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I N T R O D U C T I O N  



INTRODUCTION 

Cette thèse résulte d'une collaboration entre les laboratoires 

de Chimie Organique Physique de l'université des Sciences et Techniques de 

Lille   ill le 1 - Professeur A. LABLACHE-COMBIER) et de Physique de la 

Faculté de Pharmacie de Lille (Lille II - Professeur No FEBVAY-GAROT),, Elle 
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 Pho tochimiquement ( CIDNP) , à 1 ' étude du comportement 
photochimique de molécules photosensibilisantes à activité thérapeutique et 

de leurs mécanismes de réactiono 

Selon cette optique, nous nous sommes intéressés à l'étude du 

pouvoir photosensibilisant d'une série de composés : les porphyrineso Ceux- 

ci font actuellement l'objet de nombreux travaux, li&à l'usage du Gérivé 

de 1 ' hématoporphyrine (H~D) en photochimiothérapie pour le traitement des 
tumeurs malignes résistantes aux thérapeutiques classiquesr Les modes d'ac- 

tion de ces substances restent mal connus car complexeso 

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

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

et type 1 (radicalaire)& 

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 l'ADN et 1'ARNe 

Les photoréactions radicalaires induites par les porphyrines 

ont été peu étudiées. Nous proposons par ce travail d'approfondir la 

connaissance des processus primaires de photoréactions radicalaires des 

porphyrines grâce à l'apport "classique" de la photo CIDNP qui permet : 



- La mise en évidence du caractère 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 modèles de substrats biologiques qui consti- 

tuent leurs cibles d'attaque privilégiées dans l'organisme (acides aminés, 

bases des acides nucléiques), 

- L'établissement d'un mécanisme réactionnelo 

Cette thèse présente dans un premier chapitre un rappel succinct 

des bases théoriques du phénomène de CIDm et certains développements 

récents de cette technique (chapitre I)* 

Le second chapitre est consacré, dans une première partie, à 

une revue qui résume les principaux résultats des études concernant 

l'action photodynamique des porphyrines lors de leur utilisation en photo- 

chimiothérapie des cancers (PCT) (chapitre II, Aère partie)e La seconde 

partie fait le point sur les connaissances actuelles de la photochimie de 

ces composés. En particulier elle présente les résultats déjà obtenus sur 

'les porphyrines et leurs analogues (chlorophylle) par CIDNP (chapitre II, 

2ème partie)o 

Les deux derniers chapitres exposent l'ensemble des résultats 

que nous avons obtenus avec les porphyrines et leur interprétationo Nous 

nous sommes d'abord intéressés à l'étude photochimique de l'interaction 

du dérivé de 1' hématoporphyrine ( H ~ D ~  qui est 1 ' agent couramment utilisé 
en PCT,et de certains de ses constituants avec différents agents électro- 

donneurs ( chapitre III, 1 ère partie) Nous avons ensui te étendu notre 

étude à différentes porphyrines synthétiques hydrosolubles d'une part pour 

comparer leur réactivité à llHpD, d'autre part pour simplifier cette étude 

car 1'HpD est constitué d'un mélange d'une dizaine de dérivés généralenent 

difficiles à séparer. afin d'obtenir une approche du phénomène d'action de 

ces produits in vivo, nous avons étudié leur comportement photochimique en 

solution aqueuse vis-à-vis de constituants de substrats biologiques : les 

nuclé'obases (chapitre III, 2ème -partie) et les acides aminés aromatiques 

( chapitre IV), 



C H A P I T R E  



LA POLAR I SAT ION NUCLEA I RE DYNAM I QUE 

i NDU l TE PHOTOCH l M l QUEMENT 

-- I NTRODUCT ION 

L a  po la r isa t ion  nucléai re dynamique indu i te  photochimiquement 

ou photo-C. I . D.N.R. se rappor te aux d i f férents processus q u i  produisent,  

lo rs  de réact ions photoch imiques en phase l i q u  ide, u n  déséqui l i b re  des 

populat ions des états de spins nucléaires dans les p rodu i ts  formés et  

les réact i fs .  

Ces déséqui l ibres induisent des intensités inhabi tue l les 

dans les spectres de résonance magnétique nucléai re (R.M.N. ) . 
Ce sont les observations publiées p a r  BARGON et a l .  (1-a,b) 

en 1967 et indépendamment p a r  WARD et LAWLER (1-c,d) q u i  ont amené 

l a  découverte de ces phénomènes. Mais c 'est  en 1969 que CLOSS (2-a,b) 

d 'une  p a r t ,  KAPTEIN et OOSTERHOFF (3-a,b) d ' a u t r e  pa r t ,  ont proposé 

une théorie permettant d 'exp l i que r  ces effets : le  mécanisme p a r  p a i r e  

r a d i c a l a i r e  (M.P.R.). Ce dern ier  repose sur  le f a i t  que dans une p a i r e  

. r a d i c a l a i r e  les réactions vont  dépendre des i n  teractions magnét iques 

en t re  les par tenai res de cette paire.  

Nous n 'a l l ons  pas développer p l u s  avant  le M.P.R. qui  est 

exposé dans de nombreux ouvrages (4-a, b,c) , mais nous donnerons 

uniquement une descr ipt ion q u a l i t a t i v e  s impl i f iée du  modèle nécessaire 

à l a  compréhension des résu l ta ts  exposés dans les chapi t res I 1 I et IV. 

Nous présenterons également quelques aspects ,récents de cette technique. 

II - LES EFFETS OBSERVES 

Les spectres de C. I . D. N. P. sont des spectres de R.M.N. de 

système en réact ion présentant des t rans i t ions d '  intensi té inhab i tue l  l e  

que I 'on appel le polar isat ions.  Les d i f férents effets caractér is t iques d u  

phénomène sont regroupés sur  l a  f i g u r e  1-1 dans le  cas d ' u n  quadru- 

p le t  d u  premier ordre. 



Normal 

F i g u r e  1-1: 

E x e m p l e  d ' e f f e t s  d e  C I D N P  a p p a r a i s s a n t  sur un q u a d r u p l a t  du 
p r e m i e r  o r d r e  : e f f e t  n e t  ( A  e t  E ) ,  e f f e t  de m u l t i p l e t  (CA 
ou- A € )  e t  m e l a n g e  d e s  d e u x  ( E  + A C ,  . . .) . 



On peut observer : 

- un  effet net : toutes les ra ies  du  mul t ip le t  sont soit 

en émission (E) ,  soi t  en absorption exal tée (A). 

- u n  effet de mul t ip le t  : certaines ra ies du  mul t ip le t  

sont en émission pendant que les autres sont en absorption exaltée; 

cet effet est noté AE ou EA suivant  que les raies en absorpt ion sont 

situées à champ f a i b l e  ou à champ fo r t  dans le  mul t ip le t .  

- u n  mélange des deux effets q u i  sera noté p a r  exemple 

A + AE. 

Les polar isat ions obtenues p a r  C. I .D.N.P. proviennent de 

réactions rad i ca la i res  dont I ' intermédiaire centra l  est une p a i r e  

rad ica la i re .  

Le phénomène de C. I .D.N.P. dépend à l a  fo is  des mécanismes 

de formation et d 'évolut ion de l a  p a i r e  qu i  sont résumés ci-dessous. 

1 )  Formation de la p a i r e  rad i ca la i re  cent ra le  : ( f i g u r e  1-21. 

Par  absorpt ion d ' u n  photon le  réac t i f  PT dans son état  
1 

fondamental ( S  ) est exci té dans un état  s ingulet  PT (5, ) ;  celui-ci 
O 

peut r é a g i r  de di f férentes façons : 

- p a r  décomposition unimoléculaire ou p a r  réact ion bimo- 
1 

lécula i re  ( réac t i f -subs t ra t ) ,  PT. condui ra à l a  formation d 'une  p a i r e  
. . 

r a d i c a l a i r e  dans I 'é ta t  électronique s ingulet .  

- p a r  passage intersystème, 'PT conduit à I  'espèce 3~~ 

(é tat  t r i p l e t  exc i té  T ) q u i  pour ra  à son tour  donner naissance à une 
1 

p a i r e  r a d i c a l a i r e  dans u n  état électronique t r i p le t .  

Ces pa i res  rad ica la i res  engendrées p a r  l a  créat ion simu 1 -  

tanée de deux rad i caux  sont nommées pa i res  géminées s ingulet  ou 

t r i p l e t  (pa i res  S ou T) .  

Enf in ,  l a  p a i r e  rad i ca la i re  peut être formée p a r  rencontre 

d i f f us i ve  de rad icaux  l ib res  créés séparément : c'est a lors  une p a i r e  

non géminée appelée p a i r e  au "hasardu ou p a i r e  F. 





2) ,€volut ion de  l a  p a i r e  rad i ca ia i re  : ( f i g u r e  1-31 

. L a  pa i re  centra le peut évoluer ensuite de différentes façons : 

- Redonner les produi ts  de dépar t  : c 'es t  une non-réact ion (éq. 1 ), 1 

- Former de  nouveaux composés p a r  recombinaison ou p a r  

dismutation iéqs.  2 et '  3). 

- Former de nouvel les pa i res  rad i ca la i res  p a r  fragmen t a t  ion 

ou réarrangement (éq.  4) et conduire a ins i  à l a  formation de nouveaux 

produits.  Dans ce cas p a r t i c u l i e r  nous pourrons a v o i r  soit u n  "effet 

de mémoire1' où les po la r isa t ions  proviendront de l a  pa i re  i n i t i a le ,  so i t  

un  "effet coopératif" où les polar isat ions dépendront à l a  fo i s  de 

paramètres l iés  à l a  p a i r e  i n i t i a l e  et à l a  nouvel le pa i re  a ins i  formée. 

Ces d i f férents cas correspondent à des réactions de cage 

donnant naissance à des produi ts  de cage. 

- E l l e  peut se séparer pour  donner des rad icaux  l ibres non 

corr6 lés (éq. 6 )  ; ceux-ci peuvent êt re piégés p a r  réaction avec un  

substrat  AB (en t re  au t re  le  solvant -éq. 7) ou conduire à de nouveaux 

produ i ts  p a r  I ' in termédia i re de nouvel les pa i res  formées p a r  rencontre 

d i f f us i ve  avec d 'au t res  rad icaux  (pa i res  F-éq.8). Ce sont a lo rs  des 

produ i ts  de fu i tes.  

Ce type de p rodu i t  peut êt re également formé : 

- p a r  piégeage des rad icaux  au sein de l a  p a i r e  géminée 

p a r  u n  substrat  AB (éq. 5 )  

- p a r  des réact ions de diméi-isati0.n de rad icaux  d i f f usan t  

(éq*  9) 

Les polarisations obtenues a u  cours de ces différentes réact ions 

photochimiques dépendent à l a  fo is  des états précurseurs ( S ,  T, F)  

et de l a  nature des p rodu i t s  formés (cage, f u i t e ) ,  mais aussi des . 

propr iétés magnétiques des couples de radicaux.  

PROPR 1 ETES MAGNET I QUES DES COUPLES DE RAD 1 CAUX 

1 )  Le mélange S - To : 

On admet l 'hypothèse suivante : on associe l e  couple de 

rad icaux  formant l a  p a i r e  à une somme de deux radicaux.  



Cr- + 
2 * 
cf 



L a  d i s t r i bu t i on  de sp in  électronique dans un couple de 

rad icaux  peut êt re décr i te  p a r  deux cas extrêmes : l a  répar t i t ion  des 

deux spins électroniques peut correspondre C i )  .à u n  é ta t  t r i p l e t  avec une 

résul tante nette du  moment angu la i re  de sp in  égale à un  ou - , ( i i )  à un 

état s ingulet  dans lequel le  sp in  résul tant  est égal à zéro. Dans un 

champ magnétique Ho, la dégénérescence de I 'é tat  t r i p l e t  est levée 

et l e  sp in  est quant i f ié  l e  long de l a  d i rect ion du champ magnétique 

avec des nombres quant iques +l; O et -1. On peut représenter les 

états t r i p le t  T et s ingulet  S p a r  un  modèle vectoriel comme le  montvr 

l a  f i g u r e  1-4. 

Lorsque les vecteurs spins électroniques sont placés dans 

un  champ magnétique Ho, i l s'animent d ' u n  mouvement de précession 

autour de 1 ' axe  du champ avec une vitesse angu la i re  w ' ( v )  : 
j 

ou R est le magnéton de BOHR,&= h/2n avec h = constante de PLANCK, 

le  facteur de LANDE d u  rad i ca l  j ( j  = 1,2); a.. est l a  constante 
J 1 

- . 

de couplage hyper f i n  électron-noyau du i-ème noyau du r a d i c a l  j, m.. 
J 1 

est le  nombre quant ique magnétique du  i-&me noyau d u  r a d i c a l  j dans 

l ' é t a t  de spin nucléai re v. 

W . (  v )  = fi Ho + F a.. m..(v) 
J 'jd J I  J I  

4 1 

Dans un r a d i c a l ,  le couplage spin-orbi te i n t rodu i t  un champ 

. 

magnétique local proport ionnel au  champ Ho. Si les couplages spih- 

o rb i t e  ne sont pas  identiques pour  les deux composantes, un processus 

de déphasage entre les sp ins  se produ i t  ( w ( V )  + W 2(v ) ) .  Deux 
1 

facteurs peuvent indu i re  ce déphasage : 

- les facteurs de LANDE g . ,  dans le cas ou gl f g2. Ceci contr i -  
J 

buera principalement aux  effets nets. 

