9 (52).

Sur ces considérations on peut proposer ('échelle relative suivante

pour les pK des différentes espéces.

r i T 1 T 1 ™ ;
pK pK pK pK
4 S, 2 s,
Considérons a présent le potentiel de réduction du couple PHZ/PHé-;

(PH,)
RT 2
E = E° o=y + =— log ——
(PH2 /PH2 ) F (PHé_)

Dans le milieu nous pouvons écrire globalement

(0x)o= (PH) + (PH3) + (PHZT)+ (P®7) + (PHT)

soit
+,2
K4K3(H )

PHy = (ox), = 4
(H+)4’+\K4(H+)3

2 + -
A KK HE) S+ KKK (HT)+ K KKK,

)

De méme:(red), = (PH;T) + (PH3) + (PH;") + (¢' 3=y + (pH %)

2
+.2
KsAKs3(H )

soit (PHé_) = (red),

2

A4 +.3 +.2 +
(H7) +Ks, (H )_+K54Ks3(H ) "+Ks, Ks K$2(H )+K51Ks 3Ks,

Ks,Ks

Dans ces conditions

43
_ RT (Ox), . RT
E= EE(PH PH:T) + = log + 7 log + A
2 2 (red), Ks Ks,
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(H+)4+K54(H+)3+Ksth3(H+)2+K54Ks Ksz(H+)+Ks Ks.Ks.Ks

- RT 3 477377271
A= + log -
14 +.3 +,2 +
(R) +K4(H ) +K4K3(H ) +KAK3K2(H )+K4K3K2K]
Ay potentiel de demi-vague on a log M)J =0
(red),
Si l'on se place alors dans des domaines particuliers de pH nous pouvons

écrire successivement

pH <<pK4
o
E = E% (PHz/PHé-) + 0,059 (szl.. + sz3 - pKA + pK3)
pKZ‘ << pH<<pK3
o V
E = E% (PHZ/PH{') + 0,059 (sz4 + sz3 - pK3.) - 0?059 pH
pK3 <KPH K szl&
]
E = E% (PH /PH'—)+ 0,059 (szé,'+ sz3) - 0,118 pH
2 2 o : -
szA << pH <« sz3
Q .
E = E%(PHZ /PHZ-) + 0,059 sz4 - 0,059 pH
sz3 <« pH « pK2
Q
E

E%(sz /PHé—)

pK,<<pH << pK

2 1
° -—
E = E,(PHZ/PHé ) + 0,059 pK, - 0,059 pH
2z .
A partir de la connaissance des valeurs des pK (tableau [11-8)
o —
des porphyines et du potentiel de réduction E.L(PHZ/PHé )(tableau 111-4)
P

nous pouvons calculer les potentiels de réduction de ces différentes espéces.

De méme nous pouvons remonter a la valeur du AG de formation de la
L+

paire de radicaux-ions P°~ G° . Sur la figure l.ll—15 sont représentées

les wvariations du AG de chaque paire en fonction du pH. On remarque
également que les valeurs de pD pour lesquelles celui-ci est négatif,
correspondent sensiblement aux domaines de pD pour lesquels nous obtenons
des polarisations sur la guanine lorsque le pD est supérieur au pK3 de

la porphyrine. Toutefois pour des valeurs de AG supérieures 3 -4 kcal/mole,
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pkK4 pK3

TMePyPH, 0,6 (a) 1,6 (a)

3’4 (a) 3,6 (a)
TAPPH, ’ ,

2,7 (b) _ 2,9 (b)
TPPSH2 4,7 (a) 4,9 (a)

Tableau III-6:

Valeurs des différents pK des porphyrines synthétiques hydrosolubles.
a) D'aprés A.HARRIMAN,M.C.RICHOUX J.Photochem.27,205(1984).

b) D'aprés N.DATTA-GUPTA,D.MALAKAR,V.0.JONES, TTWRIGHT Chem.Lett.
I659(1986).
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il est difficile de déterminer si le transfert d'électron est énergétiquement
possible puisqu'il faut tenir compte de |'énergie libre d'activation de
la réaction A.GQ (cette derniére n'est pas nulle pour G = 0 et varie en

fonction du pD et de la nature de la porphyrine (47)).

Ces différents arguments nous aménent & proposer le mécanisme

suivant :

poes'p —— | - (1)
3 + 6 —w3pgt , (2)
Bt P+ G (3)
BT tT—— P+t (4)
Pm o+ g t—e P+ G (5)

Un mécanisme analogue a été proposé par Kaptein (55) lors
de |'étude du systéme Flavine/guanine. Dans ce cas, la guanine est
polarisée en absorption exaltée du fait d'une différence de facteurs g
négative (gG < gFlavine)' Une polarisation inverse sur ce produit, dans
le cas de la photosensibilisation par les porphyrines confirme également
la nature du transfert d'électron. Les polarisations qui proviennent de
paifes de fuites (ég. 5) sont atténuées par l.,a relaxation (55). Par suite
les effets de C.1.D.N.P. sont d{s essentiellement .é la recombinaison

au sein de la paire (éq. 3).

Enfin si 1'on considére la régle de KAPTEIN pour |'effet net,
,I‘ne = p. e, A9, 28
r-ne est ‘négat'if puisque nous observons une polarisation en émission sur
le proton H8 de la guanine
€ est positif parce que les polarisations proviennent d'une réaction de cage

Ag est positif car le radical cation de la guanine possége un facteur
g supérieur a celui du radical-anion de la porphyrine (Ies valeurs
de g sont respectivement de 2,0039 (53) pour la guanine et 2,0027 (54)

pour la porphyrine (par comparaison avec la TPP).

H est négatif dans le cas de la guanine. En effet les calculs INDO

conduisent & une valeur positive pour le carbone C8; en conséquence

le proton H8 aura une constante de couplage hyperfin négative (55).




En affectant dans |'équation ci-dessus les paramétres de
leurs signes, nous obtenons une valeur positive pour u. La réaction se
fait donc & partir de |'état triplet des porphyrines (généraiement c'est

{tétat réactif des porphyrines).

Nous aboutissons également & la méme conclusion dans le

cas de |'application de cette régle aux polarisations observées sur les

spectres de C.{.D.N.P. 13C.

T = +; Ag = +; a = +; €= +; soit 4 > 0
necs,ce ’ ’ C5’C8 ’ )

La forte polarisation en absorption exailtée sur CS’ exclut la

participation du radical neutre ainsi que celle du radical anion puisque

dans ces deux cas a. << a. ¥ a. * a. = a. , cés trois derniers noyaux
c C c C Cc .
. 5 8 4 6. .72 L . )
n'étant pdas polarisés. Par contre elle confirme la participation du radical

cation (aC > ac 3>°0). Ce résultat est d'autant blus logiqué que c'est
la guanineS qui sest\ la base la plus facilement oxydable (56).
Dans le cas du GMP cu du GpC on peut également évoquer

un mécanisme analogue. Le fait que la polarisation obtenue sur ces

produits soit observée a partir de valeurs de pD plus élevée que dans

le cas de la guanine s'explique effectivement par le fait que ces composés.,

possédent un potentiel d'oxydation plus élevé (12).

Par exemple : i

]

(e

Ainsi dans le cas de la TMePyPHz, AG devient négatif

\2 -
Guagosine 1,18 0,03 pH pour 3< pH< 12 (57)]

pour un pD de 8,5 si l'on envisage un transfert d'éiectron avec la

guanosine. Ce qui est en accord avec nos résultats expérimentaux.

i Cependant la polarisation tres intense observée sur la
guanine en milieu trés acide (pD< 2) ne peut s'expliquer par ['étude
énergétique effectuée ci-dessus. En conséquence, il faut admettre dans
ce cas un mécanisme différent. Ce dernier ferait intervenir une réaction
d'arrachement d'hydrogéne, la guanine étant protonée a cette valeur
de pD, et se trouvant donc sous la forme GH+.

= !1\) 1P iic 3

3p + GHT™—3pH G T

p

sk +* £

3Ht 6 —r P*+ GHT ou PHT + G
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La nature de la polarisation observée sur la guanine

(proton H_ en émission) est en effet compatible avec la formation du

8
radical-cation de ce composé.

Les fortes polarisations observées sur la porphyrine &
pD acide, semblent également confirmer la participation du radical PH®
a la paire. Ce résultat est a rapprocher de |'étude effectuée dans la
premiére partfe de ce chapitre sur le systéme hématopérphyr‘ine—donneur
d'électron. Dans ce cas nous observions sur Hp en milieu acide de faibles
polarisations qui pr‘ovenaieﬁnt soit d'une réaction d'arrachement d'hydrogéne,
soit a la formation de PH+*. Tandis qu'en milieu neutre ou basique

celles-ci disparaissaient.

Considérons enfin les cas de Hp et HpD, qui provoquent
des polarisations sur la guanine a des valeurs de pD trés basique.
Ce phénoméne peut s'expliquer par les potentiels de réduction de ces
red(p)z1 v. (38)).

L'énergie libre de formation de la formation de la paire de radicaux-

produits plus élevés que celui de la TMePyPH2 (E

ions ne sera par conséquent négative qu'a partir des valeurs de pD

plus élevées.

CONCLUSION

L''étude par C.I1.D.N.P. 1H et 13C de la photoréaction des

porphyrines seules en solution ou en présence d'agents électro-donneurs
a permis de mettre en Vévidence des réactions de transfert d'électron
principalement ainsi que d'arrachement d'hydrogéne dans certaines
conditions particuliéres. C'est la premiére fois que des polarisations
ont p(d @étre observées par C.I.D.N.P. 1H sur des porphyrines quand:
celies-ci sont étudiées seules en solution et soumises a une:

irradiation lumineuse continue (58).

L'analogie entre les polarisations induites sur les agents
électro-donneurs par |'HpD, |'Hp et la PP 'indique que le méme mécanisme
de transfert de charge intervient dans tous les cas. Les processus
primaires a l'origine de la photoréactivité de ces produits paraissent
donc identiques. Ceci laisse suggérer que ce n'est pas un constituant
poerphyrinique particulier de I'HpD qui réagit, mais que le transfert
de charge est un phénoméne général concernant le noyau tétrapyrrolique.

Ces réactions font intervenir |'état excité triplet des porphyrines. Dans
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le cas particulier oli les porphyrines sont substituées en position
B-pyrrolique, I'influence des effets inductifs des substituants au niveau
de la charge des atomes d'azote centraux sera faible. Cette charge
conditionne en effet la réactivité du cycle en terme de réaction photo-
rédox (cf chap. 11). Par conséquent on peut s'attendre 3 ce que ces

porphyrines aient la méme réactivité d'un point de vue radicalaire.

Nous avons également noté que ces réactions sont réversibles,
sauf dans le cas particulier de |'hydroquinone, et qu'elles sont influencées

par te pD de la réaction.

Il est intéressant de noter la réactivité de ces porphyrines
vis-a-vis de la L-Dopa et du catéchol. En effet, ces composés sont des
agents précurseurs de la synthése In vivo de la méianine et de ses
dérivés et sont incorporés au sein de ces polyméres. Certains travaux
(59a-b) ont montré que la photodestruction de I'eumélanine et de la
phéomélanine s'accompagnait de la formation de radicaux dérivant de la
photooxydation de ces composés et de la réduction de |'oxygéne moléculaire
en ion superoxyde et eau oxygénée. MAGNUS (60) a mis en évidence le
caractére phototaoxique de |'a-méthyldopa. Ces résultats ont abouti a
démontrer la toxicité potentielle liée & la photodégradation de la mélanine.
Dans ces conditions, il est intéressant de noter que la photosensibilisation
de la peau qui intervient apreés traitement photochimiothérapeutique par
les porphyrines peut &tre occasionnée par un mécanisme de photooxydation
des dérivés de la Dopa qui constituent la mélanine. Les radicaux ainsi

formés peuvent ensuite réagir avec les protéines (61).

En ce qui concerne I'étude par photo-C.i.D.N.P. du systéme
porphyrines hydrosclubles/nucléobases nous avons également mis en
évidence une réaction de transfert d'électron réversible dans laquelle
la porphyrine joue le rédle d'accepteur. Cette réaction met ainsi en jeu
le radical anion de la porphyrine et le radical cation de la guanine.
Les autres bases ne réagissent pas par ce processus. Cette étude a égale-
ment mis en valeur I'inﬁpor‘tance des processus photo-rédox qui vont
gouverner d'un point de vue énergétique la direction du transfert
d'électron. Les porphyrines cationiques (TMePyPHz, TAPPHZ) possédent
des potentiels de réduction plus bas que la TPPSH2 ou Hp, et favoriseront
en conséquence le transfert d'électron. Certains sensibilisateurs, sont

connus pour provoquer des coupures sur ['ADN au niveau de la guanine.




Il a été démontré par exemple que la thiopyronine agissait dans ce sens
par un mécanisme radicalaire faisant intervenir le radical cation de la
guanine (62). En conséquence, on peut supposer que pour les porphyrines
un mécanisme analogue a celui proposé dans notre étude soit & l'origine
des effets observés sur |'ADN lors de sa photosensibilisation par ces
dérivés. Dans une premiére étape, la porphyrine excitée dans |'état triplet
réagit avec la guanine pour former une paire de radicaux-ions. Le

radical cation de la guanine peut ensuite réagir suivant deux voies
différentes : il peut soit &tre désactivé par une réaction de recombinaison,
soit donner des produits de photoréactions au cours d'une réaction
irréversible avec |'oxygéne ou d'autres substrats présents dans le systéme.
Bien que notre étude ait mis en évidence un transfert d'électron réversible
entre porphyrine et guanine, il n'est pas exclu, étant donné la faible
solubilité de la guanine en solution aqueuse, que celle-ci soit dégradée

en solution et que les photoproduits ainsi formés ne soient pas détectés
par R.M.N.. CADET et al. (63) ont pu déterminer les taux relatifs des
photoproduits formés par des mécanismes type | et type [l lors de la
photooxydation de la di-o-acétyl(-3',5' deoxy;-Z' guanosinepar |'hémato-
porphyrine : ceux-ci sont respectivement de 53% (type ) et 477% (type 11).
Il n'est donc pas impossible que |'étape primaire conduisant a ia formation
des photoproduits par un mécanisme de type | soit un transfert d'électron

analogue & celui que nous avons mis en évidence par C.|.D.N.P..

En milieu neutre, seules la TMePyPH2 et la TAF“PHz peuvent
29 H'Hp et I'HpD

ne donnent pas de réaction de transfert d'électron avec la guanine dans

générer le radical cation de la guanine. La TPPSH

ces conditions. Ceci est en accord avec les travaux de KAWANISHI et ale (64)

qui excluent la possibilité d'une photooxydation de I'ADN par un mécanism:e
de transfert d'électron pour Hp en milieu neutre. En ce qui concerne

les porphyrines cationiques, PRASEUTH et al. (70c) ont démontré que

la TAPF’H2 photos‘ensibilisait |'"ADN plasmidien superenroulé (pBr 322) par

un mécanisme de type ll. Par contre dans le cas de la TMePyPH en

)
présence d'un inhibiteur d'oxygéne singulet (NaN3), ils observenzt quand
méme une photooxydation de I'ADN. Ceci suggére qu'en plus d'un mécanisme
de type H)TMePyPHz peut également réagir par un mécanisme radicalaire.
La différence de réactivité entre la TAPPHZ et la TMePyPHz peut alors
s'expliquer par le fait que seule la TMePyPH2 est capable de s'intercaler
au niveau des paires guanine-cytosine (8b). La proximité substrat-
porphyrine favoriserait dans ces conditions le transfert électronique

qui serait une étape préalable a la dégradation de la guanine.
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ETUDE PAR PHOTO-C.I.D.N.P. DE
L'INTERACTION DES PORPHYRINES AVEC DIFFERENTS

ACIDES AMINES AROMATIQUES

I - INTRODUCTION

L'utilisation du dérivé de l‘hématoporphyrine (HpD) en photo-
chimiothérapie des cancers repose sur sa capacité & photosensibiliser

les tissus atteints de lésions malignes pour conduire & leur dégradation.

Au niveau cellulaire, la principale cible associée au processus
photodynamique des porphyrines est la membrane cellulaire (1). Au niveau
moléculaire, de récentes études (2) ont montré que les effets phototoxi-
ques les plus importants qui sont responsables de la dégradation de la
membrane proviennent d'une détérioration des protéines qui la constituent.
En particulier, certains acides aminés, tels que le tryptophane, l'histi-
dine ou la cystéine, subissent une réaction de photooxydation qui conduit
a4 la dégradation de ces résidus. Il a cependant été montré que 1l'état
excité triplet des porphyrines était efficacement inhibé au cours de la
réaction (3). Il est généralement admis que cette désactivation se fait
selon un mécanisme de type II. Toutefois, certains auteurs (4-5) ont pro-
posé que cette désactivation pouvait également se faire selon une réaction
de transfert de charge entre porphyrine et acide aminé aromatique ; en par-

ticulier dans le cas du tryptophane.

Afin d'approfondir plus en détail ce mécanisme, nous nous sommes
intéressés & 1'étude par photo CIDNP de l'interaction de différents acides
aminés (tryptophane, histidine, L-Dopa, tyrosine) avec les porphyrines
citées dans le chapitre précédent. D'un point de vue expérimental nous
avons retenu le systéme Efiltre/eau/acide aminé/porphyrine] pour notre
étude., L'utilisation d'un filtre coupant les longueurs d'onde au-dessous
de 330 nm (au-deld desquelles la tyrosine et les autres acides aminés
n'absorbent pas) s'est avérée nécessaire. En effet, il s'est avéré qu'ir-

radiés par tout le spectre d'émission de la lampe nous servant de source
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excitatrice, la tyrosine ainsi que le tryptophane présentaient des effets
de CIDNP indépendamment de la présence de la porphyrine. En présence du
filtre, seule la porphyrine peut induire pendant 1l'irradiation des pola-

risations sur ces résidus aromatiques.

Les formules des acides aminés aromatiques utiliséds dans cette

étude sont présentées sur la figure IV-1.

Les porphyrines sont celles qui ont été citées dans le chapitre

précédent.

Nous avons également étendu notre étude aux dérivés métallés
de ces porphyrines (MP ol M = Zn(II), PA(II), Fe(II), Co(II), Ni(II))
afin de comparer leur photoréactivité par voie radicalaire et d'effectuer

un parallélisme avec leur photoréactivité par un mécanisme de type II.

Nous allons exposer ici, les résultats et les informations que

nous avons pu extraire des différents spectres obtenus.

RESULTATS

Les acides aminés aromatiques, irradiés en présence de porphy-
rines, montrent des polarisations importantes qui dépendent & la fois de
la nature de la porphyrine utilisée et du pD de la solution. De méme,
les porphyrines non métallées sont fortement polarisées. Les polarisations
obtenues sur ces différentes espéces sont notées dans les tableaux IV-1

et IV-2 & titre d'exemple avec la tyrosine.

1) Cas de la Tyrosine

La figure IV-2 montre un exemple de spectre obtenu avec la

TMePyPH, et la tyrosine (TyrOH) en milieu acide (pD =~ 4).

Si on compare ce spectre avec ceux obtenus avec les autres
porphyrines on constate que les polarisations observées sur TyrOH sont

toujours les mémes :
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HOOC — CH NH—C — ~CH,

ﬂCH

N-a'cétyltyrosine

HOOC— CH ~NH,
ﬂCH2

Q.

dihydroxy- 3,4 phenylalanine (L-Dopa)

I
'HooC- CH NH—C~CH,

::: CH2

N-acetyltryptophane

0]
- oa I}
HOOC—('JH-NH-C—CH,
BCH, .

H” N\?N
2

N-acetylhistidine

Figure W.-I:

Formules des acides aminéds,
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3
TMP,PH, R::-©N—CH3

|
H:,C-é: -NH-~-CH-COOH

|
BCHz
2 8
+
3 L
a OH
A
v 3.5
2.6
d B3-CH,
N
e I L ! ! 1 e - ; 2 PPM
10 8 6 4
B

pD=4

Figure IV-2:

Spectre CIDNP-'H: TMePyPH_ =Tyr0H-D 0, pD=4 et I2
A) avant irradiatian 8) pgndant irgadiation.

. |
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- @mission (E) pour les protons 3,5 du cycle aromatique (doublet centré

b

4 §=6,78 ppm)

- Absorption exaltée (A) pour les protons méthyléniques BCH2 (multiplet
46 =2,75 ppm)

~ Effet de multiplet (AE) faible sur les protons aromatiques 2,6
(doublet centré & & = 7,05 ppm).

Les porphyrines non métallées (TMePyPH?, TAPPHZ, TPPSHZ) mon-—

trent également de fortes polarisations :

- protons pyrroligues d en forte absorption exaltée

- protons aromatiques c également en absorption exaltée

- protons aromatiques b effet AE + E (cas de la TAPPH, (figure IV-3))ou
effet E + AE (effet de multiplet difficile & caractériser) (cas de 1la

TMePyPH2 (figure IV—2)).

Dans le cas de la TMePyPHZ, les protons N-méthyliques a sont
également en forte émission. Nous avons noté qu'au fur et & mesure que le
pH augmentait, les polarisations sur ces porphyrines disparaissent sous
l'effet d'un "broadening". Celles sur la tyrosine persistent mais dimi-

nuent en intensité (figure IV-2 et IV-4).

Nous avons également observé que l'allure des signaux des pro-
tons aromatiques de la TyrOH était fortement perturbée par la présence

des porphyrines avant irradiation.

Cette influence provient principalement d'un phénoméne d'asso-
ciation entre ces deux espéces. Celui-ci fera l'objet d'une étude compléte
dans le paragraphe suivant. Ainsi, comme nous le montre la figure IV-5, on
observe que ces signaux dépendent principalement du rapport des concentra-

tions (r) entre porphyrine et tyrosine (r = (TerH)/(PHZ)).

- pour r >1 les protons aromatiques de TyrOH apparaissent sous la forme

d'un spectre AA'BB' (1e couplage diminue quand r se rapproche de 1)

- pour r <1 le spectre RMN est réduit & une seule raie indiquant 1'équi.-
valence magnétique de ces protons (spectre AA). La diminution du rapport

r s'accompagne alors d'un déplacement de cette raie vers les champs forts.
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Figure IV=3:

Spectre CIDNP-TH: TAPPH ,=Tyr0H=D,0,p0=5
A) avant irradiation B) pendant frradiatio:




Itel A

Spectre CIDNP
de TyrOH
1
‘- |
2 4
1
3
>
L pD
S
\]
-1
-2_
-3
fFigure 1V-4:
Evolution des polarisations des protons H2 6 et H3 5 de la TyrOH
-4 en fanction du pD lors d'une irradiation “*° gn *“solytion
agueuse de TMePyPHZ. :
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Pendant 1l'irradiation les polarisations sur la tyrosine évoluent
également en fonction de ce rapport. Ainsi pour r < 1 les protons aromati-
ques sont tous polarisés en émission, alors que pour r > 1 on observe &

nouveau l'effet de multiplet AE sur les protons H2 6 (figure Iv-5).
?

La nature de ces différents effets sera explicitée plus en dé-

tail dans le chapitre suivant.

Nous obtenons des résultats analogues en remplacant la N-acétyl-
tyrosine par son ester éthylique ou par la L-Dopa. Par contre, nous
n'observons plus de polarisation avec la méthoxy-4 phénylalanine (TyrOMe)
ou la phénylalanine. Ces produits ne montrent pas non plus d'effet d'asso-

ciation avant lt'irradiation.

Les porphyrines métallées ne sont pas polarisées en présence de
tyrosine. Seules celles qui contiennent un métal diamagnétique (Zn(II) 5

PA(II)) sont susceptibles de polariser la TyrOH.

Aucun résultat intéressant n'a pu &tre obtenu avec celles substi-
tudes par des métaux paramagnétiques du fait des fortes perturbations des

spectres de RMN (élargissement important des signaux).

Par photo«CIDNP 130 nous obtenons également de fortes polarisa-
tions sur les carbones de la tyrosine et de la porphyrine (figure IV-6).
On remarque une alternance des polarisations (absorption exaltée-émission)
sur les carbones du cycle aromatique (tableau IV-3). De méme on peut noter
de fortes polarisations sur les carbones C1 et Cm de 1la TMePyPH2 qui indi-
quent une forte délocalisation de la charge du cycle vers les substituants

pyridiniques (valeurs élevées des constantes de couplage hyperfin).