- les constantes de couplage hyperf in.  (a . . ) ,  dans le Cas ou g - 
J 1 1-92. . Nous 

obtiendrons dans ce cas des effets de mult ip lets.  

Par  ce processus un  couple de rad icaux  formés à p a r t i r  

d ' u n  état  S (spins an t ipara l lè les)  peut êt re convert i  en un  état  

t r i p l e t  To ( v i a  u n  mélange S-To - f i gu re  1'-4). 

I l  est possible d 'ob ten i r  les m4langes S-LI, et S - x i ,  

p a r  basculement dei  spins à bas champ. Toutefois, comme dans le  cas 

du spectromètre de R.M.N. u t i l i s é  le champ est de '1,879 Tesla, 

seul le  mélange S-To in te rv ien t  à champ fo r t  ( 5 ) .  



A H x y  
> 

mélange S-To 

v1 A H x y  

C 

Radical 1 

Radical 2 

/ - -r - / 
> 

F i g u r e  1-4: 

R e p r é s e n t a t i o n  v e c t o r i e l l e  d e  l ' i n t e r a c t i o n  d e  deux s p i n s  é l e c t r o -  
n i q u e s  c o u p 1 6 9  f a i b l e m e n t  e t  p l a c é s  d a n s  un champ m a g n e t i q u e  HO. 
Y C t e t  CS r e p r d s e n t e  l e s  c o n t r i b u t i o n s  r e s p e c t i v e s  d e s  f o n c t i o n s  
d 'onde  B l e c t r o n i q u e  t r i p l e t  ( 1 ~ ~ ) )  e t  s i n g u l e t  (1s)). 



Cette évolut ion de t 'é tat  électronique de l a  p a i r e  au  cours 

du temps condit ionnera sa réac t iv i té  et condui ra a ins i  p a r  recombinaison 

(6-a, b ) aux espèces polarisées. 

2) Comment la C. 1 .D.N.P est-el 1.e engendrée ?: 

Compte tenu des mécan ismes des réactions r a d  ica la i res  et 

des propr iétés magnétiques des couples de rad icaux  que nous venons de 

décr ire,  nous pouvons é t a b l i r  un  modèle simple permettant d ' e x p l  i que r  

l ' o r i g i n e  du  phénomène de C.I.D.N.P. Nous le décr irons dans le cas 

de polar isat ions montrant des effets nets. 

Considérons l a  réact ion générale de l a  f i gu re  ! = S .  

Une molécule RIH-R2 dans un  état  t r i p le t  exci té donne naissance p a r  

coupure homolytique à une p a i r e  de rad icaux  RIHe R *  
2 

( l a  b a r r e  

ind iquant  que les spins électroniques des deux par tenai res sont corrélés).  

On suppose i c i  que le  proton du  premier rad i ca l  est le  seul noyau 

magnétique, a f i n  de s imp l i f i e r  l e  problème. La p a i r e  rad i ca la i re  
T 

R,i-le R z  peut évoluer su ivant  deux voies : 

i )  soit p a r  di f fusion, pour donner des rad icaux  l i b res  qu i  réagissent 

indépendamment pour  former des produ i ts  de fu i t e  RIH-X et R2-Y. 

i i ) soit p a r  croisement intersystème (mélange S-To) pour passer dans 

un  état  s ingulet .  Cet état ,  pour lequel les spins électroniques sont 

ant i -para l lè les (état  l i a n t ) ,  peut réag i r  directement pour donner des 

produi ts  diamagnét iques de recombinaison. 

L a  constante d' interconversion entre les états S et To 

(K. 1, pour  une conf igurat ion de sp in  nucléai re donnée, dépend 
I SC 

des facteurs de LANDE et des constantes de couplage hyper f i n  des 

radicaux.  

Prenons l 'exemple de l a  figure 1-5 ou gl > g2 et AH< O .  

Dans ces condit ions le  passage inter-système est p l u s  rap ide  pour 

les pai res rad i ca la i res  oc l e  proton du r a d i c a l  R Ho est dans u n  
1 

é tat  de sp in  B ( m = -4) puisque KiSC(R) > KiSC ( a ) .  Les pa i res  

à l ' é t a t  s ingulet  se formeront p l u s  rapidement à p a r t i r  d 'une 

conf igurat ion de sp in  nucléai re B et montreront a ins i  une tendance 

à donner des réact ions de recombiiiaison. 
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De même les pai res ayant  les protons du rad i ca l  RIHe 

dans un état  de sp in  a (m = + 4) sont davantage susceptibles de se 

séparer, donc de former des produi ts  de f u i t e  ( l ' é t a t  t r i p le t  étant un 

état  répu ls i f ) .  Ce processus de sélection de sp in i ndu i t  un  déséqui l ibre 

des populations de sp in  nucléai re des produ i ts  se t raduisant  dans les 

spectres de R.M.N p a r  des intensités "anormales" : nous obtiendrons 

a ins i  de I 'émission (E )  pour R H-R de I 'absorpt ion exaltée pour 
1 2 ;  

L'ef fe t  de mu1 t ip le t  peut s lexpl  iquer  p a r  un  modèle analogue. 

Le  mélange S-To induisant  le  processus de C.I.D.N.P. se 

f a i t  généra lemen t à I 'échet le des temps de passage i ntersystème, soi t 

ent re 1 et 10 nanosecondes. Les polar isat ions a ins i  créées persistent . 

pendant le temps de la re laxa t ion  spin-réseau ( T  ) au  sein des 
1 

produi ts  ( 1  à 10 secondes pour les protons des pet i tes molécules; 0,3 à 

2 secondes pour  ceux des macromolécu les). Ceci permet leur détection par 

R.M.N. Un pe t i t  effet de C.I.D.N.P. peut p rodu i re  des changements 

s ign i f i ca t i f s  au  n iveau de l ' i n tens i té  des s ignaux de R.M.N. Ainsi 

des exal ta t ions de I ' o rd re  de 10-1 00 sont couramment observées. 

Toutefois les d i f férents effets de C. I . I ~ . N . ~  peuvent être 

atténués ou perturbés p a r  des réactions secondaires ( d  ismu tat  ion, 

réactions d'échanges (7) ) compromettant a ins i  leur observation. Certaines 

propr iétés des effets de C. 1 .D.N.P. observées à champ for t  ont pu 

êt re mises en évidence p a r  l a  théorie de.  l a  p a i r e  rad i ca la i re  et 

vérif iées expérimentalement-: 

- L 'ef fe t  net provient uniquement de pai res.  pour  lesquelles 

Ag # O contrairement à l 'e f fe t  de mul t ip le t  où Ag = 0. 

- Le signe des polar isat ions dépend du signe de Ag et 

de ai. 

- Les précurseurs T et F donnent des polar isat ions inverses 

de celles d ' u n  précurseur S.  

- Les produ i ts  de cage et de f u i t e  provoquent des polar isat ions 

de signe opposé. 

Les règles de Kaptei n rassemblent ces d i f férents paramètres. 



P - LES REGLES DE KAPTEIN 

On peut p r é d i r e  qua1 i tat ivement l a  n a t u r e  des po la r i sa t i ons  

I p a r  deux règ les  s imples de mu l t i p l i ca t i on  de  s ignes : ce sont les 

1 règ les  de KAPTEIN (8 ) .  

- L a  première concerne 1 'e f fet  net. 

Pour u n .  noyau  i s i  tué s u r  u n  r a d i c a l  R, l a  po la r i sa t ion  

net te  est donnée p a r  ' :  

p : désigne l a  m u l t i p l i c i t é  d u  précurseur .  I I  est pos i t i f  pou r  un 

précurseur  T ou F, néga t i f  pour  u n  p récurseur  S. 

E : dépend d u  type  de  p rodu i t ;  i l  sera p o s i t i f  p o u r  u n  p rodu i t  de  

cage, néga t i f  pou r  un p rodu i t  de  fu i te .  

a : est l e  s igne  de l a  constante de couplage h y p e r f l n  d u  noyau i. i 
Cel le-ci est généralement déterminée p a r  R .P.€ 

Ag = 9,-g2 : c ' es t  l a  d i f férence des fac teurs  de LANDE des r a d i c a u x  

1 et 2, où g, est l e  fac teur  de LANDE d u  r a d i c a l  1 p o r t a n t  l e  

noyau  i. g est également déterminé p a r  R.P.E. 

- L a  seconde concerne 1 'e f fet  de mu l t i p l e t .  

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

l a  po la r i sa t i on  d u  mu l t i p l e t  est donnée p a r  : 

Dans l e  cas de l ' e f f e t  de mu l t i p l e t ,  l a  d i f fé rence 9,-g2 

est n u l l e  et  n ' i n t e r v i e n t  p lus ;  en p l u s  des paramètres c i tés  p l u s  

hau t ,  deux nouveaux paramètres ent rent  en jeu : 

Ji, : c 'es t  l e  s igne de l a  constante de couplage de sp in  nuc léa i r e  

en t re  les noyaux  i et j (cel le-ci i n t e r v i en t  su r  l a  pos i t ion des 

n i veaux  et  est détermi née p a r  R .M .Ne). 

CI. : est un paramètre  de pos i t ion,  i l  est pos i t i f  quand  les noyaux  
1 ,j 

- i et  j sont s i tués  su r  l e  même r a d i c a l ,  n é g a t i f  quand  les noyaux 

i et  j sont s i tués  s u r  des rad i caux  d i f fé ren ts .  



Pour  a p p l i q u e r  ces règles,  i l s u f f i t  d 'e f fec tuer  l e  p r o d u i t  

des s ignes de ces paramètres a f i n  de déterminer l a  na tu re  de  l a  

po la r i sa t ion .  

Ainsi s i  : r +, nous aurons un effet net  en absorpt ion exaltée, no té  A .  

rne(i) = 
-, nous aurons un ef fet  net  en émission, noté E. 

r+, nous aurons  u n  effet de mu l t i p l e t  en émission-absorption, 

notée EA. 

rme ( i ,  JI= -, nous aurons u n  effet de mu1 t i p l e t  e n .  absorption-émission, 

1 notée AE. 

Ces règ les ne  sont va lab les  qu'à champ f o r t  et. p o u r  des 

couplages d u  premieF 'ordre. '  E l les  peuvent ê t r e  u t i l i sées  p o u r  ob ten i r  

faci lement des in format ions s u r  1 'un des paramètres de ces deux équa t ions  

à . p a r t i r  des spectres de  CIDNP. On peut  . remonter a i n s i  à l a  n a t u r e  de  

l a  p a i r e  de  r a d i c a u x  (9), a u  mode de format ion .des p rodu i t s  (101, o u  

à une est imat ion des paramètres g ( 1  1 ) e t  a. (12). 
I 

ql - ASPECTS RECENTS DE LA PHOTO-C. I .D.N.P. 

L e  développement récent de techniques nouvel les en photo- 

C. 1 .û.N.P est l i é  à l ' i n t é r ê t  por-té p a r  d i f férentes équipes à l ' é t u d e '  

s t r u c t u r a l e  ( 7 ,  13-a,b,c ) de  I ' in te rac t ion  de cer ta ines substances 

photosensi b i  l isantes avec des c ib les  b io log iques  p r - i v i  légiées (bases 

des acides nuclérques, pro té ines) .  

En p a r t i c u l i e r ,  KAPTEIN (14-a)a p u  mettre en évidence des 

réact ions de t r ans fe r t  de cha rge  (arrachement d 'hydrogène  ou  t r ans fe r t  

d ' é l ec t ron )  ent re  les f l a v i n e s  e t - c e r t a i n s  acides aminés aromatiques 

( t y ros ine ,  h i s t i d i ne ,  t r ~ p t o p h a n e )  . Ces réact ions lui on t  permis  de. déter-  

'miner l a  n a t u r e  des in te rac t ions  sensibi  l isa teur -subst ra t  et lu i  ont s e r v i  

dans I ' é tude  struc.tur.ale des 'protéines ( c f .  référence 14-b ) . 
El les  sont résumées.sur  l a  f i g u r e  1-6. 

Lors  d ' u n e  i r r a d i a t i o n  cont inue,  i ndu i san t  u n  é ta t  s ta t ion-  

na i r e ,  seu ls  les s i gnaux  correspondant a u x  acides aminés c i  tés ci-dessus 
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sont polarisés. L'absence d'ef fets de C. l .D.N.P au niveau du  sensibi- 

I  isateur peut s 'exp l  iquer  de différentes façons : 

i )  I l s  s ' ann ih i l en t  mutuellement à p a r t i r  des réactions de recombinaison 

(éq. 4a) et de f u i t e  (éq. 4b) du f a i t  d u  temps de re laxa t ion  p lus long 

des rad icaux  pour  ce produ i t  que pour  les acides aminés. 

i i) 1 l s  sont perturbés p a r  des processus secondaires tels que des 

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

L a  mise en évidence de l a  contr ibut ion de ces différentes 

voies réact ives a pu  être démontrée grâce à l a  technique de photo- 

C.1 .D.N.P résolue dans le temps ( 1 5 ) .  