La durée de l'irradiation n'a que peu d'incidence sur l'inten-

sité des polarisations.

2) Cas du tryptophane

La réactivité du tryptophane (Trp) semble différente de celle de
la tyrosine en ce sens que nous n'obtenons dans ce cas aucune polarisa-

tion sur ce produit en milieu acide.




A
TMPyPH, (p) Pee N-acétyltyrosine (t)
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- CH
P =<1 /b :B 2
{ m c Pc
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N-acétyltyrosine a T™e Py PH2 b -
8 (ppm) Polarisationi é (ppm) | Polarisation
/ / 116,97 E (forte) Cm
Cy 128,79 A (forte) 158,79 A (forte) C,
C, g 130,76 E (faible) 130,76 E (faible) | C,
C:3 5 115,88 A (forte) 145,27 A (faible) C3
C4 155,08 E (faible) / /
Tableau IV-3: ,
POlarisations observées sur la TMePyPH et la TyrOH en CIDNP I3C

lors d'une irradiation en solutian aquguse a pD=3;

D'aprés J.E. SURPRENANT,J.E. SARNESKI,R.R. KEY,J.T. BYRD
REILLEY J. Magn. Reson., 40,231(1980).

a)
N,
by D'aprés H.M. GOFF Bioinorg. Chem. 9,61(1978).
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Par contre on observe avec la TMePyPH2 ou la TAPPH2 des polarisa-
tions sur ce substrat & partir de valeurs de pD de 7 et 9 respectivement.

3

Ces polarisations augmentent alors & mesure que le pD augmente. La porphy-
rine elle-méme n'est pas polarisée & ces valeurs de pD. Au début de 1l'irra-
diation (12s) le tryptophane montre les polarisations suivantes (figure

IV-7) :

- protons aromatiques en émission (6 centré & 6,8 ppm)

N\

-~ protons méthyléniques BCH2 a § = 2,55 ppm en absorption exaltée.

Pour une irradiation prolongée (1 min) on observe l'apparition
d'un photoproduit lui-m&me polarisé dont une partie des signaux RMN se
trouvent confondus avec ceux du tryptophane (figure IV-7). Dans CDBOD,
nous obtenons le méme type de polarisations sur le tryptophane. On peut
noter en plus des polarisations différentes sur le photoproduit polarisé,
ainsi qu'une polarisation en émission sur le groupement hydroxy du solvant.
Aprés irradiation le photoproduit n'est pas décelable par RMN. Toutefois
on peut supposer que celui-ci se forme en faible quantité et provient de

la dégradation du tryptophane.

En présence de TPPSHZ, d*HpD ou d'Hp, le tryptophane ne montre
des polarisations qu'en milieu fortement basique (pD >11), Parmi les por-
phyrines métallées, seule la ZnTMePyP induit des polarisations sur ce

substrat & partir de valeurs de pD supérieures & 9.

3) Cas de l'histidine

L'histidine (His ) possdde une réactivité différente des deux

autres acides aminés cités ci-dessus.

En effet, celle-ci ne montre de polarisations qu'en milieu neu-
tre ou basique (pD > 7) en présence des porphyrines non métallées (figure

1V-8) :

~ protons H4 et H2 4 6§ = 7,42 et 8,24 ppm en émission

- protons méthyléniques BCH2 4 8§ = 3,32 ppm en faible absorption exaltée.
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A Trp
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Figure IVU-7:

Spectre CIDNP-IH: ZnTMePyP - Trp - D

A) Avant irradiation B) Pendant irrafiation.

0, pO=II,NSz=96.

pD=11
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|
TMePysz 4+ Hist ’1
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B |
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Figure IV-B:

Spectre CIDNP—IH: TMePyPH, - Hist - D0, pD=7,NS=I.
A) Avant irradiatiaon B) Péndant irradfation.
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De méme en présence de porphyrines métallées de Zn et de Pd
de la TMePyPH2 ces polarisations n'apparaissent qu'en milieu basique
(pD = 11) (figure IV—9). Toutefois on observe au préalable la formation
d'un photoproduit polarisé (singulet & § = 6,2 ppm). Puis au fur et &
mesure de la disparition de cette polarisation, les protons du cycle

imidazolyle montrent les effets indiqués ci-dessus.

Aprés irradiation, le spectre de RMN est identique & celui
obtenu avant irradiation, indiquant qu'il n'y a pas consommation des

produits.

Des résultats analogues & ceux décrits ci-dessus ont été obte-

nus dans le méthanol deutéré.

III - DISCUSSION

Nous pouvons dégager trois aspects importants de nos résultats

obtenus dans l'eau :

1) La réactivité prépondérante des porphyrines cationiques TMePyPHZ,
TAPPH2 vis-a-vis des acides aminés par cbmparaison avec les porphyri-

nes anioniques (TPPSHZ) ou neutres (HpD - Hp).

2) La différence de réactivité entre les porphyrines métallées diama-

gnétiques et paramagnétiques.

3) La formation de photoproduits dans le cas du tryptophane et de l'his-

tidine.,

Nous allons commenter dans un premier temps l'origine des dif-
férentes polarisations observées sur ces produits, puis nous interpréte-

rons les différences de réactivité de ces porphyrines.

Ces résultats sont complémentaires de ceux obtenus par J. MARKO
(6) avec les phénothiazines. Son étude a montré que ces composés n'in-
duisaient pas de polarisations sur les acides aminés. Or, les porphyrines
réagissent avec ces substrats. Ceci laisse également supposer comme nous

l'avions démontré dans le chapitre précédent que les porphyrines ont un
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comportement opposé & celui des phénothiazines. Par conséquent, dans le

cas d'un transfert de charge, la porphyrine jouerait le réle d'accepteur.
La nature du transfert (transfert d'électron ou arrachement d'hydrogéne)
semble &tre différente suivant la nature de l'acide aminé intervenant

dans la réaction. Ainsi avec les flavines (F) utilisées comme agents pho-
tosensibilisants, KAPTEIN et al. ont montré que la tyrosine et l'histidine
réagissaient principalement par arrachement d'hydrogéne (7), tandis qu'avec
le tryptophane le transfert d'électron était favorisé (8). Dans ces diffé-
- rents cas, les réactions sont de nature cyclique, les seuls composés pola-
risés étant les réactifs eux-mémes. Les réactions de transfert [équation

(1) et (2)] sont donc hautement réversibles dans ce cas (cf chapitre I).

v s —> ’TFm s (1)

5 4 Trp — P Trp*” (2)

SH = tyrosine, histidine Trp = tryptophane

Nous pouvons donc envisager des mécanismes analogues pour expli-
quer les différentes polarisations que nous observons sur les acides ami-

nes.

1) Cas de la tyrosine
a) Phénoméne de complexation

Les porphyrines sont connues pour former des complexes avec
différents agents électro-donneurs (9 - 10 - 11) & 1'état fondamental. La
nature du complexe est différente suivant l'agent électro-donneur. Ainsi
une ou plusieurs molécules peuvent s'associer avec la porphyrine (10)
pour former des complexes 1-1, 1-2. De méme, la nature de l'association
varie aussi en fonction du substrat : PASTERWACK et al. ont montré que
les porphyrines cationiques formaient des complexes T- Tavec les nucléo-
bases (12). Tandis que HEATHCOTE et al. (13) proposent une interaction
par liaison hydrogéne entre le tryptophane et l'hématoporphyrine. La dif-
férenciation entre la nature de ces deux complexes peut aisément s'établir

d'aprés les valeurs des constantes d'association qui sont plus faibles
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dans le dernier cas., La formation de ces complexes & 1'état fondamental

va influencer le comportement photochimique de ces systémes. En effet,

si l'association est trop importante, aucune photordaction n'a lieu.

C'est en particulier ce que SHELNUTT (14) a pu montrer avec le systéme
uroporphyrine/méthylviologéne. Par contre dans le cas d'une association
modérée, le transfert de charge est favorisé du fait de la proximité

des partenaires au sein du complexe. L'une des raisons de 1l'intérét de

ce phénoméne de complexation est qu'il peut servir de moddle pour compren-
dre le r8le de l'interaotion protéines/porphyrine dans des systémes biolo-
giques. Dans les cellules, les porphyrines sont au contact des protéines.
Ainsi, dans l'environnement immédiat des porphyrines on trouvera princi-
palement des résidus aromatiques tels que la tyrosine. Les contraintes
stériques dans ces systémes font que les types d'association cités plus
haut seront favorisés. Ce qui permettra par voie de conséquence de favori-
ser les réactions de transfert de charge avec des acides aminés donnés et

de renseigner sur l'environnement immédiat de la porphyrine.

Le spectre RMN de la tyrosine variant en fonction de la concen-
tration de la porphyrine (figure IV-5) nous avons entrepris 1'étude de ce

phénoméne d'aprds une méthode de RMN décrite par CHUCHE et BOUQUANT (15).

Lors d'une complexation, le déplacement chimique d'un proton
d'un des partenaires du complexe subit un blindage ou déblindage par compa-
raison avec son déplacement chimique quand cette espéce est seule en solu-
tion. Cet effet va caractériser la position de l'atome considéré par rap-
port au gite de complexation. Ce déplacement chimique induit provient d'un
échange rapide entre la forme libre (T) et la forme complexée (TxPy) de

la tyrosine auquel correspond l'équilibre suivant :
m——
xT + yP TxPy
ol T représente la tyrosine, P la porphyrine et TxPy le complexe.

Pour interpréter les résultats expérimentaux, il est nécessaire

d'obtenir trois informations :
CTxPy]

i) la constante d'association K : XK = - -
CT1" [F]
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ii) Le déplacement chimique limite du proton engagé dans le complexe TxPy

ATxPy = § TxPy - &T

iii) la stoechiométrie du complexe.

Certaines études effectuées sur la complexation des porphyrines
par des agents électro-donneurs (9 - 10 - 12 - 13) ont montré que celles—ci
formaient principalement des complexes de stoechiométrie 1-1 en solution

En partant de cette hypothese, K s'écrit :

_mel
E=T71 @ (1)

Pour des concentrations initiales [To] et [Po] en tyrosine et

porphyrine, nous avons a l'équilibre :

[rr]

[T1= [To] (1 - Trol (2)
_ Lol _ [IP] ;
EP] = ETOJ ([TOJ - EI'OJ ) (5)

Si 1l'on considére le déplacement chimique observé pour le proton

i de la tyrosine en présence de porphyrine, nous avons la relation suivante :

i [1P] i [TP] i
§ = 1 -
obs ( [To] ) 8 T T [To] 8 TP
i i i
8 6obs dTP

>
ppo

N

ou :

- 6; est le &placement chimique du proton i de la tyrosine en absence de

porphyrine & la concentration [To]

- S;P est le déplacement chimique limite du proton i de la tyrosine enga-

gée dans le complexe.

6i _ Gi i
. [Pl obs T Ap )
soit = == = - (4
[To] s - st Al
TP T TP
AT = &t & = déplacement chimique induit du proton i de la tyrosine

déplacement chimique induit limite du proton i dans le

complexe TP,
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En combinant les équations 1, 2, 3 et 4 nous obtenons :

Ai / Ai
X — Ti TP - (5)
A A
Ly (LBl _ L
[To(1 -5 (ool e )
TP TP

Si les concentrations initiales sont identiques ([To] = [Po] = Co)

1'équation 5 peut &tre écrite sous la forme simplifide :

1 e \[Ar 1
br =~ 17k Co © Aopp (6)

i
. A
I1 existe une relation linéaire entre A% et Eg ; l'ordonnée
& l'origine de cette droite est égale & A%P et la pente &
1
TP
K L]

Nous nous sommes intéressés & la résonance des protons aromatiques
H-2,6-3,5 méthyléniques (BCHZ) et méthyliques de la N-acétyltyrosine lors de
sa complexation par la TMePyPH2.

Nous n'avons pas pu déterminer le déplacement chimique des protons
@ CH de ce composé avec certitude et étudier son évolution lors de la complexa-

tion du fait du recouvrement partiel des signaux de ce proton avec le solvant,.

Pour des concentrations équimolaires en porphyrine et tyrosine

compriges entre 1,2.10—1 M et 3,3.‘!0"3 M nous avons reporté A; * en fonction
AL
de E% 4 différentes températures (figures IV-10 - 11 - 12).

Ces résultats permettent de vérifier l'hypothése de la formation

d'un complexe de_stoechiométrie 1/1 puisque les coefficients de corrélation
| A%

r entre,A; et -E% pour les différents protons de la tyrosine sont sensi-

blement voisins de - 1 (tableau IV-4), L*ordonnée & l'origine et la pente
des différentes droites (figures IV-10, 11, 12) calculées par la méthode
des moindres carrés a permis de déterminer K & différentes températures
(tableau IV-4), Notons toutefois qu'on ne tient pas compte des coefficients

dtactivité dans le calcul de XK.

*Dans le cas particulier des protons H2 3.5.6 le déplacement chimique observé
a été pris par rapport au centre du spéctgé AA'BB' puisque celui-ci évolue en
fonction de la concentration et de la température. Dans les conditions de dis-
solution des réactifs, le pD de la solution évolue de 4 & 5. Pour des concen-
trations identiques, les déplacements chimiques des protons de la tyrosine
seule en solution ne varient pas dans cette gamme de pD.
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Figure IV-IOD:

Déplacement chimique induii.(A%.) de la N-ac8tyltyrasine
en fonction de%d; /C, 3 différentes températures.
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BU

T (K) H-2,5 ;4-3,5 /5 CH, CH,
r (a) - 0,9981 - 0,9995 - 0,9964
308 K(1,mole") (b] 92,3 (+ 7,7) 67,9 (+ 3,0) 73,5 (+ 8,3)
i + o+ . +
PT (ppm)(b) 1,53 (— 0,4) 2,24 (‘ 0,3) Q0,44 (- 0’02)
P - 0,9971 - 0,9982 - 0,9924
313 X 74,3 (X 7,5) 56,23 (X 4,5) 62,1 (¥ 10,0)
Al 1,54 (X 0,5) 2,26 (£ 0,6) 0,44 (X 0,03)
r - 0,9982 - 0,9986 - 0,9962
+ + +
318 X 67,1 (X 5,4) 51,43 (£ 3,5) 61,1 (X 7,0)
BT 1,51 (% 0,40) 2,2 (£ 0,6) 0,42 (% 0,02)
r - 0,9976 - 0,9983 - 0,993
323 K 55,5 (X 8,4) 44,27 (£ 3,30) 51,8 (X 7,8)
; +*
aic 1,51 (= 0,60) 2,19 (% 0,60) 0,43 (= 0,02)
r - 0,9965 ~ 0,9975 - 0,9897
328 g 45,4 (¥ a,80) 37,65 (= 3,30) 24,8 (£ 8,2)
AL, 1,52 (% 0,60) 2,19 (£ 0,8) 0,42 (= 0,03)
o - 28,9 ({0,0)]| - 23,8 (£0,3) - 19,6 (% 0,3)
AH ()
(KJ .mole~1)
A s®(e) -53,9 (£1,2)] -42,3 (Z1,1) - 28,0 (= 1)
(J.mole-1x~1)

Tableau IV-4:

Valeurs des différentes constantes liées a4 la complexation
de la N-acétyltyrosine par la TMePyPH, .
a) coefficient de corrélation entre les grandeurs AT ety —=T-

b) K = constante de complexation;A‘,i', = déplacement chimiq‘ue
limite induit des protons Hz,6;3,55BCH23CH3 dans le complexe
PT en fonction de la température.

——
i yax

c) Paramétres thermodynamiques caractérisant le complexe.
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La méthode de CHUCHE et BOUQUANT ne peut donner de valeurs
de A;P et de K suffisamment fisbles que dans des cas ol le facteur de

saturation (s) est compris entre 0,2 et 0,18.

1
A

Or s = -—3— = (2KCo+1—V4KCo+1)/2KCo
App

ce qui correspond & des valeurs de K, Co comprise entre 0,3 et 20, Nos

1
résultats vérifient ces considérations dans le cas ol Co est inférieur

a 10"1 M. Par conséquent, les erreurs sur K et'A;P,sont minimisées. Les

valeurs expérimentales sont donc proches des valeurs réelles des constan-

tes d'association pour ce complexe.

Ces constantes d'association dépendent également de la tempéra-
ture. Ainsi on remarque qu'une augmentation de la température favorise 1la
i

dissociation du complexe (K diminue) mais n'affecte pas ATP' Ceci suggere

que la géométrie du complexe est indépendante de la température.
Cette étude en fonction de la température permet également de
déterminer 1l'enthalpie et l'entropie de dissociation qui caractérise la

complexation & partir de 1l'équation d'Arrhénius.

En effet AGO(T) = - RT Log(XK) = AH® - TASO
) AHO  ASO
Soit Log(K) = - qr t

La figure IV-13 présente les variations de Log K en fonction de

1/T pour les différents protons de la N-acétyltyrosine.

Le tableau IV-4 récapitule les parametres thermodynamiques (AHO,

AS®) 1lids & ces protons.

Les faibles valeurs de constante d'association (par exemple
K=67,115,4 l.mole"1 pour les protons aromatiques de la N-acétyltyro-
sine & T = 318°K) semblent indiquer que l'association entre la porphyrine
et ce substrat fait intervenir une lisison hydrogéne entre le groupement
hydroxyle de la tyrosine et les azotes centraux du cycle porphyrinique :

8§~ 8+
Tyr0 ooe H aes N(PHZ)
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En effet ces valeurs sont sensiblement les m8mes que celles
observées par d'autres auteurs (10 - 11) dans le cas d'association du
méme genre sur des systemes analogues. Par contre pour des complexations
de type m- m PASTERNACK (12) a montré que dans le cas des complexes
TMePyPHZ//nucléobase la constante d'association était relativement éle-

vée : K™ 500 - 3000 l.mole .

Si 1'on considére les déplacements chimiques induits des pro-
tons de la N-acétyltyrosine complexée on remarque que ce sont principa-
lement les protons aromatiques et BCH2 qui sont les plus influencés par
la complexation. Le site de complexation réside essentiellement au niveau
du cycle aromatique de ce substrat. En contrepartie, on remarque que les
protons CH3 sont peu influencés par la complexation puisque A%P est fai-
ble. Ceci peut expliquer les écarts importants avec la linéarité lorsqu'on

reporte LogK en fonction de 1/T pour ces protons.

L'équivalence magnétique observée au cours de la complexation
pour les protons aromatiques peut s'expliquer également par ce type d'in-
teraction. En effet, la liaison hydrogéne va diminuer 1l'effet inductif du

groupement hydroxyle et les protons H roches de celui-ci vont résoner

b
345
4 des champs magnétiques équivalents & ceux des protons 2,6,
De méme, la proximité du cycle porphyrinique va induire un effet

de blindage sur les protons aromatiques de la tyrosine.

La TAPPH2 et la TPPSH, ainsi que la ZnTMePyP montrent également

ce type d'association. Toutefoii nous n'avons pas cherché a déterminer
les constantes d'association avec la N-acétyltyrosine pour ces composés.
Celle-ci devrait &tre du méme ordre de grandeur que celles déterminées
précédemment pour les porphyrines cationiques. Toutefois, en ce qui
concerne la TPPSHZ, il est plus difficile de se prononcer du fait de la

dimérisation de ce composé en solution.

b) Origine des polarisations

Par analogie avec les travaux de KAPTEIN et al. (7,8) et ceux de

MARUYAMA et al. (16) nous pouvons prévoir dans notre étude que les
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polarisations observées sur la TyrOH sont dues & la formation des espices

intermédiaires suivantes : Tyr0® ou/et TyrOH'Y,

Dans ce cas la paire radicalaire centrale peut se présenter

sous quatre formes :

- Tyro* PH2" (1)

- TyrOH'* PH,"” (II)
- 55;7—55557 (111)
- PH,* TyroE't  (IV)

Pour pouvoir expliquer la provenance des polarisations sur
TyrOH, il est nécessaire de connaftre les paramétres magnétiques des

différents radicaux qui constituent les paires proposées ci-dessus.

En ce qui concerne le radical tyrosyle (TyrO°®), son facteur g

est estimé & 2,0046 (17).

Les constantes de couplage hyperfin sont aH = aH = - 6,15 G ;
3

ap =ag =+ 1,5 G et ag =+ T,7 G.
6 2 B

Les paramétres magnétiques du radical cation TyrOH°* ne sont
pas connus. Par similitude avec le radical cation du p-crésol (18) on peut
toutefois estimer son facteur g & 2,0031 et ses constantes de couplage
hyperfin aux valeurs suivantes : aH =ag =- 4,5 G 3 ay = ag = + 0,05 G.

3 5 2 6
Dans le cas des porphyrines, comme nous l'avons expliqué dans

le chapitre précédent, les facteurs g des radicaux anions et neutres sont

inférieurs & 2,003,

Selon ces considérations, dans le cas d'un effet net, nous de-
vrions obtenir des polarisations inverses pour les protons H2,6 et H3,5
pour toutes les paires de radicaux considérées lorsque celles-ci sont
prises séparément. En fait KAPTEIN et al. (19 -20) ont pu montrer que les
protons H2,6 ne sont pas polarisés par voie directe & cause de leur faible

constante de couplage hyperfin dans les radicaux neutre et cation de la
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tyrosine. Toutefois, selon ces auteurs, les polarisations sur les
protons H2 6 sont obtenues par voie indirecte au cours d'un transfert de
14

polarisation & partir des protons H Ce transfert se fait avec inver-

3,5°
sion du signe de la polarisation. Ainsi lors de l'irradiation de 1la
N-acétyltyrosine en présence de flavine (19), KAPTEIN observe les pola-

risatidns suivantes sur les protons aromatiques de TyrOH :

Has

35

Par contre, dans le cas de notre systéme TMePyPHz/TerH nous

observons un effet de multiplet sur les protons H2 6 (A/E).
4

a6 l

|

(1)

35

Ces polarisations peuvent s'expliquer de deux fagons différen-

tes :

~ la premidre consiste & envisager une superposition des polarisations
provenant & la fois de la tyrosine libre et de la tyrosine complexée.
KAPTEIN (8) a montré que dans le cas d'une tyrosine partiellement
immobiliséedans les protéines, le transfert de polarisation entre les
protons H3,5 et H2,6 se fait avec rétention du signe de la polarisa-

tion. Si l'on suppose qu'un effet identique peut &tre obtenu lors de
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l'irradiation du complexe TMePyPHz/TerH nous devrions obtenir les

spectres de CIDNP suivants :

(1) = i + (3)

Ty'OH libre TyrOH complexee

Nous avons également remarqué que le spectre de CIDNP du systeme
TMePyPHZ/TerH pris & basse température (T = 278° K) montre un élar-
gissement ou un dédoublement des polarisations des raies du spectre
des protons aromatiques de TyrOH (figure IV-5c¢). Ce résultat semble en
accord avec le schéma (3). L'abaissement de température diminue la
vitesse d'échange entre tyrosine libre et tyrosine complexée,ce qui

pourrait permettre de visualiser les deux especes,

la seconde est d'envisager une superposition d'un effet net et d'un

effet de multiplet : E + AE pour H et A + AE pour H2 6° Soit le
?

3,5
schéma suivant :

e L ) ]

AE




161

Normalement, pour obtenir un effet de multiplet il faut que
les facteurs g des deux partenaires de la paire soient égaux}ce qui
n'est pas le cas pour les paires de radicaux que nous proposons. Toute-
fois, SCHILLING (21) a pu observerdes effets de multiplet lors de 1'ir-
radiation de différents phénols en présence de benzophénone bien que
les radicaux responsables de ces polarisations aient des facteurs g trés
différents. L'effet de multiplet est le plus marqué, selon cet auteur
sur les protons les moins polarisés ; c'est-a-dire sur les protons possé-
dant de faibles constantes de couplage hyperfin et qui sont voisins de
protons possédant de fortes constantes de couplage hyperfin. Nous sommes
dans un cas similaire si l'on compare les constantes de couplage hyper-—

fin de H t t ine.
e 2,6 e H3,5 de la tyrosine

KAPTEIN et al. (22) ont récemment démontré que méme pour un
angle de pulse de 90° il était possible d'observer des effets de multi-
plet & cause de l'inhomogénéité du champ de radio-fréquence (normalement
pour cet angle de pulse seuls les effets nets sont restitués (23)). Ces
auteurs ont également observé dans le cas du systéme tyrosine/flavine
que l'on pouvait restituer la part relative & l'effet net et & l'effet
de multiplet par addition et soustraction de spectres de CIDNP pris & des
angles de pulse de 45° et 135°, Bien que l'utilisation de cette techni-
que nous ait donné un résultat négatif nous ne pouvons pas exclure la
possibilité d'un effet de multiplet. En effet, & 80 MHz, la tyrosine
présente un spectre d'un systéme fortement couplé (AA'BB!) puisque
J/a68 = JHB,B-H2,6/IGH3,5- 6H2,6| ~ 0,5.