1 1 )  La C, I .D.N,P résolue dans l e  temps : 

- Cette technique ( f i g .  177) consiste à i r r a d i e r  I 'échant i  l  Ion 

p a r  un éc la i r  laser émettant dans l a  bande d 'absorpt ion du  sensibi- 

l isateur .  Après un temps 7 court, on envoie une impulsion de radio- 1 
fréquence ( r f )  et on enregistre le F ID résul tant.  On répète cette séquence 

après u n  temps 7' suff isant pour permettre aux sp ins de re laxer  mais 2 
cette fo is  sans i r rad ia t ion .  Par  différence de ces deux FID on obtient . . 
un  spectre de C. 1 .D.N.P, ne montrant que les s ignaux polarisés. On 

effectue généralement une présaturat  ion du spectre (séquence a léato i re 

drinipu lsi'ons r f  ) avant  ces deux étapes a f i n  d ' é l  iminer toutes polari - 
sations résiduelles. O n  peut répéter p lus ieurs fo is  ces différentes 

séquences a f i n  d 'amél iorer  le rappor t  s igna l /b ru i  t. De cette façon, 

en fa isant  v a r i e r  7, on peut étudier l a  dépendance des intensités des 

s ignaux de C. I .D.N.P. en fonction du temps et séparer les di f férentes 

voies réactionnel les comme I 'ont montré cer ta ins exemples d 'app l i ca t i on  

de cette technique : 

- CLOSS et MILLER (16), lo rs  de l 'é tude de l a  photolyse de l a  déoxy- 

benzolne, ont p u  d i f férencier  les polar isat ions provenant des étapes 

r; -7 
de recombinaison et de fu i te .  Pour un  temps = 10 S i l s  

obtiennent u n  spectre de C. I  .D.N.P. caractér isé p a r  des po la r isa t ions  

du produ i t  i n i t i a l  provenant d 'une  #recombinaison au  sein de l a  

p a i r e  géminée. Pour un temps c I O - ~ S  le spectre de C.1 .D.N.P. 

montre 1 ' appar i t ion  de nouvel les polar isat ions provenant des produi ts  

de fu i te .  





I I 
C6H;- CH; C - C6H, 

- KAPTEIN et a l .  (17) ont p u  comparer grâce à cette technique I ' im- 

portance r e l a t i v e  des réact ions de t rans fe r t  d 'é lect ron et d 'ar rachement  

d 'hydrogène ( f i g .  1-6, éqs.. 2a et ,2b) en é tud ian t  l a  photoréduction d '  une 

f l av ine  p a r  le  n icot inamide adénine d inuc léot ide (NAOH). 

- De même i l s  ont démontré (7), p a r  une étude c inét ique li& à I ' i n tens i t 6  

des po lar isat ions,  q u  ' a u  cours de l a  réact ion de t rans fe r t  é lectronique 

ent re  le  t ryptophane et l a  f l av ine ,  l 'absence de po la r i sa t ions  su r  c.ette 

dern ière é t a i t  due a u  processus de dismutat ion des rad i caux  f l a v i n y  les 

( f i g .  1-6, éq. 6). 

- Pour l eu r  p a r t ,  CLOSS et SITZMANN (18) en é tud ian t  l a  ph,otooxydation 

de dér ivés chlorophy l l iques p a r  les quinones ont montré q u  'une 

réact ion d 'échange ( f i g .  1-6, éq.5) é t a i t  responsable de I 'absence de 

po la r i sa t ions  et de phénomène d 'élargissement des ra ies  ( " ~ r o a d e n  ing") 

a u  n iveau de ces sens ib i l isateurs .  

La photo-C. I .D.N.P. résolue dans le  temps présente de 

nombreux avantages dans l ' é tude  mécanist ique des réact ions : e l l e  permet 

de simpl i f i e r  les spectres, d ' é tud ie r  l a  c inét ique d ' u n e  réact ion,  d '  iden- 

t i f  i e r  des in termédia i res r a d i c a l  a i res.  Toutefois cette technique de 

détection est l imi tée dans l e  temps p a r  l a  durée de l ' impuls ion rad io -  

fréquence (2ns dans l e  mei l leur  des cas avec des spectromètres de R.M.N 

modif iés). 



it h 
2) Les phénomènes de cross-polarization : 

L a  photo-C. I .D.N.l? est également u t i l i sée  dans I 'étude 

conformationnelle des protéines en solution. En effet; les po la r isa t ions  

obtenues au n iveau des résidus aromatiques peuvent donner des in fo r -  

mations non seulement su r  leur  degré d 'accessib i l i té  mais aussi s u r  

leur  mobi l i té et leur  or ientat ion au sein de l a  protéTne. 

En p a r t i c u l i e r  l ' u t i l i s a t i o n  d 'une  technique de R.M.N.mono- 

dimensionnel le, basée su r  l a  méthode p a r  différence (14-a) et bénéf i.ciant 

du pouvoi r  de haute résolut ion de l a  spectrométrie de R.M.N., a permis 

de mettre en évidence des phénomènes de po la r isa t ion  transverse 1 ou 

"cross-polarizat ion" i n  tervenant au n iveau de cer ta ins acides aminés 

qu i  constituent les ,protéines. 

Ces effets sont dus à un mécanisme de re laxa t ion  d ipo la i re  

transverse pour  lequel un  noyau ou groupe de noyaux transfère 

s e s  polar isat ions à un  au t re  in i t ia lement non polar isé (19).  

Par  analogie avec I 'effet OVERHAUSER (NOE) (20), les 

var ia t ions  des effets de C. I .D .N.P. obtenus p a r  ce 'phénomène dépendront 

des distances internucléaires (prox imi té des noyaux impliqués dans 

le  t rans fer t ) ,  de l ' a g i t a t i o n  moléculaire et d u  mouvement in terne des 

molécules. 

Ainsi  KAPTE l N (14-a) a u t i l i s é  cette propr ié té pour d i f férencier  

et a t t r i bue r  les glissements chimiques de di f férents résidus ty ros ine  de 

I ' i nh ib i t eu r  t ryps ique d u  pancréas de boeuf (BPT I 1. Lors de I ' i r r a -  

d ia t ion  de cette prot&i"e en présence de f l av ine ,  seules les molécules 

de tyrosine accessibles au  sensib i l isateur  sont polarisées. Ce sont 

celles q u i  se trouvent à l a  surface de l a  protéine. Dans le cas où 

el les se trouvent enfermées au sein de la  protéi'ne, l a  réact ion 

photochimique n 'es t  p l u s  possible car  le  sensib i l isateur  et ce substrat  

sont suffisamment éloignés pour q u ' i l  n ' y  a i t  p lus  d ' in te rac t ion .  

Au cours de ces réactions u n  transfert  de polar isat ion a 

p u  êt re mis en évidence entre les protons aromatiques H 
3,s 

et H 
2,6 

de l a  tyrosine. Les protons H 
2,6 

ne sont pas polar isés p a r  voie 

directe à cause de leur  f a ib le  constante de couplage hyper f i n  dans 

le rad i ca l  tyrosy le. 

Pour une molécule de t y ros ine  faiblement associée le  

t ransfer t  se f a i t  avec une inversion de l a  po la r isa t ion  (21). 



Par  contre dans le cas  où l a  tyrosine se retrouve part ie l lement 

immobilisée le  t ransfer t  se f a i t  avec rétent ion du signe de l a  po la r i -  

sat ion (22) d u  f a i t  de l ' a g i t a t i o n  moléculaire p lus  restreinte. ( f i g .  1-8). 

L a  mesure de l a  polar isat ion des protons H 2.6 permet 

dlestimer le temps de corré lat ion kc de l a  molécule et a ins i  d ' éva lue r  

le  degré de mobi l i té de celle-ci au sein de l a  protéine. 

L a  tyrosine n 'es t  pas le  seu i ' r és idu  pour  lequel un phéno- 

mène de t ransfer t  de polar isat ion est observé. KAPTE l N (14-a)a montré 

qu  ' u n  effet analogue é t a i t  responsable de l a  polar isat ion d u  groupement 

a-CH d ' u n  rés idu  tryptophane lors de I ' i r r a d i a t i o n  .du lysozyme d u  

b lanc  d'oeuf de poule (HEW lysozyme) en présence de f lav ine .  Le t rans-  

f e r t  .s'effectue dans ce cas à p a r t i r  du groupement 6-CH 
2 ' 

Le t ransfer t  de polar isat ion n 'es t  pas seulement de type 

intramoléculaire. Certaines possibi l i tés de t ransfer t  intermoléculaire 

ont été mises en 6vide.nce comme p a r  exemple entre les protons H 
3,5 

d 'une  molécule de tyros ine et. le groupement E-CH d 'une l ys ine  (13a) 
2 

ou encore entre les protons H et 8-CH de deux tryptophanes voisins. 
2 2 

Celui-ci ne peut avo i r  l i e u  que dans le cas où ces deux molécules sont 

très proches I 'une de l 'au t re .  On vo i t  donc q u ' u n  tel phénomène peut  

renseigner su r  l 'environnement immédiat des résidus polarisés. 

Toutefois i l  f a u t  noter que le  phénomène de t ransfer t  de po la r isa t ion  

dépend de nombreux paramètres physicoch imiques : l a  comp lexat ion 

avec le sensib i l isateur  (13a);  les effets de concentration, de pH 

et de température (23) q u i  vont inf luencer le  microenvironnement de 

chaque résidu et f a i r e  v a r i e r  leur degré de l iber té.  

3)  La photo C. I -0.N.P. bidimensionnelle : 

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

tel les que 1 '  INEPT (24) soient employées pour  é luc ider  les spectres de 

photo-C. I .D.N.P. et en p a r t i c u l  ier  l e  mécanisme de t ransfer t  de po la r isa t ion  

au sein de pet i tes molécules, celles-ci ne suff isent p lus  pour  in terpréter  

ces phénomènes lors de 1 '  i r r ad ia t i on  de macromoiécules. Ceci est d û  

à l a  complexité des spectres a ins i  obtenus, d u  f a i t  de l a  superposi t ion 

des polar isat ions de rés idus  de même nature. 

Pour contourner cette d i f f i cu l té ,  SCHEEK et a l .  (24,251 ont  



inversion de phase 
de l 'e f fet  de C I D N P  

A )  

t y r o s i n e  

F i g u r e  1-8: 

R e p r é s e n t a t i o n  s c h é m a t i q u e  des p o l a r i s a t i o n s  o b t e n u e s  a u  n i v e a u  
d e s  p r o t o n s  a r o m a t i q u e s  d e  r é s i d u s  t y r o s i n e  d ' u n e  p r o t d i n e ,  l o r s  
d e  1 '  i r r a d i a t i o n  an p r é s e n c e  d e  f l a v i n e  ( A  : t y r o s i n e  l i b r e  o u  
f a i b l e m e n t  a s s o c i é e  ; 6 : t y r o s i n e  p a r t i e l l e m e n t  i m m o b i l i s é e ) .  
La f l h c h e  i n d i q u e  u n  t r a n s f e r t  de p o l a r i s a t i o n .  

F i g u r e  1-9: 

La m o l é c u l e  d e  t r y p t o p h a n e .  

-- ----- 



récemment combiné l a  photo-C.I.D.N.P. et l a  spectroscopie de  R.M.N. 

b id imens ionnel  l e  (2D) en u t i l i s a n t  d i f fé ren tes  séquences i rnpuis ionnel  les : 

l a  C.1.D.N.P.-COSY et  l a  C.1.D.N.P.-NOESY. 

Du f a i t  de  l eu r  d issymét r ie ,  les spectres b id imens ionnels  

a i n s i  obtenus permettent directement de met t re  en évidence les  p ro tons  

des d i f f é ren t s  rés idus  su je ts  au t r ans fe r t  d e  po la r i sa t ion .  

Ces méthodes permettent donc d ' ob ten i r  .une mei l leure 

réso lu t ion  des spectres et de co r ré l e r  directement les  pro tons responsables 

e t  su je ts  a u  t r ans fe r t  de  po la r i sa t ion .  Ceci ne  p o u v a i t  ê t r e  obtenu 

en R.M.N. monodimensionnel le que p a r  double  i r r a d i a t i o n .  

A ins i  ces au teurs  (24) on t  pÛ montrer  p a r  cet te méthode 

que  l e  groupement a-CH d ' u n  t ryptophane ( f i g .  1-9) é t a i t  po la r i sé  

posi t ivement p a r  t r ans fe r t  à p a r t i r  d u  pro ton H2 et négat ivement à 

p a r t i r  des pro tons 6-CH Sur  u n  spectre de  C. I .D.N.P. monodirnensionnel 
2 

ces deux po la r i sa t i ons  s ' a n n i h i l e n t  par t ie l lement .  

La C. 1 .D.N.P. b id imens ionnel le  est une extens ion u t i l e  e t  

in téressante de  l a  technique de photo-C. I .D.N.P., p u i s q u ' e l  l e  permet 

d ' exam ine r  les d i f fé ren tes  in te rac t ions  en t re  les r és i dus  aromat iques 

à l a  su r face  des protéines e t  d ' a v o i r  une p l u s  g r a n d  connaissance 

de l e u r  environnement immédiat g râce  a u  phénomène de  t r ans fe r t  

de po la r i sa t i on .  

L ' impor tance  des fac teurs  d ' e x a l t a t i o n  f a i t  de l a  C.I.D.N.P. 

une méthode t rès  sensible. L a  C. I .D.N.P. a l ' a u t r e  avan tage  su r  la 

R.P.E. de rense igner  s u r  les p r o d u i t s  mêmes de  l a  réac t ion  e t  non p a s  

simplement s u r  les r a d i c a u x  in te rméd ia i res  q u i  peuvent ou non  p r e n d r e  

p a r t  à l a  réact ion.  Toutefois I  ' u t i l i s a t i o n  complémentaire de l a  R.P.E. 

( qu i  rense igne p l u s  sûrement s u r  I  ' i d e n t i t é  d 'un i n te rméd ia i r e  r ad i ca -  

l a i r e  et  donne accès a u x  paramètres a et g) et de l a  C. I .D.N.P. 
i 

f a i t  de ces techniques des o u t i l s  de cho ix  p o u r  I  ' é l uc i da t i on  de  rnéca- 

nismes r a d i c a l a i r e s .  

Hormis l e  p ro ton  'H, d ' a u t r e s  noyaux  ont  également été 
3 1 étud iés  en C.I.D.N.P. : "F, 13c, P, 2 ~ ,  ' 5 ~  ( 5 ) .  



L 'appor t  de techniques nouvel les, tel les que l a  photo-C. 1 .D.N.P.  

résolue dans le  temps et l a  photo-C. 1 .D-.N.P. bidimensionnelle, est l i é  

à l ' i n t é r ê t  que suscite I 'g tude des réactions rad ica la i res  de type I 

(\)oit- chap i t re  I L )  dans les systèmes sensibi l  isateur/substrats biologiques. 

Ces techniques ont permis de préciser les d i f férents mécanismes intervenant 

au cours de ces réactions, a ins i  que les intermédiaires rad ica la i res  

impi iqués dans 1 'act ion photodynamique de ces composés. Des i nformations 

d ' o r d r e  s t ruc tura l  sur  les macromolécules biologiques ( ident i f i ca t ion  des 

résidus de surface, mobi 1 i té, environnement immédiat ) sont obtenues grâce 

à l a  haute résolut ion des spectres de R.M.N. 2D et l 'é tude d u  phénomène 

de re laxa t ion  transverse. 
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C H A P I T R E  I I  



INTERET, UTILISATION ET PHOTOCHIMIE DES PORPHYRINES 

- INTRODUCTION 

Depuis une v ing ta ine  d'années les pigments té t rapyr ro l  iques 

font l ' ob je t  d 'une  étude par t i cu l iè re  de l a  p a r t  des biochimistes et des 

biophysiciens. Ces pigments ont tous comme st ructure de base cel le de  

1.a porphine qu i  est constituée d ' u n  cycle té t rapyrro l ique.  Les di f fé- 

renc iat ions s t ructura les proviennent essentiel lement de l a  na ture  de 

leurs chaînes latérales, d 'une réduct ion du  cyc le ou de l ' i nc lus ion  

d ' u n  atome métal l ique au  sein d u  noyau aromatique ( f i g .  11-1). 

L ' i n té rê t  por té à ces produi ts  réside, d 'une  par t ,  dans 

l eu r  capaci té à i n te rven i r  dans un  grand nombre de processus biolo- 

giques : 

- Les porphyr ines de fe r  (hémoglobine, myoglobine) assurent l e  

t ransport  de 1 'oxygène vers les t issus ou interviennent dans des 

réactions de t ransfer t  d'électrons (cytochrome a, b,c) ou d 'oxydat ion  

de substrats  organiques (cytochrome P 450). 

- L a  chlorophyl le .  et ses dérivés (bactér iochlorophyl les,  phéophytines, 

etc.. . ) par t i c ipent  aux  réactions de t rans fer t  d'é.Iectroo mises en 

cause lo rs  de l a  photosynthèse. 

- On rencontre des porphyr ines nature l  les en grande concentrat ion 

dans 1 'organisme (protoporphyr ine, uroporphyr ine, coproporphyrine, 

etc.. .). Certaines ce1 Iules les synthétisent et de nombreux t issus 

possèdent une a f f i n i t é  importante pour ce type de composés. 

Ces produ i ts  possèdent, d ' a u t r e  p a r t ,  des propr iétés 

photophysiques . ( tableau I 1-1 ) intéressantes dans de nombreuses 

app 1 icat  ions : 

- I l s  absorbent une p a r t i e  importante de l a  lumière v is ib le .  

- L a  durée de v i e  de l ' é t a t  exci té t r i p le t  est relativement longue. 

- Leur  rendement de conversion intersystème s ingulet - t r ip le t  est élevé. 



Porph i n e  

hematoporphyr ine méso-tetraphény l por phyr i ne 

chlorophyl le-a 

Fimire 11-1. Formules de quelques dérivés porphyriniques. 



1 PRODUITS ( A ( m )  

MES0 - T E m  

( I'Jx-YL-4) 
PORPHYRINE 

Tableau 11-1. Paramètres photophysiques de quelques dérivés porphyriniques . 



- I l s  sont facilement oxydables et réductibles. En effet, des molécules 

tel les que l a  chlorophyl le,  les porphyr ines et leurs dérivés mettent en 

jeu des processus de t ransfer t  de charge en présence d'accepteurs ou de 

donneurs d'électrons sous I 'act ion de l a  lumière. Dans .cer ta ins cas 

ces réactions d 'oxydo-réduct ion sont révers i  b les et leur confèrent une 

grande s tab i l i t é  photochimique. 

Ces différentes propriétés ont axé les recherches su ivant  

deux object i fs : 

Le premier concerne 1 'étude de I 'oxydat ion de l a  ch lorophyl le  et 

de ses analogues a f i n  de créer des modèles permettant d 'é luc ider  

et de reprodui re l a  première étape de l a  photosynthèse. Celle-ci 

se t radu i t  p a r  l a  conversion d 'une énergie électromagnéti.clue 

( l a  lumière) en énergie chimique (g rad ien t  électrochimique dû au 

t ransfer t  d 'électron i ndu i t ) .  Le bu t  de cette recherche est l a  

product ion et le stockage de I 'énergie lumineuse sous forme de 

combustible. 

- Le second est I ' u t i l i sa t i on  des propr iétés photosensibi l  isantes des 

porphyr ines en photochimiothérapie pour  le  traitement des tumeurs 

mal ignes rés is tan tes aux thérapeutiques classiques. 

Ce dern ier  axe de recherche est englobé dans une disci- 

p l i n e  appelée photomédecine qu i ,  dans son sens l e  p lus  large,  impl ique 

I ' u t i l i sa t i on  de l a  lumière (v is ib le ,  u l t rav io le t te )  dans des act iv i tés 

médicales tel les que : l a  prévention, l e  d iagnost i ,~ ,  le  traitement et 

I 'é luc idat ion de I 'ét io logie des maladies, a ins i  que dans l a  prépara- 

t ion des produ i ts  pharmaceutiques. 

L 'étendue et le  niveau des recherches de base et des 

appl icat ions d.e l a  'photomédecine se sont  d é v e l o p p é s  d e  

façon considérable ces dernières années. Ceci est suscité en pa r t i e  

p a r  l e  succès des appl icat ions de nouveaux types d'approches photo- 

médicales dans les essais c l in iques comme, p a r  exemple, l a  thérapie 

photodynamique des tumeurs. 

On d is t ingue deux notions su ivant  l ' u t i l i s a t i o n  de l a  

lumière en thérapie : 

- La  photothérapie,où seule l a  lumière est ut i l isée. 



- L a  photochimiothérapie, où un photosensibi l isateur appropr ié  est 

administré au pat ient  avant  son exposit ion à l a  lumière. Dans ce 

dern i e r  cas, seu les les longueurs d 'onde pouvant êt re absorbées 

p a r  le  photosensi b i  l  isateur  sont efficaces. 

Les p ionniers de cette nouvel le méthode d ' inves t iga t ion  

furent  RAAB et VON TAPPElNER ( 6 )  qu i  prédi rent  dès 1900 les implica- 

I t ions photochimiothérapeutiques des sensib i l isateurs et qu i  in t rodui -  1 
s i rent  pour  l a  première fo i s  le concept de l ' ac t i on  photodynamique 

de ceux-ci : ". . . . . . La  consommation de cer ta ins photosensibi l  isateurs 

et I ' ac t i on  combinée de l a  lumière, peuvent a v o i r  une appl icat ion 

thérapeutique.. . . . . dans u n  domaine tel  que l a  dermatologie. . . .". 
Les processus photochimiques caractér isant  cette action 

sont d ivers i f iés et p lus ieurs mécanismes réactionnels ont été proposés 

su ivant  l a  na ture  du photosensibi l  isateur. 

11 - MECAN ISMES ET TYPES DE REACT IONS PHOTOSENSI B I L ISANTES DANS DES 

SYSTEMES 'B 1 OMED t CAUX 

Plus ieurs types de molécules peuvent jouer le rô le  de photo- 

sensibi l isateurs parmi  lesquel les on trouve des produ i ts  na ture ls  ( l a  chl~rophylle, 

les porphyrines, les f lav ines,  etc.. . . ) a ins i  que des produi ts  synthé- 

t iques (acr idines, anthraquinones, xanthènes, etc....). 

En général, ces sensi b i  i isateurs (SENS) sont exci tés dans 

un  état s ingulet  de courte durée de v i e  p a r  absorption d ' u n  photon. 

Par  passage intersystème cet état est convert i  en un  état t r i p l e t  
3 

exci té ( SENS) q u i  est souvent responsable des pr inc ipales a l té ra t ions  

photobiologiques d u  f a i t  de sa p lus  longue durée de vie. Celui-ci 

peut êt re rédui t  ( réact ion D-R) ou oxydé ( réact ion D-0) su ivant  

di f férentes voies compétitives ( f i g .  11-2) qu i  dépendent de l a  nature 

d u  sensibi l isateur,  de ce1 l e  d u  substrat  a ins i  que du mi l ieu réactionnel. 

Dans cer ta ins de ces processus, l e  sensi b i  l  isateur dans 1 
I  'état  exci té t r i p l e t  donne p a r  t ransfer t  de charge avec le substrat  

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

différentes façons pour former des produ i ts  de photoaddi t ion (étapes -1 ' ,2' ) 

ou donnent naissance à I ' anion superoxyde en présence d'oxygène 

(étape-3). 





De même deux molécules du  sensib i l isateur ,  l ' u n e  à l ' é t a t  

excité et l ' a u t r e  à I 'état  fondamental, peuvent r é a g i r  pour donner une 

pa i re  de rad icaux  ions . r ;~ns t i  tuée des espèces semi-oxydée et semi-rédui te 

( réact ion D-D, étape-4). 

Certains sensibi 1 isateurs exci tés dans I 'é ta t  t r i p l e t  trans- 

fèrent leur  énergie à une molécule d'oxygène à l ' é t a t  fondamental O 
3 1 2 

( C g )  pour donner de l 'oxygène singulet  O ( A g ) ,  le sensib i l isateur  2 
re t rouvant  son état  fondamental. L 'oxygène s ingulet  peut r é a g i r  à son 

tour avec de nombreux types de biomolécules qui  sont normalement 

insensibles à I 'oxygène dans son état  fondamental (étapes- 5,5' ), 

D ' autres espèces réactives oxygénées, tel les que le  peroxyde 

d '  hydrogène ( H202), 1 ' anion superoxyde (0;) et le  rad ica l  hydroxy le  
2 

(OHe) sont produites à p a r t i r  de réactions entre l e  photosensibi l isateur 

' et I 'oxygène (étapes- 3 , 3 '  , 6 )  Celles-ci peuv.ent r é a g i r  ensuite avec les 

différentes espèces en solut ion pour donner des produ i ts  d 'oxygénat ion 

(endoperoxydes, hy droperoxydes, etc.. . ) (étape-3"). 

, O n  regroupe cornmunémen t ces différentes &actions suivant deux 

catégories : les réactions de type 1 lorsqu'el les sont de na tu re  rad i ca la i re ,  
* 

et  cel les de. type a l o r squ ' i l  s ' a g i t  d ' u n  t ransfer t  .d'énergie. 

L 'oxygène singulet ,  le rad i ca l  hydroxy le  sont des espèces 

très réact ives, de même que 1 ' i on  superoxyde mais à un  degré moindre. 

C'est pourquoi l a  p lupa r t  des réactions photosensibi l isantes nécessitent 

l a  présence d '.oxygène molécu l a i r e  et en consommen t en quant i  té 

stoechiométrique : ce sont des réactions de photooxydation sensibi l isées 

(réact ions photodynamiques). Toutefois i 1 existe des exemples bien connus 

pour lesquels, en 1 'absence d'oxygène, le sensib i l isateur  peut être 

convert i  en u n  photoprodui t toxique (psoralène, chlorpromazine) . 
- - 

Le mécanisme de 1 ' action photodynamique des porphyr ines 

est encore peu connu. Pourtant des études ont montré que cer ta ins 

de ces d i f férents types de réactions sont responsables de l eu r  action 

photosensibi 1 isante ( 7 ) .  Elles feront 1 'objet d 'une  brève revue 

dans le  paragraphe suivant  qu i  expose les d i f férents résul ta ts  obtenus 

lors de I ' u t i l i s a t i o n  de ces sensibi l isateurs en photochimiothérapie. 



rn- LA THERAPIE PHOTODYNAMIQUE DES CANCERS PAR LES PORPHYRINES 

1. Histor ique : 

L ' i n t é r ê t  por té  à l ' u t i l i s a t i o n  des porphyr ines en photo- 

médecine est l i é  à leur  capaci té  d ' une  p a r t  à se. f i x e r  préférent ie l -  

lement au  n iveau des sites tumoraux et d ' a u t r e  p a r t  de photosensibi- 

l i s e r  les t issus a t te in ts  de lésions mal ignes pour  condui re  a ins i  à 

leur  dégradation. 

En 1942, AULER et BANZER ( 8 )  implantèrent des carcinomes 

de FLEXNER et JOBLING a i n s i  que des sarcomes de JENSEN s u r  des r a t s ,  

I l s  observèrent q u  'en leur  in jectant  de I 'hématoporphyrine, ce1 le-ci 

s 'accumula i t  préférent ie l  lement dans les tumeurs a i n s i  que dans les 

nodosi tés lymphat iques. Ces observat ions fo r tu i tes  conduis i rent  à de 

nombreux t r a v a u x  s u r  I ' accumulation et l a  ré tent ion sélective des 

porphyr ines  dans les tumeurs (9 ) .  