Or KAPTEIN montre que dans le cas de systémes fortement couplés
seule la RMN bidimensionnelle permet d'observer ces effets. Notre appa-
reil n'étant pas adapté pour utiliser cette technique, nous n'avons pas

pu vérifier par cette méthode notre seconde hypothése.

Afin d'expliquer la provenance des différentes paires de radi-

caux proposées, nous allons porter la discussion sur l'aspect énergétique

de la formation de ces paires. Nous observons des polarisations dans toute
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la gamme de pD. Le fait que la tyrosine soit polarisée & des valeurs de
pD >11 plaide en faveur d'un transfert d'électron puisque la tyrosine
a4 ces valeurs de pD est sous forme d'ion tyrosinate (Ter-) (pKTerH P
10,4 (24)). L'arrachement d'hydrogéne n'est plus possible dans ce cas.

De méme, si l'on considére l'équation de REHM et WELLER (cf chapitre III),
on peut calculer le pD & partir duquel le transfert d'électron est thermo-
dynamiquement possible. D'aprés les résultats exposés dans le chapitre III
les potentiels de réduction des porphyrines hydrosolubles sont respective-
ment de - 0,55 ; - 0,67 et - 1,06 V pour la TMePyPHZ, la TAPPH, et la

2
TPPSH, par rapport & l'électrode au calomel saturé. BRABEC et MORNSTEIN

(25) int montré que le potentiel d'oxydation de TyrOH variait entre 0,6 V
et 1 V par rapport & cette méme électrode en passant d'un pH acide & un
pH basique. Ces résultats sont conformes & ceux proposés par dautres au-
teurs (24 - 26). A partir des donnédes relatives 4 ces différentes publi-~

cations, le potentiel d'oxydation peut s'exprimer comme suit :

E = EO + 0,058 I.og(KTerH + (87)

ol pKTerH =10,4 (24) , Eo~ 1,2V (26)

L'énergie des états excités triplet de ces porphyrines est située

3 1,44 eV (cf chapitre III).

Si 1'on suppose que 1l'état réactif des porphyrines est un état
triplet, ce qui est vraisemblable d'aprés les résultats présentés dans le
chapitre III, le transfert d'électron ne devient énergétiquement favorable
qu'a partir de valeurs de pD supérieures a 4,8 ; 6,9 et 13,6 en ce qui
concerne respectivement la TMePyPHZ, la TAPPH2 et la TPPSHZ. Puisque nous
observons des polarisations sur TyrOH pour des valeurs de pD inférieures
4 ces bornes, on peut s'attendre & ce que différentes paires soit & l'ori-
gine de la réactivité de ce composé. En particulier, on peut supposer que

1'énergie de 1'état excité du couple PH,---TyrOH soit supérieurea celle de

2
1'état triplet de PH2, ce qui aurait pour effet d'abaisser la valeur rela-
tive des pD & partir desquels le transfert électronique est favorable.

Puisque nous observons que l'intensité des polarisations sur TyrOH diminue
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fortement au fur et & mesure que le pD augmente (figure IV-4), on peut
s'attendre & ce que le complexe soit & l'origine de la formation des
paires de radicaux en milieu acide ou neutre. Ceci ne peut s'expliquer
par un transfert d'électron entre PH2 et TyrOH libre puisque celui-ci
serait d'autant plus favorisé que le pD deviendrait basique. Les pola-
risations sur TyrOH seraient alors plus intenses en milieu basique.
Ces différentes considérations nous aménent & proposer différentes

voies de formation des paires :

- en milieu basique (pD > pKTerH) la seule pbssibilité est un transfert

d'électron entre l'ion tyrosinate et la porphyrine.

3 3

PH, + Tyr0~ —> PH,"" Tyr0®  (I)
- pour pD < pKTerH ; dans le cas ol le transfert d'électron est énergé-

tiquement possible :

3 3 .- ot
PH, + TyrOH — PH,"” TyrOH (11)
puis ’PE," TyroE'* — PR, Tyzo'  (II)

Le transfert de proton est favorisé en milieu neutre ou acide puisque
le pK du couple PH3'/PH2'— est supérieur a celui du couple PH3+/PH2
(27). Le transfert de proton peut se faire & partir de la tyrosine
puisque le radical cation de ce composé est susceptible de se dépro-

1 . . <0 (28)).
tonner facilement (pKTerH */1y70 < 0 (28))

- pour pD < 7 ; dans le cas ou le transfert d'électron n'est plus possi-
ble énergétiquement :
st s -
3(m2--- TyrOH) ——> ’PHZ" Pyron°

en milieu acide

-+ 2,
3PH2'- TyrOH'+T —— JPH3° TyroE°+ (IV)
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Les polarisations observées en fonction du pD sur PH2 et TyrOH

peuvent s'expliquer & partir de ces différentes paires :

- en milieu basique, elles sont créées par -retour inverse de l'électron

P
Tyr0® PH,"T —> PH2* + Tyr0~*
3
et PHZ'- TyrOg°+t ——p PHZ* + TyrOH"
PH, ™ est le seul radical de la porphyrine créé en milieu basique.

2

Celui-ci, par réaction d'échange, perd sa polarisation (cf chapitre III).

PH.'” + P, —> PH2+PH2

2 2
C'est pourquoi nous observons un effet de "broadening" sur PH2 en
milieu basique.
- en milieu acide, elles sont créées par dismutation des radicaux
premreeaur-S L%
PH," Tyr0® —> PH2* + TyrOH

ou par retour inverse de l'électron et 1libération de H+

PH_* TyrOH'* —> PH. + TyrOH + H

3

Dans ce cas les polarisations sur PH

2

5 peuvent persister car la réaction

d'échange n'est plus possible.

La diminution des polarisations sur TyrOH en passant d'un milieu

acide & un milieu basique suggeére également que le radical cation de ce

substrat perd une partie de ces polarisations par une réagtion d'échange.

TyrOH'+ + TyrOH —> TyrOH + TyrOH'™"

Iy

Ce genre de réaction a déja été observé sur des systémes analo-

gues (29).

Nous ne tenons pas compte dans notre étude des polarisations
créées par les radicaux diffusants car celles-ci sont généralement atté-

nuées par des phénomdnes de relaxation {cf chapitre III).

La ZnTMePyP et la PdTMePyP induisent également des polarisa-
tions sur la tyrosine pendant irradiation. Toutefois dans ces cas parti-

culiers, ces porphyrines ne sont pas polariséesen milieu acide. De méme,
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les polarisations obtenues sur la tyrosine sont moins intenses que celles
induites par la porphyrine non métallée. Puisque dans ce cas, on forme
également un complexe entre porphyrine et tyrosine, les seules réactions

possibles sont les suivantes :

wp + TyrOH —> MP*~ TyrOH't (en milieu basique)

3(MP-—-—TerH) —_ MP°T TerH'+ (en milieu acide)

Les polarisations sur les produits sont également obtenues par
retour inverse au sein de la paire. Le transfert de proton n'est plus
possible dans ce cas. Par analogie avec la discussion proposée ci-dessus
nous ne devrions pas obtenir de polarisations sur la porphyrine métallée.
De méme la TyrOH doit montrer des polarisations moins importantes puisque
dans ce cas Ag est faible d'aprés les valeurs présentées au début de ce

paragraphe (les effets nets seraient moins intenses).

Certains auteurs (30 - 31 - 32) ont proposé que la photooxyda-
tion de dérivés de la tyrosine en présence d'éosine ou de lumiflavines
faisait intervenir une réaction d'arrachement d'hydrogéne. L'un de leurs
arguments repose sur l'absence de réactivité observée avec la méthoxy-4
phénylalanine, qui ne posséde pas de proton phénolique échangeable et qui est
difficilement oxydable. Nous n'avons pas observé non plus d'effets de
CIDNP sur ce composé en présence de porphyrine. Toutefois, nous ne pen-
sons pas que cette constatation permet te d'exclure la possibilité d'une

réaction d'échange électronique.

En effet TyrOH et TyrOMe semblent avoir des potentiels d'oxyda-
tion trés différents. Ainsi VOGELMANN et al. (33) qui ont étudié la ré-
duction des états triplets de la thionine par différents donneurs d'élec-
trons n'ont observé aucune réaction avec l'anisole contrairement & d'autres
di- ou triméthoxybenzénes dont les potentiels d'oxydation étaient inférieurs
4 1,5 V par rapport & 1l'électrode au calomel saturé. On peut donc s'atten-
dre & ce que l'anisole ait un potentiel d'oxydation supérieur a cette

limite.
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En effet, EBERSON (34) reporte un potentiel d'oxydation de
1,67 V pour ce composé par rapport & l'électrode au calomel saturé dans
un mélange acétate de sodium//acide acétique glacial, Ces constatations
semblent ainsi indiquer que le potentiel d'oxydation de l'anisole est
bien supérieur & celui du phénol (35). Par comparaison avec ces composés,
on peut s'attendre & ce que cette différence soit du méme ordre entre
TyrOH et TyrOMe, justifiant ainsi que le transfert électronique ne soit
pas énergétiquement favorable avec ce dernier dérivé et les porphyfines
étudiédes.

Or 1'interprétation donnée par les auteurs cités plus haut re-
posait sur la comparaison des potentiels d'ionisation de ces différents
composés qui seraient sensiblement les mémes comparés & ceux de l'anisole
et du p-crésol (%36). Par la suite, les relations empiriques du type de
celle utiliséepar SEKI et al. (37) qui relient les potentiels d'oxydation
aux potentiels d'ionisation donnent des résulfats erronés quant & la va-
leur du potentiel d‘'oxydation. Ainsi ces auteurs proposent une valeur de
1,62 V pour la tyrosine qui est relativement éloignée de celles proposées

dans la littérature (24 - 25).

Toutefois méme si 1'on envisage un transfert d'électron dans ce
cas, il n'y a pas de proton libre sur le radical TerCH3°+ par rapport au
radical TerH'+. Cette remarque peut mettre en évidence l'importance du
transfert de proton au cours des réactions que nous avons étudiées. Celui-

ci serait & l'origine des polarisations sur TyrOH.

Appliquons & présent les régles de KAPTEIN aux polarisations

observées sur les porphyrines et la tyrosine.

Quelle que soit la nature des paires proposées, nous avons

toujours :
- g (radical dérivé de TyrOH) > g (radical dérivé de PH2)

o 22,0031 . 22,0046 5 8oy e+ popg o < 2,003)

gTer > 3

(gTerH

- € >0 puisque les ?olarisations proviennent de réactions de cage

(réactions réversibles)

- >0 ; a <0 3 >0
6 B35 “Hg
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i) Cas de la tyrosine
- Pour l'effet net ' = ye g, 008 « ai

ne
T
ne(H3,5)

(B) === Poet et oe=-==u

e + o + o + =+ U

Fne(Hz’é) = (A) = +

Soit u = + ; un état triplet est compatible avec la nature des
polarisations observées. La polarisation sur les protons BCH2 confirme
également ce résultat.