AULER et BANZER (8 )  in jectèrent  aussi. de 1 ' hématoporphyr ine 

à d i f fé ren ts  animaux auxquels  on a v a i t  g re f f é  des tumeurs, p u i s  les exposèrent 

à l a  lumière u l t rav io le t te .  1.1 en résu l t a  une augmentation de l a .  nécnose 

des tumeurs. 

En 1966, LIPSON ( I O ) ,  qui a v a i t  é tud ié  l a  ré tent ion sélect ive 

d u  d é r i  v é  de 1 'hérnatoporphyrine, mentionna le  traitement photodynamique 

d ' u n  cas de cancer récurrent  et  r éca l c i t r an t  chez u n  pa t ien t  en u t i l i s a n t  

ce lu i -c i  comme açent photosensibi l isant.  

Quelques années p l u s  ta rd ,  DIAMOND (1 1 ) constata que des 

g l  iomes implantés dans les régions sous-cutanées d u  r a t  é ta ient  dé t ru i tes  

efficacement p a r  1 ' admin is t ra t ion  d 'échant i  1 Ions commerciaux d'hémato- 

porphyr ine  s u i v i e  d ' u n e  exposi t ion à l a  lumière. 

En 1975, KELLY (12)  implanta chez des sour is  des t issus 

sa ins et cancéreux (carcinomes) de l a  vessie d ' u n  homme. L 'admin is -  

t r a t i o n  d u  dé r i vé  de l thématoporphyr ine,  s u i v i e  d ' une  exposi t ion à 

l a  lumière pendant v ingt -quat re  heures causa une destruct ion prononcée 

des t issus tumoraux et peu de dommages a u  n iveau des t issus sains. 

De même, DOUGHERTY (1 3) r appo r ta  1 'obtent ion de résui  t a t s  

analogues s u r  des sour is  et des r a t s  et ne nota aucun dommage a u  

n i veau  - de l a  peau. 



A l a  sui te de  ces résul tats,  des essais c l in iques  de :cette 

thérapie photodynamique des tumeurs ont été réalisés sur  des pat ients  

(14-a,b.). 

2) Aspect c l i n ique  de la  photochimiothérapie : , 
1 

Cette technique, maintenant bien établ ie,  est connue sous le 
I 

nom de PHOTOCHlMlOTHERAPlE ou P.C.T. Les recherches actuelles sont l 
axées essentiellement vers  l ' u t i l i s a t i o n  des porphyr ines comme .sensibi l isateurs, 1 

.en pa r t i cu l i e r  d u  d é r  i v é  de I ' hématoporphyrine (HpD) . Ce composé est l 

u t i l i s é  dans le  traitement de di f férents types de tumeurs chez l ' ê t r e  I 

humain ( f ig .  11-3) : 
1 

1 

i ) En thérapie, l a  technique ut i l isée impl iqu.e une inject ion intraveineuse 

ou in t rapér i tonale d'HpD su iv ie  d ' u n  temps d ' incubat ion pour  permettre 

à ces composés de se f i x e r  au niveau ce l lu la i re .  Une i r rad ia t i on  dans 

une de ses bandes d 'absorpt ion provoque des effets phototoxiques 

responsables de l a  nécrose du t issu q u i  l e  contient (15-a,b).On u t i l i s e  

en général une lumière rouge (630 nm) ca r  cette longueur d'onde 

pénètre profondément dans les t issus ( s u r  p lus  d ' u n  centimètre). I  1 

n 'es t  pas nécessaire d ' u t i l i s e r  une source Laser car  le  spectre d'absorp- 

t ion de I 'hématoporphyr ine est très large. Toutefois, les Lasers ont 

1 'avantage de pouvoir  ê t re  couplés fac i  lement B une f i b re  optique, 

ce qu i  permet une u t i l i sa t i on  p a r  voie endoscopique. 

i i )  Cette technique peut également s e r v i r  dans l a  local isat ion de lésions 

macroscopiques v is ib les,  comme un  pe t i t  cancer bronchit ique ( 1  6) ,  ou 

pour réal iser  une car tographie d 'une  lésion étendue comme u n  cancer 

de l a  vessie (17), pa r  détection de l a  fluorescence à 690 nm des 

porphyr ines après exc i ta t ion U.V. (407 nm). 

l 
3) Nature des porphyr ines ut i l isées dans ce traitement : 1 

L'HpD est obtenu à p a r t i r  d 'une acétylat ion su i v ie  d 'une  

hydro lyse a lca l ine  de I 'hématoporphyrine (18) .  C'est un mélange 

complexe de p lus ieurs porphyr ines appelé PHOTOFRIN I dont l a  

composition n ' a  été que part ie l lement élucidée (19) ( f i g .  11-41. 

Tous les const i tuants de ce mélange ne semblent pas avo i r  les 

mêmes propr iétés photosensibi I  isantes. Ceci :pourrai t  ê t re dû à leur 

pouvoir  de rétent ion au n iveau des tumeurs (20).  Ainsi  DOUGHERTY 

a pu  séparer du  rnélange, une f ract ion appelée PHOTOFRIN I I qu i  est 
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F i g u r e  11-3: Diagramme s c h e r n a t i q u e  d e  l a  d é t e c t i o n  e t  d e  l a  
t h g r a p i e  p h o t o d y n a m i q u e  (P,C*T.) d e s  t u m e u r s .  



-CH(OH) -Me -CH( OAC) -Me 

d OU . OU 

-CH( OAc )-Me 

e -CH(OAc) -Me -CH( OAC ) -Me 

Figure 114. Stmcture des principales porphyrines constitutives du dérivé de 
1 ' hématoporphyrine (FIID ) . 
a. Hématoporphyrine ÏX ; b. (~ydroxy-1 éthyl) - 8(3) vinyl - 3(8) deutéroporphy- 
rine M ; c. Protoporphy-rine IX ; d. O-acétylhématoporphyrine M ; e. 0 ,Ot- 
diacétylhématoporphyrine M ; f. (Acétoxy-1 éthyl) - 8(3) vinyl -3(8) deutéropor- 
phyrine IX. 



I constituée des éléments les moins polaires. CII le-ci sera i t  p l u s  fac i -  

lement retenue au n i veau  des t issus tumoraux et a u r a i t  l ' a c t i o n  photo- 

dynamique l a  p lus importante. L ' i den t i t é  d u  ou des composés responsables 

de cette act ion n ' a  pas  encore été déterminée. Toutefois certains auteurs 

. ont proposé que ceux-ci pouvaient ê t re des éthers (21 ) ou esters ( l 4 b )  

de l a  dihématoporphyrine appelés DHE ( f i g .  11-5). 1 1  semble que 

1 ' ac t i v i t é  photosensibi l isante des composants de I'HpD soit l iée à leurs  

propriétés physiques (so lubi  l i sa t ion  en phase l i p id ique  (22),  degré 

d 'aggrégat ion (23-a,b)) et que ce1 les-ci vont inf luencer leur  d i s t r i bu t i on  

l dans les t issus et a u  n iveau in t race l lu la i re .  

4) Ciblesde phototoxi-c i té et  act ion photodynamique des porphyr ines : 

Au n iveau ce l lu la i re ,  l a  p r i nc ipa le  c ib le  associée au processus 

photodynamique des porphyr ines est l a  membrane ce l l u la i re  (24-25). 

Les ce1 l u  les cancéreuses i r rad iées en présence de di f férentes porphyr ines 

( protoporphyrine, hématoporphyrine, HpD) montrent des a l  térat  ions 

morphologiques au n i veau  de l a  membrane ( t rous  et vésicules endo e t  

exo-plasmiques (26)) conduisant à une modif icat ion de leur  perméabi l i té 

et de leur fonction de transport  (27). Au n iveau moléculaire, les 

p r inc ipaux  const i tuants des membranes ( 1 ip ides et protétnes) subissent 

des réactions de photooxydatiori. Ainsi  GROSSWE INER (28-a,b,c) a montré 

que l a  peroxydat ion des l ip ides contenus dans les liposomes pouva i t  

ê t re responsable de I ' inac t iva t ion  des ce1 l u  les cancéreuses. Toutefois, 

de récentes études (29) ont é tab l i  que les effets phototoxiques les'  

p l u s  importants proviennent ' d 'une détér iorat  ion des proté.ines. Certains 

acides aminés tels que le tryptophane, l ' h i s t i d ine ,  l a  cysté'ine subissent 

des dégradations importantes. De même, à l a  su i te  d'expériences s u r  . 

des érythrocytes ( 3 0 ) ~  on a observé l a  formation de l ia isons in te r  ou  

intrapept idiques. 

Une augmentation du  temps d '  incubat ion (avan t  i r r a d i a t i o n )  

permet aux porphyr ines de migrer  vers les régions in t racel  l u  la i res (31 ) 

où d 'au t res  sites d 'ac t i on  de l a  phototoxic i té de ces molécules ont été 

décrits. 

C'est le cas des mi crosomes (32),  des chromosomes (33) ou 

encore des mitochondries (34). Au n iveau de ces dernières, 1 'ac t ion des 

porphyrines est responsable de l ' i n h i b i t i o n  de l a  respi rat ion et de l a  

phosphory l a t i on  oxydat ive (25).  



S t m c t u ~  du DHE. a) E t h e r  ; b) E s t e r .  
Me=-% p = -  (CH2l2 - C02H ; E = - CHOH - CHr 



Les détér iorat ions photoindui tes au n iveau de I 'A.D.N p a r  

les porphyr ines semblent jouer un  rô le mineur dans le mécanisme de 

I ' inact ivat ion des ce1 Iules tumorales (35). Pourtant DUEBELMAN et a l .  

(36) ont montré que cette action photodynarnique é ta i t  responsable de 

coupures simple b r i n  au  n iveau de IIA.D.N a ins i  que de I ' induct ion de 

I ia isonsentre protéînes et A.D.N. Ces d i f férents effets occasionnent I ' a r r ê t  

de l a  synthèse de 1'A.R.N et de l'A.D.N. C'est spécifiquement au n iveau 

de l a  guanine que s'effectuent: ces . in teract ions '  (37-a, b )  .- 'El les résul tent  

d 'une photooxydation de ce résidu. Toutefois aucune ac t i v i t é  mutagène 

(38) n ' a  p u  êt re décelée après traitement p a r  I'HpD, ce produ i t  ne 

semblant pas indu i r e  de réactions secondaires carcinogènes pour 

I 'organisme. 

l Les effets néfastes les p lus  importants qui interviennent 

à l a  sui te d u  traitement photochimiothérapeutique p a r  les porphyr ines 

sont pr incipalement de deux natures. 

1 Les premiers concernent. des accidents de photosensi b i  1 i sa t  ion . 

de l a  peau (lésions ur t icar iennes et sclérodermiformes) qu i  persistent 

pendant p lus ieurs semaines (39). L 'é t io log ie  de ce phénomène est peu 

connue mais semble l iée à l a  lente é l iminat ion des porphyr ines p a r  

les tissus après t r a i  tement (40). L '  admin is t rat ion d ' agents caroténoldes 

( a -Tocophérol (40),  R-carotène (41 ) ) connus pour désactiver. [ 'état :  

t r i p l e t  des porphyr ines permet d 'ob ten i r  u n  degré sat is fa isant  de 

protection. 

Les seconds .co.ncer.nent l a  poss.ibi.1 i té . d '  induct ion phototoxique 

a u  n iveau de l a  ré t ine  et du c r i s t a l l i n  de I 'oei l  (42).  En effet, l a  

photooxydation sensibi l isée p a r  les porphyr ines de cer ta ins acides 

aminés ( h i s t i d i n e ,  t ryptophane) ou de l ' a c i d e  ascorbique (43-a) 

présents dans les t issus de I 'oei l  peut conduire à une photopoly- 

mérisation et à l ' a p p a r i t i o n  de cataracte (42) .  

Le mécanisme pr ima i re  de l ' ac t i on  photodynarnique des 

porphyr ines est très controversé. Ceci est d û  à l a  complexité des 

paramètres (d i s t r i bu t i on  ce1 lu la i re ,  agrégat ion , pH) l iés à ce 

phénomène et au  nombre important d'espèces activées ou rad i ca la i  res 

i n i t i a t r i cesde  cette action. 

Les effets phototoxiques les p lus  importants sont a t t r ibués  

à l a  formation d'oxygène singulet  (44-a,b,c,d). Ces résul ta ts  ont 



5 )  Perspectives : 

Les recherches actuel les sont orientées vers I ' amél io ra t  ion du 

pouvoi r  photosensi b i  l i san t  des .porphyrines, soit au n iveau.  de leus 

d is t r ibu t ion  i n t race l l u la i re ,  soit dans l 'augmentat ion de leur  réac t iv i té .  

Ainsi  MEW (52-a) d 'une p a r t  et OSERQFF(52-b) d ' a u t r e  p a r t  

ont montré que I 'hématoporphyr ine l iée à cer ta ins ant icorps monoclonaux 

pouvai t  avo i r  une très bonne ac t iv i té  photodynamique p a r  rappor t  à 

certaines ce1 l u les tumorales. L '  action conjuguée de ces deux entités permet 

l a  f i xa t i on  de I 'Hp  dans des cel lu les tumorales spécifiques et l a  

destruction sélective de celles-ci aussi b ien i n  v i v o  que i n  v i t ro .  

Seules quelques études sur  des porphyr ines autres que I 'HpD 

ont été citées dans l a  l i t térature.  Celles-ci concernent l ' u t i l i sa t i on  de 
- -  . . 

porphyr ines synthétiques hydrosolubles. Ainsi la méso-tétra sulfonato-4 phényl- 

porphy.rine: qu i  est un  bon agent de rétent ion des tumeurs (9 )  n ' a  pas 

été u t i  l isée c l  iniquement probablement à cause de sa longue rétent ion 

dans I 'organisme et à sa neurotoxic i  té na ture l  le à grande concentrat ion 

(53). Toutefois ces composés absorbent peu à 630 nm. C'est pourquoi 

les chercheurs s ' intéressent à I ' u t  i l i sa t  ion ' de composés analogues 

absorbant p lus  intensément dans le rouge tel les qu'e les phtalocy'an ines (54) 

ou les chlor ines (55). 

Une nouvel le technique a été proposée p a r  BODANESS et al. (56) 

a f i n  d 'amél iorer  l a  réac t i v i t é  des porphyr ines en mi l ieu non oxygéné. 

Celle-ci est basée sur  une absorption de deux photons p a r  le sensibi- 

l i sa teur  et f a i t  in te rven i r  le  mécanisme su ivant  : 

i SC 
HPD (SI) - HPD (Tl) + HpD* +  substrat^ 

h v  substrat  
HPD ( T i )  - HpD (Tn)  

H ~ D ~  i- su bst rat*  

Toutefois, de nombreuses études sont encore nécessaires pour  

opt imiser  les d i f férents paramètres responsables de l 'ac t ion  phototo- 

dynamique des porphyr ines.  

En  pa r t i cu l i e r ,  ces études reposent sur  l a  connaissance des 

propr iétés photochimiques et des mécanismes pr ima i res de photoréact ions 

de ces molécules. 



Cette ambivalence. photoréactionnel le est l iée à I 'environnement l 

et au degré d ' agrégat ion des porphyr ines (28-a ,48). Un mécan isme , 

l 

de type I I sera prépondérant en mi l ieu homogène et en présence de 

porphyr ine sous forme monomère, tandis  qu  'un mi l ieu hétérogène et 

l ' agrégat ion  des porphyr ines favor iseront u n  mécanisme de type 1. 
Ce dern ier  résu l ta t  semble être confirmé p a r  le  f a i t  que GROSSVdEINER 

(28-b) a p u  montrer que des agrégats.  d'HpD pouvaient promouvoir des 

effets photosensibi l isants en mi l ieu  non oxygéné. 

l l 

l 
conduit de nombreux auteurs à étudier  les rendements de formation de  

l 
! 

cette espèce su ivant  l a  na ture  des porphyrines (45-a,b) et ISienvironnement I 

1.46-a,b)' dans lequel ' e l l e  est produi te  afin.-de comparer l ' e f f i cac i té  photo- I 

dynamique d e  di f férents.dér ivés.  Par contre d lau t res  a u t e u r s  (47a-b;28.-a) ont 
' 
l 

p u  détecter l a  formation du  rad i ca l  anion .de I 'hématoporphyri.ne (H P*-) 
2 l 

dans des études i n  v i t ro .  Celui-ci est formé à p a r t i r  de l ' é t a i  exc i té  I 

t r i p l e t  (47-a)de l a  porphyr ine. De même SCONFIENZA et a l .  (48) ont 
l 
I 

proposé u n  mécanisme de transfert  d 'électron de l a  porphyr ine  vers I 

l e  tryptophane comme étape pr ima i re  de l a  photodégradation de ce I 

dern ier  . 

L a  formation d 'au t res  espèces activées de l 'oxygène tels que 

le rad i ca l  hydroxy le  (43-a,b; 491, l ' an ion  superoxyde (50-a,b), le 

peroxyde d'hydrogène (43-a) a p u  être mise en évidence p a r  des 

méthodes de piégeage .lors de I ' i r r a d i a t i o n  des porphyr ines en présence 

d 'ac ide  ascorbique et de cystéfne. 

L '  importance des effets phototoxiques occasionnés p a r  ces 

dér ivés oxygénés est di f f ic i lement mesurable. Pourtant , GIBSON et a l .  

( 51 )  ont montré que l ' a n i o n  superoxyde n 'es t  pas le p r i n c i p a l  agent 

responsable de I 'act ion photodynamique de I 'HpD. 

Toutefois comme I 'HpD est un mél ange complexe de p lus ieurs  

p o r p h y r i n e s  q u i  possèdent  des  p r o p r i é t é s  p h y s i  CO-ch im iques  

di f férentes (so lub i l i te ,  rendement de conversion intersystème, couples 

acico-basique etc.. . . ) ,  leur  d is t r ibu t ion  dans les cel lu les dépendra 

de leur  environnement (phase l ipidique/aqueuse, complexation avec les 

protéines, pH in t race l  l u la i re ,  oxygénation . . . . )  et sera responsable 

de leur  di f férence de réac t iv i té  ( type  I / t y p e  II) pendant [ ' i r r a d i a t i o n .  



1 - PHOTOCH lM l E  DES PORPHYR l NES 

1 1 )  Généralités : 

Les porphyr ines  (base 1 ib re ,  complexes métal lés, formes 

rédu i tes )  jouent un r ô l e  important dans beaucoup de processus rédcx 

et de t rans fe r t  d 'énerg ie  : l ' é tape  réact ionnel le  p r ima i re  de leurs é ta ts  

exci tés repose à l a  f o i s  su r  'un t rans fe r t  de charge et s u r  l a  format ion 

de complexe analogue a u  mécanisme invoqué l o r s  de l a  première étape 

de l a  photosynthèse. Dans l e  b u t  de cons t ru i re  des modèles équivalents, 

de nombreuses études on t  por té  s u r  l a  photoréduction et l a  photo- 

oxydat ion des porphyr ines,  spécialement pour  t rouver  des agents réduc- 

teurs ou oxydants  capab les de p rodu i r e  des photoréact ions rédo x 

cyc l iques (57-a,b,c,d,e,f). 

Les résu l ta ts  p ré l im ina i res  obtenus s u r  l a  na tu re  d u  méca- 

nisme photochimique in tervenant  ent re  les d i f férentes espèces prov iennent  

de méthodes spectroscop iques tel les que la' photolyse éc la i r ,  l a  résonance 

paramagnét ique électronique (i3.P.E.) a i ns i  que de l a  po la r i sa t ion  

nuc léa i re  dynamique i n d u i t e  photochimiquement (C. 1 .D.N.P.). Ceux-ci 

seront exposés dans les paragraphes suivants.  

Dans un so'lvant inerte,  c 'est  généralement 1 'environnement 

(présence d ' u n  accepteur ou d ' u n  donneur d 'é lec t ron)  q u i  v a  déterminer 

l a  d i rec t ion  du t rans fe r t  électronique. Celui-ci dépend pr inc ipa lement  

des potent ie ls rédox des états exci tés des porphyrines. Bien que ceux- 

c i  ne soient pas  connus, i l  est intéressant de noter que l a  réac t i v i t é  

photochimique des porphyr ines  montre une cer ta ine  symétr ie q u i  su i t  

I ' o rd re  de décroissance des potent ie ls de réduct ion de ces p rodu i ts  

à l ' é t a t  fondamental .. E n  f a i t ,  c 'es t  l a  densi té de charge électronique 

portée p a r  les azotes cen t raux  d u  cyc le  po rphy r i n i que  qu i  v a  déterminer 

le  potent ie l  r é d o x  de ces molécules et in f luencer  leurs  propr ié tés acido- 

basiques a ins i  que leur  réac t i v i t é  en terme de t rans fe r t  é lectronique (58). 

Cette densité de charge dépend à l a  fo is  de l a  na tu re  des d i f férents  

subst i tuants  pér iphér iques  de l a  porphyr ine  (positionsrnéso et 6 -pyr ro l ique)  

( f i g .  I I -6a)  e t  du noyau méta l l ique complexant: 

-- Pour: une sér ie  de porphyr ines  de même na tu re )  le potent ie l  de . 

réduct ion augmente avec des subst i tuants  électro-donneurs et d iminue 

avec des subst i tuants  électro-at t racteurs,  pr inc ipa lement  pour  des 

subst i tu t ions en posi t ion méso oÙ l a  densité de charge l a  p l u s  importante 



rn éso 
/ 

Figure II-6a Système de numérotation du squelette porphyrinique. 

Figure II-6b i) Formule limite de résonance du cycle tétrapyrrolique selon 
W û û D W m  (59) ; ii) Distribution électronique de charge relative lors de 1;intm- 
duction d'un électron au niveau du cycle tétrapyrrolique (60) (niveau 4e n ) .  



est située su r  les ponts in terpyrro l iques ( f ig .  11-6b). 

- Dans le cas des complexes métal l iques, le potentiel de réduct ion 

augmente avec I 'é lectronégat iv i té du métal (61 ).  

- De même, les constantes acido-basiques ( P K ~ ) '  des bases l ib res  suivent 

l ' o r d r e  des potent iels rédox (62) : p l u s  l a  bas ic i té  est forte, p lus  l e  

potent iel  de réduct ion est négat i f .  Ceci impl ique que le  p rodu i t  est 

p lus  d i f f i c i  lernent réductible,et, a fo r t i o r i ,  que l a  densi té de charge est 

p lus  importante au n iveau des azotes centraux. En f a i t  le pKa sert à 

mesurer l a  densité de charge a a u  n iveau du cycle. En affectant les 

intégrales coulornbiennes des carbones rnéso, l a  densité de charge a 

doi t  d i  rectement inf luencer les o rb i  tales .rr du système auxquel les sont 

rattachées les propr iétés redox du  composé ( 4 ) .  

Ces résul ta ts  sont rassemblés dans le tableau 11-2**. 

Les d i f férents paramètres ment ionnés ci-dessus affectent 

également les n iveaux énergétiques des états exci tés des porphyr ines et 

donc leur  photoréact iv i  té. Cette dernière sera encore inf luencée p a r  

d 'au t res  facteurs tels que le solvant, l a  concentration, les phénomènes 

d ' a g  régat ion ou le pH. Ceux-ci modif ieront principalement les vitesses 

de réaction, les rendements quant iques de format ion des espèces exci  tées 

a ins i  que l a  sensib i l isat ion des intermédiaires radica la i res.  

21 I r r a d i a t i o n  des porphyr ines seules en solut ion : 

Pendant I ' i r r a d i a t i o n  de certaines porphyr ines en solut ion 

aqueuse les rad icaux  anion et cat ion de ces espèces ont pu ê t re  mis 

en é v  i dence. 

Ains i  BONNET et a l .  (3,66) ont montré p a r  rad io lyse  pulsée 

que l a  rnéso-tétra( sulfonato-4 phény 1) porphyr ine,  I ' uroporphyr ine, l a  

cuproporphyr ine et 1 '  hématoporphyrine*Ir conduisaient à l a  formation 

* Pour p lus  de commodité on note généralement l a  porphyr ine  sous 

forme de base l i b r e  PH2. Quatre couples acido-basiques sont l iés à 

l a  dissociat ion de cette base l i bre : pK, (PH-/P2-) ; ~ K ~ ( P H ~ / P H - )  ; 

pK3( PH:/PH~) ; pK4( PH~?PH<) 

* 4. P T  

Les formu les des dér ivés té t rapyr ro l  i ques c i  tés dans ce chapi  t re 

sont résumés dans le  tableau 11-3. 



Tableau 11-2. Influence du caractère acido-basique e t  de l télectmnégativité 
du métal sur les  potentiels de réduction de quelques porphyrines a) lfspotentiels 
sont donnés par rapport à 1 Iélectmde au calomel saturé ; b) M f P P  : cmplexe 
métallé de la méso-té traphénylporphyrine ; TMePyPHZ : méso-tétra (N méthyl-4 
pyridyl ) porphyrine ; TAPPH : méso-tétra ( N  ,Nt ,Nu triméthylamino -- 4 phényl) 
porphyrine ; TPPSH2 : méso-Sétra (sulfonato-4 phényl ) porphyrine. (voir tableau 11-3) 

+ 

b 
PORPHYRI NES 

mePyPH2 

TAPPH2 

TF'PSH2 

Sn (IV) TPP 

Pd (II) TPP 

N i  (II) TPP 

Cd (II) TPP 

M g  (11) TPP 

PO?WPIEL 2E 
REDUCTION 
réd 
E 1 (Pl volts 
2 

- 0,55 58 

- 0,67 58 

- 1,09 58 

- 0,81 64 

- 1 , l O  
64 

- 1,18 64 

- 1,25 64 

- 1,35 64 

63 
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4 
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/ 
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. 

4, 8 

2,o 

1 ,a 
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1 ,O 
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Tableau 11-3. Structures des différentes porphyrines ci tées dans ce m é m o i r e  
(les substituants non précisés correspondent à des atomes d'hydrogène). 
cD = radical phényle. 

NClrl 

Méso-tétraphénuiporphycuie 

Méso-tétra (N-méthyl4 pyriùyl) 

p o r p m  

Méso-tétra (N,N9K'-triméthyl-4 
amincphényl )porphyrine 

. Mésc-tétra (sulfonato-4 phényl) 
Po--e . 