- Pour l'effet de multiplet rne(i,j) =Heceg; ca; 00Ty

Appliquons cet effet aux protons les moins polarisés (donc‘de ay
plus faible) puisque ce sont ceux-ci qui montreront un effet de multi-

plet le plus marqué conformément aux arguments développés par SCHILLING

(21).
Dans le cas de TyrOH il s'agit des protons H2 6°
y

Les différents paramétres prennent les signes suivants :

. a, = a >0 ; a., = <0

oHy J aHB,s
. cij = + (ces protons sont situés sur le méme radical)
. Jij = + pour un couplage ortho
. H = AE = -

rme(2,6)

i = -= ° . e = o . = - dtol = +
Soit rme(H2,6> e+ o+ + .+ u ol u

L'effet de multiplet observé est donc également compatible avec

la participation de l'état excité triplet des porphyrines.

ii) Cas des porphyrines TMePyPH, et TAPPH,

Prenons l'exemple du proton Hb qui montre un effet E + AR

- Pour l'effet net %ﬁﬁHb) = (E) = Y% o € o aHb A8 =4 o + & ag - =- aHb
o

Soit aH = +
b
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- Par suite pour l'effet de multiplet :

I‘H—-.a . F T e T o T o= ot 4 F = ==
()usaHchijJij+++ + .+ AE

(aH sera de signe contraire & aHb selon la régle de l'alternance

des signés).

On vérifie ainsi que la polarisation sur Hb est bien celle observée

sur le spectre.

, De méme, les polarisations observées par CIDNP 130 (tableau
IV-3) sur la TMePyPH2 et la N-acétyltyrosine sont en accord avec celles
obtenues par CIDNP 'H, En effet, selon KAPTEIN, les polarisations qui pro-
viennent d'un atome de carbone et d'un atome d'hydrogdne directement 1ié

& ce carbone doivent montrer des polarisations de signes opposés. Nos
résultats sont en accord avec cette régle (i.e. Pour la TMePyPH :

L (c ) E ; T, (H ) = ; Pour la TyrOH : T, (c ) =4

r (H3 5) = E) De méme, dans le cas d'un composé aromathue on doit
s'attendre & ce que deux atomes de carbone voisins aient des constantes

de couplage hyperfin de signes opposés. L'alternance des polarisations en

émission et absorption exaltée confirme ce fait (tableau Iv-3).

Nous pouvons, d'aprés les intensités relatives de ces polarisa-
tions, indiquer que ce sont les protons pyrroliques qui possddent la den-
sité de spin la plus élevée dans l'intermédiaire réactionnel (i.e. PH2°—
ou PH3°). De méme on observe des polarisations intenses sur les carbones
C1 et Cm. Ceci implique une forte densité de charge délocalisée vers les
groupements pyridinyles. Ceci peut s'expliquer par le fait que ces substi-

tuants sont fortement dlectroattracteurs.

2) Cas du tryptophane et de l'histidine

a) Le tryptophane

Si l'on compare les polarisations que nous observons sur le
N-acétyl tryptophane au cours de son irradiation en présence de TMePyPH2
par rapport & celles obtenues par KAPTEIN (8) sur ce composé en présence
de flavine, on remarque une inversion du signe de ces.derniéres. KAPTEIN

propose un transfert d'électron du tryptophane vers la flavine & 1'état
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excité triplet comme étape primaire. Les polarisations sont alors créées
par retour inverse de l'électron. Leur nature indique que gTrypt'+ <
GFlavine" ou gFlavine"‘z 2,0032, Comme l'ont montré certains auteurs

(4 -5 - 38) 1a photooxydation du tryptophane se fait par l'intermédiaire
de 1'état excité triplet des porphyrines. Si l'on envisage un mécanisme
analogue a celui proposé par KAPTEIN, on peut calculer par l'intermédiaire
de 1'équation de REHM et WELLER le pD & partir duquel le transfert d'élec-~
tron est possible. Par analogie avec les calculs présentés dans le cas de
la Tyrosine on trouve en tenant compte des variations du potentiel d4'oxy-
dation du tryptophane (24 -25 - 26) les valeurs limites suivantes :
TMePyPH, (pD® 5,9) ; TAPPH, (pD ¥ 8,3) ; TPPSH, (pD > 14). Puisque les
polarisations que nous observons apparaissent sensiblement & partir de ces
valeurs, il est vraisemblable que l'étape photoréactionnelle primaire est
un transfert d'électron. En milieu acide, on n'observe aucune polarisation
sur le tryptophane ; la porphyrine montre des polarisations qui corres-
pondent & sa photorédactivité quand elle est irradiée seule dans l'eau.

Nous n'avons pas pu caractériser la nature du photoproduit qui est formé.
Toutefois celui-ci peut &8tre formé par piégeage des radicaux tryptophyles
lors de leur diffusion. Ainsi dans le cas du radical cation du tryptophane
on peut envisager une attaque sur le carbone Cé car cette position est la
plus réactive (39). Ce radical peut également se déprotonner pour former le
radical neutre (PKTrpH'+/Trp' = 4,3 (24». Dans ce cas on peut également

envisager une attaque en position 1 comme l'ont observé MARUYAMA et al.

(40).

Comme l'ont observé BAZIN et al. (41), les radicaux cations des
porphyrines peuvent réagir avec le tryptophane par des réactions de type
I. Le radical cation du tryptophane ainsi formé peut ensuite réagir en
solution pour conduire & la dégradation de cet acide aminé. On peut donc
également envisager un transfert d'électron analogue, puisque nous avons
démontré dans le chapitre III gue le radical cation de la porphyrine
pouvait également Btre formé au cours d'une réaction d'annihilation tri-
plet-triplet. De méme MARUYAMA et al. (40) indiquent également que la
réaction avec le tryptophane n'a pas lieu directement avec la porphyrine

mais avec son radical cation.
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Selon ces considérations on peut envisager le mécanisme

suivant :
PH, SLRIN 1PH2 —_ 3PH2 (1)
3 3 3 [ X I
PH, + “PE, —> 'PH,"” PH, (2)
: G S
3PH2 +Trp —> TpE,"” Trpt (3)
————— _ .

PHE,"” Irp” —> PH," + Trp’ (4)

3PH = pE "t —— P " + pE T (5)
2 2 2 2

PE," + Irp —> PH, + Trp** (6)

30—

PH2° Trp't —> PH2* + Trp* (7)
PHZ'— + Trp*t—> PH2* + Trp* (8)
PE," + X -_ PH, + X~ (9)
Trp*" + X7 —> Trp - x¥ (10)

Les polarisations que nous observons en début d'irradiation
sur le tryptophane proviendraient essentiellement de 1'étape (7) par
recombinaison des radicaux ions au sein de la paire. Celles qui résul-
tent de 1'étape (8) sont atténuées par des phénoménes de relaxation.
L'absence de polarisations sur la porphyrine peut s'expliquer par une
réaction d'échange du type de celle proposée dans 1l'étape (9). Puis au
cours de 1l'irradiation la formation d'une paire de fuite entre le radi-
cal tryptophyle et une espéce radicalaire est & l'origine des polarisa-

tions observées sur le photoproduit.

Dans le cas des polarisations créées sur le tryptophane en
début d'irradiation on peut appliquer la régle de KAPTEIN pour l'effet

net :

Fne(i)'—'-].l-EoAg -ai
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Selon les travaux de Hore et al. (19) les signes des constantes

de couplage hyperfin pour les protons Trp sont les suivants :

4 "6 2 5’ By e

+ (état réactif triplet)

=
]

£ = + (produit de cage)

Les polarisations observées sont les suivantes :

I‘ne(GH2B) 4=+ rne(H2,4,6) =B=-
bonc :

I‘ne(CHze) =+ =4 o+ . Ag .+

Fne(H2,4,6) ===+ .4+ . 0g . -
D'ol Ag = + :> Eppp+ 7 gPHz"'
soit gPHZ.- < Bppp & 22003 (8)

Par suite nous confirmons que oo < 2,003
2

L'évaluation des effets de CIDNP par les regles de KAPTEIN sur

TyrOH dans le paragraphe précédent est donc justifiée.

I1 est difficile de se prononcer sur la nature du(des) produit(s)
formé(s) et sur les polarisations induites sur ce(s) composé(s) du fait de
la superposition des signaux de CIDNP de ceux-ci avec le tryptophane. Pour
pouvoir différencier les polarisations, il serait intéressant d'une part
de travailler & champ plus élevé et d'autre part d'utiliser des techniques
telles que la RMN 2D et la CIDNP résolue dans le temps qui permettrait de

suivre la réaction au cours du temps (ef chapitre I).

b) L'histidine

Un transfert d'électron entre histidine et porphyrine n'est pas

envisageable d'un point de vue énergétique. En effet BRABEC et MORNSTEIN
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(25) ont montré que le potentiel d'oxydation de l'histidine est supérieur
1

V. L'énergie libre de formation de la paire de radicaux ions
ot

s
a
Z
J

His PHZ'—, calculée & partir de 1l'équation de REHM et WELLER est

positive quel que soit le pD pour toutes les porphyrines.

Par suite ce processus est endothermique, KAPTEIN et al. (8)
proposent dans le cas de l'histidine un arrachement d'hydrogéne comme
étape photoréactionnelle primaire lors de son irradiation en présence
de flavine. Leur explication est basée sur le fait qu'i partir d'un pH
supérieur au pKa de 1l'histidine de fortes polarisations sont observées
par CIDNP, tandis que dans le cas de ce composé méthylé en position 1,

aucune polarisation n'est observée dans cette gamme de PH,

Nous observons également un phénoméne analogue puisque les
polarisations de la N-acétyl histidine n'apparaissent qu'd partir d'un
pD = 7,1 lors de son irradiation en présence de TMePyPHZ. Cette valeur
correspond approximativement au pKa de ce produit (pKaCE 7,6 (42)). On

peut donc envisager un mécanisme analogue & celui proposé par ces

auteurs.
PH, —h‘l——>’1>H2 iscy 3PH2 (1)
3PH2 + Hig —> 3PH2' His ° (2)
b Sre—
PH3 His —_— PH2* + His | (3)

Comme dans le cas du tryptophane, les espéces polarisées sont

créées par un transfert inverse au sein de la paire.

Appliquons la régle de KAPTEIN pour l'effet net :

Nous avons ay s 8g <0 (8) } &y >0 ; € =+ ; u=+
2 4 8
r = T = B(-).
et ne(Hz) ne(H4) E(-)
i = - = . = 4,4, -, = -
Soit pour Ihe(H4) u.e.aH4 A8 Ag Ag
y = - 2,00 8
D'ol Ag p— gPHB‘ < Bgyig - 21903 (8)

Ce qui est en accord avec nos résultats précédents.
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Dans le cas de la ZnTMePyP, le mécanisme semble plus complexe
puisque l'arrachement d'hydrogéne par la porphyrine excitée dans son état
triplet est peu probable. En effet, les azotes centraux du cycle sont

bloqués par l'insertion du zinc.

Nous avons montré au cours du chapitre III que les porphyrines
réagissaient seules en milieu aqueux par annihilation triplet triplet pour
former une paire de radicaux ions. On peut envisager un mécanisme analogue
pour la ZnTMePyP. La dismutation des radicaux anions ainsi formés donnerait
le dianion (43-44). Celui-ci par protonation forme l'anion d'une phlorine
(44),oh le proton se fixe sur un des ponts interpyrroliques du cycle (45).

Cette espece excitée pendant irradiation peut ensuite réagir pour arracher

3 pr=
un hydrogéne & l'histidine et former une paire ZnTMePyPH2 His ‘. Le re-
tour inverse des charges au sein de la paire donnerait les espéces polari-

sées en solution.

Nous proposons donc le schéma réactionnel suivant :

3 b, p
2 “ZnTMePyP ——> ZnTMePyP*~ ZnTMePyP'*

“ZnTMePyP*~ ZnTMePyP't —— ZnTMePyP'~ + ZnTMePyP"™

<+

2 ZnTMePyP'~ —L—> ZnTMePyP + ZnTMePyPH

InTMePyPH~ —2¥> 'znTMepyPn~ 2223 JznTMePhPH”

- 3 -
3ZnTMePH + His ——> ZnTMePyPHé His °

3 - _ *
ZnTMePyPH,"” His ° ——> ZnTNePyPH * ¢ His

FAJER et DAVIS (46) reportent un facteur g de 2,003 pour la
7nTPPH . Si l'on suppose que celui-ci est inférieur & celui du radical
neutre de l'histidine, nous obtiendrons selon les régles de KAPTEIN pour
1l'effet net, des polarisations sur l'histidine en accord avec les résul-
tats observés. L'apparition de la polarisation en émission & 6,2 ppm
correspondrait au proton méthylénique de la phlorine. Toutefois, nous
n'avons aucun élément de comparaison qui nous permette de justifier ce

déplacement chimique.