- 
" Octylporphyrine 

(FQdm-4 phényl) -5 tris (p- 
tolyl  ) - 10,15,20 porphyrine 

Hématoporphyrine 

Uroporphyrine 

Coproporphyrine 

Octaéthylporphyrine 

De~témporphyrine 

ABB-ON 

m2 

'iT4ePyPH2 

TAPPH2 

FM2 

H2p 

O P  

SUBSTITUANTS 

%,10,15,20 = O- 

%,10,15,20 = c'+- 
%,10,15,20 = p. 0 

- 

R ~ , l ~ , 1 5 , 2 0  = OS0; 

%,8,13,18 = 9 
R2,12 = -(CN2)7 -3 
%,17 =. -(%)2402 3 

% = p .  @-OH 

R10,15,20 = 3 
R2,7,12,18' -% 

R13,17 %,8 ' -H = -(CH2l2 9 -C02H 

R2,7,12,17 " 42 - 
%,s, i3,rs  = -(CH2)2 

R2,8,12,18 = 4% 

R3,7,13,17 = -(m2)2 

R2,3,7,8,12,13,17,18= -2- 

R2,7,12.18 = 9 
R13,17 = -(CH2)2 4 0 2 ~  

1 



du rad ica l  cat ion p a r  photoionisation à p a r t i r  de l ' é t a t  t r ip le t .  Ce 

phénomène ava i t  dé jà été observé p a r  TOLLIN (67) lors  de l ' i r r a d i a t i o n  

de l a  chlorophyl le.  Cette réact ion est spécif ique du  solvant u t i l i sé  (66) 

et de l a  na ture  de l a  porphyr ine  (3) .  Ce résul ta t  est probablement l ié ,  

selon BONNET (31, a u  potentiel de réduct ion de ces espèces, donc a u  

caractère Gnergét ique de l a  réaction. 

Par  photolyse éc la i r ,  FRINK et FERRAUDI (68) ont mis en 

évidence u n  processus d ' a n n i h i  la t ion  tr ip let- . t r ip let  à p a r t i r  de I ' é ta t  

3nnf  de différentes métal loporphyr ines (MP) : I 'octaéthy lporphyr ine  

de zinc et l a  té t raphénylporphyr ine de zinc. Ce processus f a i t  

i n te rven i r  l a  formation d ' u n  excimère dans I ' é t a t  exci té s ingulet  dont 

I 'évolut ion est d i f férente su ivant  l a  na tu re  du solvant. En mi 1 ieu 

non pola i re,  i l donne l'espèce 'MP dans l ' é t a t  ' p n * .  En mi l ieu  po la i re ,  

cet excimère peut conduire aux rad icaux  anion et cat ion de l a  porphy- - 
r i n e  (69) selon le mécanisme suivant  (70) : 

( excimère ) 

'( MPMP)* -'MP ('nn7 + MP ( solvant non polaire) 

( solvant polaire) 

Ce mécanisme sera i t  analogue à ce lu i  mis en évidence avec une sér ie 

de composés de st ructure vois ine : les phtalocyanines (70). 

3) I r r a d i a t i o n  des porphyr ines en présence de substrat  : 

a )  Photooxydation 

a-1 Réaction avec des accepteurs d'électrons 

Certaines études ont permis de mettre en évidence l a  formation 

d'exciplexes en mi l ieu non po la i re  lors de l a  désact ivat ion des états 

excités des porphyr ines ( P )  en présence d'accepteurs d'électrons tels que 

les quinones ( Q )  ou les dérivés n i t rés  aromatiques. Cet exciplexe peut 



se former à p a r t i r  des états  excités, s ingulet  (71-a) et t r i p l e t  (71-b,c,d). 

Toutefois I ' exc ip lexe  formé à p a r t i r  du t r i p l e t  p k s e n t e  une p lus  g rande 

r é a c t i v i t é  que ce lu i  formé à p a r t i r  d u  s ingu le t  d u  f a i t  que sa s t ruc tu re  

f a c i l i t e  l a  format ion de la p a i r e  de rad i caux  ions (71-e). 

Kapinus et a l .  (71-d) proposent le schéma réact ionnel  

su i van t  pour  l a  format ion de I 'exc ip lexe  à l ' é t a t  t r i p l e t .  

cornplaxa da pa i rs  da exclplaxe 
rsncon t ra  radicaux ions t r ip le t  

.. 
L a  format ion de I 'exc ip lexe  passe p a r  t r o i s  étapes d is t inc tes : 

1 ) format ion d ' u n  complexe de rencontre 

2) t rans fe r t  d 'é lectron et créat ion d ' une  p a i r e  de r a d i c a u x  ions 

3) t rans fe r t  inverse et recombinaison a u  sein de l a  p a i r e  conduisant  aux  

réac t i f s  ou à l a  format ion de I 'exc ip lexe.  Pa r  désact ivat ion,  ce 

dern ie r  reforme l a  p a i r e  de r a d i c a u x  ions i n i t i a l e  ou redonne les 

p rodu i t s  de départ. 

En mi l ieu  po la i re ,  aussi  b ien  l ' é t a t  s ingu le t  que  l ' é ta t  t r i p l e t  

des métal loporphyr ines donnent des ions 1 i b res  q u i  se recombi nent pou r  

donner les p rodu i t s  de dépar t  à des vitesses proches de l a  l im i te  de 

d i f f us ion  (72). En effet u n  so lvant  po la i re  favor ise  l a  dissociat ion de 

l a  p a i r e  en rad i caux  ions l i b res  solvatés. En con t repar t ie  l a  s t a b i l i t é  

de l ' exc ip lexe  est atténuée (durée de v i e  p l u s  cour te)  et l ' é q u i l i b r e  

p a i r e  de r a d i c a u x  ions exc ip lexe est fortement déplacé vers  l a  dro i te .  ( 

L 'é tude  de ces processus (71 -b, d )  a montré 1 ' in tervent ion d ' u n  t rans fe r t  

de charge  en t re  ces d i f férentes espèces.. En p a r t  i cu l  i e r  en mi 1 ieu 

p o l a i r e  où ce lu i -c i  est u n  t rans fe r t  d 'é lect ron.  De bonnes cor ré la t ions  

(71-b,73,74,75) ont p u  ê t re  mises en évidence en t re  les potent ie ls  de 

réduc t ion  des i n h i b i t e u r s  (quinones) et l e  log (Kq)  où Kq représente 

l a  constante de vitesse d u  processus i nh ib i t eu r .  Ces résu l ta ts  (71-d, 

73,75,76,77) ont permis également de démontrer que Kq peut  ê t re  l i é  

à l ' éne rg ie  l i b r e  ( A G )  requise p a r  l a  réact ion de t rans fe r t  d 'é lect ron.  

Celle-ci est donnée p a r  l ' équa t i on  de REHM et WELLER (78) : 

ox red a2 AG = E (PI - E (a) - - - 1 1 C r  E ~ T  ou s 
2 P 



OY 
ou E l  - (P )  et E t  - Ped Q sont respectivement les potent iels d 'oxydat ion  de 

2 2 e 2 
l a  porphyr ine  (P)  et de réduct ion du substrat  (QI, - est un terme 

€ r 
cou lombien l i é  à l a  -na ture  du solvant et expr imant 1 ' in teract ion entre 

les par tenai res de i a  p a i r e  d ' i ons  formée, El est l ' énerg ie  de l ' é t a t  

exc i té  de l a  porphyr ine. 

Ces réactions de transfert  de charge entre ch lo rophy l le  

(67,79-a,80), porphyr ines (79-b,81,82-a) et des quinones ont f a i t  

I 'ob jet  de nombreux t ravaux.  L a  ch lorophyl le  (Ch l )  (78-a) et l a  

té t raphényiporphyr ine de zinc ( Z ~ T P - P )  (79-b) t ransfèrent u n  électron 

à l a  quinone (Q I .  les s ignaux R.P.E des rad icaux  semiquinoniques (HQ*) 

dé r i van t  des rad icaux  anions des quinones ont été obtenus p a r  TOLLIN 

(79-a). Ce même auteur a p u  mettre en évidence l a  formation du r a d i c a l  
t cat ion  de l a  ch lorophyl le  (Chl ) a ins i  que d 'au t res  rad icaux  provenant 

d u  solvant (é thanol )  p a r  R.P.E (80). 1 1  suggère l e  mécanisme su i van t  

q u i  f a i t  i n te rven i r  un exciplexe ternaire.  

Chl 'Ch1 isc 'ch1 

3 Chl + Q 
%hl + Q --, Chl*+Qa- < - Chla+ + a*- 

Ch!*+ + EtOH - Chl + EtOH*+ 

3 Chl + Q +  EtOH 
cht:'m:= E ~ O H  < 

Chl + Q*'+ EtOHe+ 

puis 

2Qe' + 2H+ -* Q +QH2 

2EtOHe+ - Et-O-O-Et + 2H+ 

Et-O-O-Et + QH2 - Q + 2 EtOH 



Dans le  cas des dér ivés métal lés de porphyr ines hydrosolubles. 

(MP) HARRIMAN et a l .  (82-a,b,c,d,e) ont montré p a r  photolyse é c l a i r  

que le mécanisme p r ima i re  de photooxydation p a r  le  persul fa te de sodium 

fa i sa i t  in te rven i r  une p a i r e  d ' ions. Toutefois p a r  dismutation, les rad icaux  

cat ions de ces porphyr ines forment le d icat ion : 

Ce dernier,  p a r  at taque p a r  les ions hydroxy les en mi l ieu  a lca i in ,  
+ 

conduit  à l a  formation d ' isoporphyr ine (MP(OH) ) (82-b,c,e;83) et de 

d ihydroxyporphyr ine  (MP(OH)2) (82-b,c,e) ( f i g .  11-7). Ces auteurs 

ont  également émis I 'hypothèse que I 'un des intermédiaires observés 

-b pouva i t  ê t re un  dimère .rr du  rad i ca l  (MP ) (84). 
2 

a-2 Réaction avec 1 'oxygène ( O  ) 
2 

En présence d'oxygène les porphyr ines (P) ou leurs 

complexes métallés excités dans I 'é tat  t r i p l e t  peuvent donner l ieu  à 

des réactions de t ransfer t  d 'énerg ie et former de I 'oxygène s ingulet  
1 

( 02)  (chap. 1 I , ~ p a r a g .  1 I 1-4) 

'0 sera i t  a lo rs  responsable de I ' inac t iva t ion  photodynamique de 2 
systèmes biologiques (85). Lamola et a l .  (86) l ' on t  démontré dans l e  

cas de l a  photohémolyse des membranes des hématies lors d 'un0 proto- 

porphyr ie  d ' o r i g i n e  génétique : l a  protoporphyr ine IX sensib i l ise l a  
I 

formation de 02, qu i  se ra i t  responsable de l 'oxydat ion  des l ia isons 
6 insaturées d u  cholestérol en hydroxy-3l3-hydroperoxy-5a-h -ch'olest$ne. 

OOH 

hydroxy - 3 @ hydroperoxy- 5q- A6- cholestene 



+,CH3 (~=a CI' ) 

Figure 11-7. Photooxydation de la méso-tétra (N-méthyl-3 pyridyl) porphyrine de 
zinc par le persulfate de sodium. 



Cet hydroperoxyde en. se scindant donne naissance à des espèces 

rad ica la i res  susceptibles d 'a t taquer  d 'aut res s i  tes de l a  membrane des 

hémat ies. 

L ' admin i s t r a t  ion de doses massives de R-carotène ou 

d'a-tocophérol, substances connues pour  inh iber  l ' é t a t  t r i p l e t  des 

porphyr ines, protège les malades de cette photohémolyse (87). 

L a  porphyr ine  elle-même peut êt re photooxydée p a r  1 
O 2 

a ins i  formé. COX et WHITTEN (88) ont mis en évidence l a  formation 

de photoprotoporphyrine ( A ) ,  de monoformy lmonoviny ldeuteroporphyrine 

et de d i formyldeuteroporphyr ine(B)  lors  de l ' i r r a d i a t i o n  de l a  diméthyl  

ester protoporphyr ine IX en mi l ieu non po la i re  et en présence d'oxygène. 

CHO 
I 



De même, MAUZEnALL (89) lo rs  de I ' i r r a d i a t i o n  de  I  'octa- 

é thy l po rphy r i ne  de magnésium dans l e  benzène repor te  l a  formaf ion de  

1 -forrnyl-19 ce to té t rab i  lène (C) .  

b )  Photoréduction 1 
Les cyc les t é t rapy r ro l  iques sont photorédui  ts p a r  t rans fe r t  

de charge  en présence de donneurs d 'é lect ron.  

1 

L a  ch lorophy I l e  (Ch l )  sens ib i l i se  I 'oxyda t ion  de I  ' hydroqu inone .  

( H ~ Q )  p a r  t rans fe r t  d 'é lec t ron.  On a u r a i t  (90) : 

h v  
Ch1 - 'ch1 

isc 3 ~ h l  



L e  r a d i c a l  benzosemiquinonique (HQ*) formé à p a r t i r  
+ 

d u  r a d i c a l  ca t ion  (QHZ*) a été caractér isé p a r  .R.P.E p a r  BANERJEE 

et TOLL IN  (91). 

En présence d 'ac ide  ascorbique (AHZ) , l a  chlorophy l le est 

photoréduite en sa forme semi-réduite (Chl  H o )  dans l a  py r i d i ne .  Cette 

dern ière a été observée p a r  R.P.E (92). 

h r  
+ 'ch1 Chl 3 ~ h l  

'chi + AH, -. ChlH* + AH* 

1 L ' hématoporph y r i n e  est photorédu i te en présence de donneurs 

d 'é lect ron ou de proton. Les rad i caux  de I 'u roporphyr ine  (57a) ,  de 

I 'hématoporphyr ine (47-a, b )  de même que ceux des agents donneurs 

(47-8) ont été détectés p a r  R.P.E ou p a r  photolyse é c l a i r  (93).  Selon 

ces études, c 'es t  I 'é ta t  t r i p l e t  des porphyr ines  q u i  est I ' é t a t  réac t i f .  