174

3) Réactivité des porphyrines

I1 est difficile de comparer la réactivité des porphyrines vis-
4-vis d'un substrat particulier car celles-ci ne réagissent pas toutes de
la méme fagon. Par exemple, les porphyrines métallédes réagissent princi-
palement par un transfert d'électron en présence de tyrosine. Les dérivés
non métallés réagissent également par un transfert d'électron mais celui-

ci est généralement suivi d'un transfert de proton.

Les polarisations occasionnées par retour inverse de l'électron
ou par dismutation sont trés différentes si l'on compare leur intensité.
De plus certaines porphyrines métallées contiennent en faible quantité
leur forme non métallée. Nous nous sommes apercus que c'était cette der-—
niére qui induisait les polarisations sur le substrat pendant irradiation
du mélange. Il est important de s'assurer donc de l'absence de toute trace
de dérivé non métallé lors d'études du comportement photochimique des por-
phyrines métallées, car elle pourrait conduire & certaines interprétations

erronées des résultats.

Nos résultats nous permettent d'apporter des éléments de compa-
raisons sur deux catégories de porphyrines. Celles non métallées et celles

complexées par des ions métalliques.

Dans la premiére catégorie, on peut remarquer la réactivité

prépondérante des porphyrines cationiques (TMePyPH TAPPHZ) vis-a-vis

’
des acides aminés par comparaison avec les porphyrines anioniques (TPPSHZ)
ou neutres (HpD—Hp). Dans le cas d'un transfert d'électron, 1l'énergie li-
bre de formation de la paire de radicaux ions est reliéau potentiel
d'oxydation de ces produits. Plus celui-ci sera faible, plus le transfert
sera favorable vis-a-vis d'un substrat donné. Dans le cas d'une substitu-
tion du cycle en position méso par un groupement électro-atiracteur tel

que le cation N-méthylpyridinium, la densité des charges des azotes cen-

traux du cycle sera délocaliséevers les substituants.
7/ “\N—ch. o
. ;
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D'apres HARRIMAN et al. (47), cet effet augmente le potentiel
d'oxydation de la molécule et le radical cation correspondant se dismute
plus facilement. En conséquence on peut supposer que la porphyrine sera

facilement réductible et que son radical anion sera stabilisé.

Par contre dans le cas d'une substitution par un groupement
électro-donneur tel que l'anion sulfonatophényle un effet inverse sera

observé.

Dans le cas de substitution en position B pyrrolique les effets
inductifs seront peu marqués et la densité de charge sera essentiellement
portée par les azotes centraux du cycle. Le potentiel de réduction du

cycle sera élevé.

Dans le cas de la formation du radical anion des porphyrines,
on peut supposer que l'effet inductif du aux différents substituants du
cycle va également influencer la répartition de la densité de charge élec-

tronique. Ainsi pour le radical anion de la TMePyPH, on peut envisager les

2

[
N""CHs - >—CN —CH3

La densité électronique de charge serait localisée sur la posi-

formules de résonances suivantes :

. sy
- / \N'_CH3 -

tion méso et sur les substituants.

Pour la TPPSH2 cet effet n'est plus possible.
Les effets de CIDNP 13

systémes PHZ/TerH indiquent qu'un tel radical peut &tre considéré comme

C et 1H observés lors de 1l'irradiation des

intermédiaire dans la réaction.

3

Par CIDNP ! C on observe de fortes polarisations sur les carbones

méso et sur ceux du groupement pyridinium.

Par CIDNP 1H, l'intensité des polarisations obtenues sur les por-
phyrines décroit dans le sens : TMePyPH2 > TAPPH2 > TPPSH2 ce qui est en

accord avec les constatations établies ci-dessus.
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Dans la seconde catégorie, on peut différencier la réactivité
des porphyrines substituées par des ions métalliques diamagnétiques de
celles substituées par des ions métalliques paramagnétiques. Les porphy-
rines diamagnétiques (ZnTMePyP, PdTMePyP) réagissent contrairement aux

porphyrines paramagnétiques.

Ce résultat peut éventuellement s'expliquer par le fait que
les porphyrines paramagnétiques possedent des états excités triplet de
faible durée de vie (43) par rapport & ceux des porphyrines diamagnéti-

ques, ce qui ne permettraiy pas'l'observation des effets de CIDNP.

CONCLUSION

L'étude par photo-CIDNP du systéme porphyrine/acides aminés
aromatiques nous a permis de mettre en évidence des mécanismes primaires
de photoréactions différents suivant la nature des acides aminés : trans-
fert d'électron avec le tryptophane, transfert d'électron suivi d'un
transfeft de proton avec la tyrosine, arrachement d'hydrogéne avec l'his~
tidine,

Comme dans le cas de la guanine, les porphyrines sont photo-
réduites & partir de leur état triplet. C'est la premiere fois que des
polarisations sont observées sur les porphyrines en milieu polaire et

gous irradiation lumineuse continue (état stationnaire).

Ces réactions sont généralement réversibles, sauf dans le cas
du tryptophane et de lthistidine ol nous avons observé la formation de
différents photoproduits pendant irradiation. Dans le premier cas, il
stagirait d'un dérivé du tryptophane bien que sa structure n'ait pu 8tre
élucidée. Avec l'histidine, on formerait plutdt une phlorine selon notre

hypothése réactionnelle.

L'étude du systéme PHZ/TerH nous a permis de mettre en évi-
dence la formation d'un complexe avant irradiation. Celui-ci résulterait

d'une liaison hydrogéne entre le groupement hydroxyle de la tyrosine et
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des azotes centraux du cycle porphyrinique. L'irradiation de ce complexe

en solution favoriserait l'induction de polarisations sur la porphyrine.

Ces résultats laissent entrevoir que la photooxydation des
acides aminés aromatiques peut également intervenir par un mécanisme de
type I lors de la photosensibilisation par les porphyrines : en parti-
culier dans le cas du tryptophane oli 1'on observe la formation d'un pho-
toproduit. Une autre réaction secondaire & la photooxydation des protéines
est la formation de leur covalent entre ADN et protéines. En particulier,

les radicaux tyrosyles ont été impliqués dans cette réaction (48).

De plus certaines études ont montré que la complexation des
porphyrines par des macromolécules favorise l'action photosensibilisante
des porphyrines (38 - 49). Puisque la porphyrine se complexe en présence
de tyrosine et que cette complexation favorise la formation d'especes
radicalaires, on peut supposer qu'un mécanisme de type I soit & l'origine
de ces réactions secondaires. Celles-ci sont importantes en photochimio-
thérapie des cancers puisqu'aussi bien les étapes de photooxydation des
protéines que celles de"farmation de liaisons protéines - ADN peuvent

intervenir dans 1'inactivation des cellules cancéreuses.
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PARTIE EXPERIMENTALE

1H et 130 présentés dans ce mémoire ont été

Les spectres de RMN
enregistrés sur un spectrométre de RMN par transformée de Fourier (BRUKER
WP-80 SY WG)o Le dispositif expérimental d'irradiation est celui déja

décrit dans d'autres travaux (1),
ENREGLSTREMENT DES SPECTRES DE PHOTO-CIDNP

1) Le dispositif d'irradiation lumineuse

Le schéma de ce dispositif est présenté sur la figure V-1, Nous
utilisons comme source lumineuse une lampe haute pression xénone- mercure
dont la puissance est de 1000 W’@RIEL)¢vLe faiscegu lumineux émis par la
lampe est focalisé par un premier condenseur en quartz (a) dans une cellu-
le & filtre liquide (b) munie d'un circuit de ‘‘refroidissemente Ce dernier
permet de dissiper une grande partie de 1l'énergie calorifique de la source

lumineusee

Un second condenseur (c) fixé directement & la sortie de ce
filtre, permet de focaliser & nouveau le faisceau lumineux sur la face
d'entrée d'un guide de lumidre en quartz (f), Celui-ci transmet directe-
ment la lumidre & l'intérieur de la sonde (g) au niveau de la bobine de

détection.

Sur le trajet optique, nous plagons une seconde cellule de re-
froidissement & circulation d'eau (d) dans laquelle on place des filtres
de verre (h) gui permettent de sélectionner certaines longueurs d'onde du

spectre d'émission de la source lumineuses

Un écran (e) dont 1l'ouverture et la fermeture sont commandées
&4 distance permet 1l'acquisition des spectres de RMN avec ou sans irra-

diation de l'échantillone
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2) L'enregistrement des spectres

a) i

Nous utilisons une sonde spécifique opérant & 80, 130 MHze Les
tubes de RMN ont un diamétre de 5 mm et sont soit en pyrex soit en Quartzo
Les spectres sont obtenus & partir d'un seul FID ou résultent de 96 ac-
cumulations pour des angles de pulse de 30° et 90°, Les déplacements chi-
miques sont donnés par rapport au tétraméthylsilane (TMS) dans le métha-
nol deutéré, En solution agueuse nous avons utilisé le diméthyl-2,2-sila-

2 pentane sulfonate de sodium (DSS) comme référence (§/TMS = 0,015 ppm)e

Un microprogramme nous permet d'enregistrer au bout d'un délai
de 15 s six FID consécutifs (1'invervalle de temps séparant chaque FID est
de vingt secondes), Cette méthode nous permet de suivre au cours des deux

premidres minutes d'irradiation l'évolution des signaux de CIDNP,

Les principaux paramétres d'acquisition des spectres sont les
suivants : '

Temps d'acquisition : 6,7 s

Délai entre deux impulsions : 0,1 s

Penétre spectrale : 1222 Hze

Mode de détection : guadrature de phase

Résolution : 0,149 Hz/pt

) ¢

Nous utilisons une sonde spécifique opérant & 20, 150 MHz et
recevant des tubes de 10 mme

13 13

Les spectres “C résultent d'un découplage “C - 1H ¢ découplage

large bande hétéronucléairee

Les spectres obtenus pendant irradiation de 1l'échantillon néces-
sitent 1'addition de 1600 ou 2000 FID, Les spectres des produits non irra-
diés ne montrent aucun signal apparent pour un nombre de FID identique &

celui indiqué ci-dessuse
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La détermination des glissements chimiques des carbones des
substrats en solution est .calculée par rapport au TMS en utilisant

comme référence interne le dioxane (6/TMS = 67,86 ppm)e

L'attribution des signaux a été effectuée par comparaison
avec des données de la littérature (les références bibliographiques

sont indiquées dans les chapitres III et IV)e

Les principaux paramétres d'acquisition sont les suivants :
Angle de pulse : 25°

Temps d'acquisition : 0468 s

Délai entre deux impulsions : 1 s

Fen8tre spectrale : 6024 Hz

Mode de détection : quadrature de phase

Résolution : 1,47 Hz/pt

La température de la sonde est régulée par une unité de tempé-
rature variablee Les spectres sont pris généralement & 318°K, Les expé-
riences réalisées 4 basse température ont nécessité le passage d'azote

liquide au niveau de la sonde de RMNe lLa température est régulée a la

fois par le débit d'azote et par une résistance chauffante,

Le dégazage des solutions est obtenu en faisant buller de
l'azote directement dans le tube de RMN, pour les solutions aqueuses et
par des cycles "congélation - décongélation" sous pression réduite
(10_'5 mm Hg) dans des tubes de RMN adaptés, pour les solutions méthano-

liquese

Le pD des solutions est ajusté & la valeur désirée par ajout
de petites quantités de NaOD et DCle Celui-ci est mesuré directement
dans le tube de RMN en utilisant une électrode de mesure spéciale couplée

3 un pH métre commercialisé par Spectrométrie Spin et Techniques (SST

Paris)e




186

IT - LES PRODUITS

1) Les porphyrines

La Protoporphyrine IX (sel disodique) et 1'hématoporphyrine IX
(chlorhydrate ou base libre) sont desproduits SIGMA,

Le dérivé de l'hématoporphyrine est commercialisé par INTERCHIM

(Montlugon),

Toutes les porphyrines synthétiques hydrosolubles et leurs déri-
vés métallés nous ont été gracieusement fournis par Ay GAUDEMER (Université
de Paris Sud - ORSAY)., Elles ont été synthétisées dans son laboratoire (2)e

Nous avons contr8lé leur pureté par RMN,

2) Les agents électro-donneurs

La paraphényléne diamine, le catéchol, le pyrogallol et le
glutathion sont des produits ALDRICH.

La cystéine, l'acide ascorbique et l'hydroquinone nous ont été
gracieusement fournis par le Laboratoire de Chimie Organique de la Faculté

de Pharmacie de Lille II,

3) Bases des acides nucléiques et nucléotides

Ce sont des produits ALDRICH, Les bases utilisées sont la thymine,
la cytosine, l'adénine et la guanine, Leurs mononucléotides ont le groupe-
ment phosphate fixé en position 5's Il s'agit respectivement du sel diso-
dique de 1l'uridine (UMP), du sel disodique dihydraté de la thymidine (TMP)
des formes acides monohydratées pour la cytidine (CMP) et 1'adénosine (AMP),

du sel disodique trihydraté pour la guanosine (GMP) ¢

Le dinucléotide (GpC) : guanylyl-3'-—> 5' cytidine est un pro-

duit SIGMA et est commercialisé sous forme de son sel d'ammoniumg

L'éthyl-9 guanine est un produit SIGMA,
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4) Les acides aminés

Tous les acides aminés sont des produits SIGMA, Il s'agit de la
N-acétyl L-tyrosine, de son ester éthylique,de la méthoxy-4 phénylalanine,

de la N-g-acétyl L-histidiney du N-acétyl DL tryptophane,

La L-Dopa(dihydroxy-3,4 phénylalanine) est un produit FLUKA,

5) Les solvants

Les solvants deutériés (eau (99,75 %) 3 méthanol (99,5 %)) sont
des produits SSTe

NaOD et DC1 (10 N} 99,5 %) proviennent également de chez SSTe

IIT - METHODOLOGIA ET MESURES

1) Filtres optigques

Au cours de l'irradiation des systémes porphyrines/substrats, il
est nécessaire d'utiliser des filtres qui transmettent la lumiére aux lon-

gueurs d'onde d'absorption des porphyrines.

I1 faut également que ceux-ci puissent filtrer la lumiére dans les
bandes d'absorption des substrats. Auquel cas, l'irradiation directe de ces
substrats (en particulier certains acides aminés tels que la tyrosine et le
tryptophane) conduirait & des effets de CIDNP indépendamment de la présence

des porphyrines.

Pour cela nous avons utilisé différents filtres qui permettent
également d'irradier tout le spectre d'absorption des porphyrines (filtre
CORNING CS-052) ou sélectionnant les bandes ¢ (filtre CORNING CS-751) ou
bandes B (CORNING CS 273).

Les spectres de transmission de ces différents filtres sont
donnés sur la figure V.2. On peut remarquer que le filtre CS 273 transmet
plus de 70 % de 1'intensité lumineuse pour des longueurs d'onde supérieures
3 580 nm. Celle s—ci sont généralement utilisées en photochimiothérapie

avec les porphyrines.
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2) Etude de la complexation

Sur les tableaux V-1,2,3 sont rapportés leg différents paramétres
nécessaires a4 l'établissement des courbes A; =f( %ﬂ) en fonction de la

température. (cf chap. IV).

sobs correspond au déplacement chimique des protons i de la tyro-

sine en présence de porphyrine pour des concentrations identiques (c) de

ces deux composés et pour une température 7.

Gs est le déplacement chimique des protons i de la tyrosine seule

en solution & la concentration C et & la température T.
6_ =68 -8 = Ai
i 8 obs T

la tyrosine dans le complexe porphyrine-tyrosine.

est le déplacement induit des protons i de

Les variations des concentrations ont été obtenues par dissolution
1

. s \ - -1
d'une solution mére ou C = 1,2.10 mole.l . Le calcul des nouvelles concen-

trations a été effectué en comparant l'intensité des protons aromatiques de
la tyrosine & celle d'un étalon interne. Ce dernier est constitué par une
solution de tertiobutanol contenue dans un tube capillaire que nous plagons

4 l'intérieur du tube de RMN.

Les valeurs des paramdtres suivants (X, A;m) et (AH®, AS°) ont été
calculédes 4 l'aide de la méthode des moindres carrés—par deux programmes
BASIC. La conception et la mise en oeuvre de ces programmes ont été effec-
tuées sous les conseils de Mr BONIFACE, responsable du Service Informatique
de la Faculté de Pharmacie de Lille II. lous donnons & titre d'exemple le

"listing" et un exemple d'exécution de ces deux programmes sur les figures

v-3,3"'.
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CONCLUSTION GENERALE



CONCLUSION GENERALE

Notre travail nous a permis d'approfondir la connaissance des
processus primaires de photoréactions radicalaires d'une série de composés
photosensibilisants : les porphyrines, La technique de polarisation nuclé-
aire dynamique induite photochimiquement (photo~CIDNP) appliquée & 1'étude
du comportement photochimique de ces produits seuls en solution aqueuse ou
vis-4-vis de modéles de substrats biologiques qui constituent en général
leurs cibles d'attaque privilégiédes in vivo permet l'établissement des

mécanismes de leurs photoréactions de nature radicalaire,

Ainsi lors de l'irradiation lumineuse en continu (état station-
naire) de ces agents photosensibilisants seuls en solution, nous avons
observé pour la premiere fois par CIDNP 1H des polarisations sur ces pro-
duitse Un mécanisme d'annihilation triplet - triplet est suggéré d'apreés
les calculs de 1l'énergie libre de formation de la paire de radicaux-ionse
Les espéces semi-oxydée et semi-réduite de la porphyrine (radical anion -
radical cation) seraient ainsi formées par la réaction entre deux molécules

a 1l'état excité triplete

En présence des bases des acides nucléiques (purines et pyrimi-
dines) ou des acides aminds aromatiques (tyrosine, tryptophane, histidine) '
un parallélisme intéressant du point de vue réactivité a pu &tre établi
avec l'étude déja effectude dans ce laboratoire par Jo MARKO sur les phéno-
thiazinese Nos résultats sont tout & fait complémentaires de ceux de la
série phénothiazinique et prouvent le comportement équivalent des deux

familles de dérivés photosensibilisantse

En ce qui concerne l'étude par photo CIDNP du systéme perphy-
rines/nucléobases, nous avons mis en évidence une réaction de transfert
électronique hautement réversible ("non réaction" que la CINDP est prati-
quement la seule technique & pouvoir détecter) dans laquelle la porphyrine

joue le rdle d'accepteure Cette réaction met ainsi en jeu le radical anion




de la porphyrine et le radical cation de la guanine, Les autres bases ne
réagissent pas par ce processuse Le mécanisme de leur formation, en accord
avec les reégles de KAPTEIN, fait intervenir 1'état excité triplet des
porphyrinese Cette étude a également mis en valeur l'importance des pro-
cessus photo- rédox qui vont gouverner d'un point de vue énergétique la

direction du transfert d'électrong

Ainsi une bonne corrélation a été trouvée entre les potentiels
de réduction des porphyrines, d'oxydation des nucléobases et 1'effica-
cité de ce transferte Comme la photodégradation de 1'ADN par les porphy-
rines résulte principalement d'une photooxydation des résidus guanines,
nous suggérons qu'une réaction de type I (transfert d'électron) analogue
a celle observée dans notre étude peut 8tre un des processus primaires de

photosensibilisation de 1'ADN par les porphyrinesse

L'étude du systéme porphyrines/acides aminés aromatiques est plus
complexe parce que les mécanismes de photoréaction sont diversifiés :
transfert d'électron avec le tryptophane, transfert d'électron suivi d'un
transfert de proton avec la tyrosine, arrachement d'hydrogéne avec l'his-
tidinegq Toutefois, comme dans le cas des nucléobases,c%mt la porphyrine
excitée dans son état triplet qui joue le réle d'accepteure L'application
des régles de KAPTEIN ainsi que 1l'étude énergétique de la formation des
paires de radicaux-ions nous ont permis de conforter les mécanismes propo-

sése

Dans le cas de la tyrosine, une étude RMN classique nous a permis
de mettre en évidence la formation d'un complexe de type 1-1 par liaison
hydrogéne avec la porphyrineo L'irradiation de ce complexe favoriserait
l'obtention de polarisations sur la porphyrinee C'est la premiére fois que
des polarisations sont observées en milieu polaire sur la porphyrine et a

1'état stationnairees

Dans le cas du tryptophane et de l'histidine, nous avons observé
des polarisations sur différents photoproduitse Ceux-ci se formeraient au
cours de réactions non-réversibles par piégeage des radicaux diffusantse

Nous n'avons pas pu déterminer la structure de ces photoproduits & cause




de la complexité des spectres enregistrés & 80 MHz dans le cas du trypto-
phanee Le spectre RMN des réactifs et des photoproduits sont superposés
et ainsi difficiles a ihterpréter.<Uhe étude sur un spectrométre opérant
&4 champ plus élevé permettrait peut &tre de déterminer leur structures

De m8me les faibles concentrations utilisées au cours de notre étude ne

nous permettent pas de les isolere

Toutefois, certains mécanismes proposés au cours de 1l'étude de
ces réactions, particuliérement dans le cas de l'histidine, restent &
confirmere L'incertitude de ces mécanismes réside dans le fait que plu-
sieurs processus secondaires sont susceptibles d'entrer en compétition
et que les polarisations observées peuvent provenir de plusieurs voies
réactives différentese Afin de différencier celles-ci, il serait inté-
ressant d'utiliser la technique de photo CIDNP résolue dans le temps
(cf chapitre I) qui permettrait d'évaluer l'importance relative des pola-

risations créées a partir de ces différentes réactionss

Il est difficile de comparer la photoréactivité des porphyrines
entre elles vis-a-vis d'un substrat donné car elles ne réagissent pas
toutes de la méme fagone Toutefois, nous avons pu montrer pour toutes les
porphyrines que le transfert de charge s'accompagnait d'une réduction du

cycle tétrapyrrolique,

Dans le cas des porphyrines non métallées ce sont celles qui
possédent le potentiel de réduction le plus bas qui favoriseront le
transfert d'électrone Il en est de méme pour les porphyrines métallées
diamagnétiquese Les porphyrines métallées paramagnétiques ne montrent

aucune photordactivité particuliére par CIDNP,

Notre travail constitue ainsi une approche préalable a la pour-
suite éventuelle d'études sur des moddles plus élaborés avec un matériel

permettant la résolution temporelle des spectrese

I1 peut également s'appliquer & 1l'étude d'une série de composés
analogues, les phtalocyanines, qui sont également connues pour réagir par
des mécanismes de type I et qui peuvent constituer des agents de_ substitu-

tion des porphyrines en photochimiothérapie des cancerse




RESUME

Les porphyrines sont des agents photosensibilisants utilisés en photochimio-
thérapie des cancers. Les mécanismes de photoréaction sont de deux sortes :

type Il (oxygéne singulet) et type I (radicalaire).

Ce travail présente une contribution a I'étude des processus primaires de
photoréaction des porphyrines. Cette étude est réalisée a I'aide de la technique
de Polarisation Nucléaire Dynamique Induite photochimiquement (photo-CIDNP).
Cette technique nous a permis d'obtenir des informations sur les photoréactions
radicalaires de ces produits, seuls ou en présence de substrats biologiques (bases
des acides nucléiques ; amino-acides aromatiques). Les mécanismes de photo-

réaction sont discutés.

- La photoréaction des porphyrines seules dans I'eau fait intervenir un mécanisme

d'annihilation triplet-triplet.

- En présence des substrats biologiques, nous avons pu mettre en évidence des
réactions de transfert de charge qui dépendent de plusieurs paramétres (valeurs
de pH, potentiels d'oxydo-réduction des produits, complexation).

Le mécanisme met en jeu I'état triplet des prophyrines qui réagit par un
transfert d'électron avec le substrat pour former intermédiairement une paire de

radicaux-ions corrélée ol la porphyrine est I'accepteur d'électron.

MOTS-CLES

Photo-CIDNP - Photosensibilisation -~ Porphyrines hydrosolubles -
Transfert d'électron - Complexation - Radicaux-ions -
Potentiel d'oxydo-réduction