Les méta l loporphyr ines et leurs  bases l i b res  ( P )  sont 

réduct ib les en so lu t ion aqueuse désoxygénée en leur  r a d i c a l  a n  ion 

(94,95,96,97,98,57-e). P a r  dismutat ion,  ces rad i caux  forment de nouvei les 
- - 

espèces : des phlwines, des té t rahydroporphyr i  nes (95,57-e) ou des ch lo r ines  

(57-e) ( f i g .  11-8). 

9 + R H ,  - Po- + RHTou PH* + R H *  I 

2 PH* 

PH2 + PH* - PH: + P 

2 PH j - PH, + PH, ( titrithydroporphyrine) 



phlorine ch lor ine  

tétra hydroporphyrine 

Figure 11-8. Structure des dérivés résultant de la réduction des cycles t é t r a p ~ r -  
roliques . 



Ce mécanisme réactionnel a été proposé à p a r t i r  d 'études 

de radio lyse pulsée (95,57-e) et de R.P.E basées s u r  l a  deutérat ion 

du  solvant (99). 

La réduct ion peut in te rven i r  au n iveau d u  métal ou a u  

n iveau du  cyc le (95).  Le type de produ i t  formé dépend de l a  na tu re  

de l a  porphyr ine,  de ce l le  du  noyau métal l ique et d u  pH de la  

solution (94). 

L a  réac t i v i t é  de ces porphyrines est re l iée d ' u n  point  de 

vue énergétique à l eu r  potentiel de réduct ion (94,98,57-e) et i l  a 

été également démontré que c 'é ta i t  l a  molécule protonée dans son . 

état  excité qu i  é ta i t  l a  p lus  réact ive (94,98,99,100). 

4) Ut i l i sa t ion  de la C .  I .D. N.P. dans I 'étude photochimique des porphy-ines : 

L a  technique de photo-CIDNP a été employée dans I 'étude 

des réactions photochimiques faisant i n te rven i r  des cycles tétra- 

pyr ro l iques  p a r  de nombreux groupes de recherche a f i n  d 'é tud ie r  les 

d i f férents mécanismes mis en jeu et de déterminer les intermédiaires 

rad ica la i res  a ins i  que les produi ts  formés a u  cours de l a  réaction. 

L a  première expérience de C l  DNP f u t  réa l  isée p a r  TOMK I EY'J, I CZ 

et :<LE IN (101 ) qu i  étudièrent l a  photooxydation de l a  ch lorophyl le  (Ch l )  

p a r  des dér ivés qu inon iques ( C f .  I:Is observèrent des polar.isations 

su r  les quinones et interprétèrent les résu l ta ts  p a r  la. formation de l a  

p a i r e  C~I:QY à p a r t i r  de I 'é ta t  singulet.. Ces t ravaux  r e p r i s  par  

ROTH et LAMOLA (102) en une étude p l u s  approfondie ont conduit  ces derniers 

à des résul ta ts  opposés, leur  suggérant que l a  p a i r e  de rad icaux  ions  

est formée& p a r t i r  de I ' é ta t  t r ip le t .  CLOSS (103) propose également 

l a  formation de l a  p a i r e  rad i ca la i re  à p a r t i r  de I ' é t a t  t r i p le t  lors 

de l 'é tude d u  système inverse : l a  ch lorophyl le  jouant le rô le  d 'accepteur,  

les substrats étant des dérivés hydroquinoniques. Cette réac t iv i té  à 

p a r t i r  de I ' é t a t  t r i p l e t  est confirmée p a r  le f a i t  que le  f3-carotène 

inh ibe  ces réact ions de p h o t o 4  I DNP ( 102). 

Plusieurs facteurs inf luencent les réactions de CIDNP : le  

pH, l a  concentration des espèces présentes, l a  nature du  solvant.  

ROTH ( 102) a observé q u ' u n  mi l  ieu acide favor isa i t  I 'observat ion des 



polar isat ions. L 'exp l  i ca t ion  de ce phénomene f u t  donnée p a r  

MARUYAMA. ( 104) qui  propose l a  format ion d ' u n  cornp lexe en t re  I 'accep- 

teur et le donneur. L ' a c i d e  permettrai t  l a  séparat ion de l a  pa i re  
+ 

Chle QG et favor isera i t  l a  réve rs ib i l i t é  du processus. De même ROTH 

(102) a pu montrer que l a  concentration de l 'accepteur pouvai t  in te r -  

ven i r  a u  n i veau  de la probab i l i té  de formation de l a  pa i re  dans les 

états s ingulet  ou t r i p l e t ,  favor isant  a ins i  l ' u n  p a r  rappor t  à l ' a u t r e .  

MARUYAMA (105) a étudié l ' i n f luence d u  mi l ieu  sur  l a  réact ion lors de 

I ' i r r a d i a t i o n  de la  phéophyt ine-a (~heo-a)  en présence de tr iméthy 1-2,3,5 

hydroquinone (H Q). Dans le méthanol i l  a mis en évidence l a  p a i r e  
s 2 f . -T 

HQe Pheo-aH0et en mi l i e u  non po la i re  (benzène) l a  pa i re  H2Q* P h e w e  . 
Les interact ions photoindui tes entre porphyr ines et quinones 

ont f a i t  l ' ob je t  de quelques études p a r  CIDNP. Ainsi  GLAZKOV (106) q u i  

a étudié le système méso-tétraphény lporphyr ine/quinone en solut ion 
+ -T 

benzène-méthanol a pu ident i f ie r  l a  formation de l a  pa i re  TPP* Q@ 

pendant l ' i r r a d i a t i o n .  

I I  est à noter  que dans tous ces t ravaux  les auteurs n ' o n t  

jamais observé de polar isat ions au n iveau des protons des dér ivés 

porphyr in iques pendant i r r a d i a t i o n  à 1 'état  stat ionnaire;  ces dern ie rs  

ne montrent généralement que des effets d'élargissement des raies. 

L '  in terprétat ion de ce phénomène fu t  donnée p a r  CLOSS et S I  TZMANN 

(1071, dans le  cas des dér ivés chlorophyl l iques. I I  p rov iendra i t  

d ' u n  échange d'électron entre deux molécules du  pigment : I 'une 

étant chargée, 1 'aut re étant neutre (c f .  chap. 1 ,  pa r .  IV-1). 

Toutefois dernièrement, MARUYAMA a observé grâce à l a  

C 1 DNP résolue dans le temps des polar isat ions provenant des protons 

p y r r o l  iques de la méso-tétraphény lporphyr ine  (108,109) et de I 'octyl-  

porphyr ine  (109) lors de I ' i r r a d i a t i o n  de ces dérivés en présence de 

composés phénoliques. I I  a pu, p a r  l a  même occasion, r e l i e r  l a  

réac t i v i t é  aux potent iels d 'oxydat ion des agents électrodonneurs- 

ZHURAVLEV ( 1  10) ava i t  également observé, lors d '  une étude 

p a r  CIDNP 13c de l a  photoréaction de dér ivés de l a  rnéso-tétraphény 1 

porphyr ine  (TPP) avec l a  parabenzoqu inone (Q) , des polar isat ions 



uniquement sur  les carbones méso de ces porphyr ines. I  I  - propose' 

l e  mécan i sme sui  van  t : 

3 - 3 

TPP + Q - T P P ~  Qg 

L a  cont r ibu t ion  des di f férentes pa i res  a 6t.é mise. en 

évidence p a r  l ' i nve rs ion  des polar isat ions s u r  l a  quinone l o rs  de 

I 'add i t ion  d ' u n  piégeur de rad icaux ,  le  ter t -buty ln i t rox ide.  De même, 

MARUYAMA ( 1  1 1 )  propose u n  schéma analogue lors  de l 'é tude du même 

sy stème en présence d ' acide. 

Cet auteur  a mis également en évidence p a r  ClDNP l a  

format ion de photoprodui t  dans les systèmes méso-tétraphény 1 

porphyrine/quinone/inéthoxy;4-phénol (.1?2) et (hydroxy-4 phényl)-5 

t r i s  p-tolyi-10,15,20 porphyr ine/quinone ( 1  13). 

V - CONCLUSION 

L ' u t i  l i sa t ion  des porphyr ines comme agents photosensibi 1 i sants  

en photochimiothérapie des cancers repose s u r  leur  phototoxic i  té au 

n iveau des ce1 lu les tumorales. Le mécan isme réactionnel p r ima i re  

responsable de leur  act ion photodynamique est très controversé. 

Celui-ci f a i t  i n te rven i r  deux catégories de réact ions : type I L  et 

type 1. Certaines études ont démontré que l a  photoact iv i té des porphy-  

r i nes  est a t t r ibuée aux réactions de type II. Toutefois, l a  d ivers i té  

des paramètres physicochimiques l iés  à l a  na tu re  des porphyr ines et  

à l eu r  environnement peut favor iser  1 ' u n  des mécanismes p a r  rappo r t  

à l ' au t re .  I I  n 'es t  pas exclu dans ces condit ions que l a  formation 



d'espèces rad ica la i res ,  p a r  des réactions de type 1 ,  intervienne-. ' 

dans les ef fets pr imaires de ces agents photoi jensibi~isants.  Jusqu'a lors  

peu d 'études ont permis d 'ob ten i r  des renseignements d 'o rd re  mécanis- . 
t ique  sur  l a  nature r a d i c a l a i r e  des photoréactions pr ima i res  qu i  

interviennent dans les systèmes porphyr ines-substrats biologiques. 

Les résul ta ts  les p lus  intéressants à ce n iveau proviennent essentiel- 

lement de 1 ' u t i l i s a t i o n  de l a  technique de photo-CIDNP dans des 

études axées pr incipalement s u r  1 ' in teract ion des porphyr ines avec 

les quinones, Ces recherches ont permis d 'ob ten i r  une mei l  leure compré- 

hension des photoprocessus pr imaires,  d ' i den t i f i e r  de nouveaux produi ts ,  

d 'en  é t a b l i r  l e  mécanisme de formation et de détecter des réactions 

réversibles importantes dans les études biochimiques. E l  les ont permis 

également de mettre en évidence 1 ' importance des facteurs énergétiques 

1 iés aux réact ions de t rans fer t  électronique. L' intérêt de ces études 

est l imi té  d 'une  p a r t  p a r  l a  d ivers i té  des résul ta ts  obtenus su ivant  

l a  na ture  du  solvant u t i l i s é  et des espèces en solutions et d 'au t re  p a r t  

p a r  I 'absence de polar isat ions au  n iveau des porphyr ines (ces polar isat ions 

ne sont observées que dans des cas b ien  préc is  c f .  chap I par .  VI -1  ) .  

Toutefois, ces résu l ta ts  intéressants nous permet tent 

d 'env isager  1 ' u t i l i sa t i on  de l a  technique de photo-CIDNP dans I 'étude 

in v i t r o  de photoréact ions de modèles simples se rapprochant des 

systèmes biologiques . D'une p a r t  cette technique peut permettre d 'ob ten i r  

une mei 1 leure compréhension des processus rad ica la i res  pouvant i n te rven i r  

au cours de I 'act ion photodynamique des porphyr ines; d ' a u t r e  par t ,  

e l le  peut const i tuer une méthode de choix dans 1"évaluation de l a  

photoact iv i té de différentes porphyr ines v i s  à v i s  de modèles de 

substrats  biologiques q u i  constituent en général des c ib les d 'a t taque  

p r i v i  légiées dans I 'organisme. 

Les chapi t res I 1 I et I V  exposent I 'ensemble des résu l t a t s  

que nous avons obtenus sur  des systèmes porphyrine/eau/nucléo-bases 

ou acides aminés. 
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C H A P I T R E  I I  1 



ETUDE PAR C. 1 .D .N. P. ' H ET DES PHOTOREACT 1 ONS 

INDUITES DANS LES SYSTEMES PORPHYRINES-DERIVES 

- QUINONIQUES ET PORPHYRINES-NUCLEOBASES. 
i 

1 - INTRODUCTION 

Comme nous 1 'avons exposé dans le chap i t re  1 1 ,  cer ta ins effets 

p r ima i res  qui  résul tent de 1 'ac t ion photosensibi 1 isante des porphyr ines 

en photomédecine s '  avèrent bénéfiques et permettent I ' u t i  1 i sa t  ion de ces 

produ i ts  en photochimiothérapie des cancers. Mais leur  act ion se révèle 

également néfaste en ' raison d 'ef fets secondaires indési rab les qu i  

provoquent une photo-al l e rg ie  rémanen te après t r a i  tement. 

Pour étudier  l ' o r i g i n e  de ces d i f férents effets occasionnés 

p a r  les porphyr ines in v i vo ,  on réal ise des t ravaux  in v i t r o  a f i n  de 

déterminer s i  ces composés modif ient p a r  voie photochimique une molécule . 

b io log ique pr ise  isolément. Dans I 'a f f i rmat ive ,  on essaie ensuite de 

préciser les mécanismes a i n s i  que les p rodu i ts  obtenus. L a  transposi t ion 

de ces résul ta ts  in v ivo  est souvent dél icate du  f a i t  de l a  s imp l i f i ca t ion  

des modèles ut i l isés.  Toutefois, les éléments q u ' i l s  fournissent sont 

indispensables a u  photobiologiste pour permettre d 'é luc ider  le  mécan isme 

d 'ac t ion  de ces substances, in v ivo ,  et d 'exp l iquer  l a  réponse biologique 

résul tante. 

Les mécan ismes de phototoxici té des porphyr ines sont de deux 

types : i )  1 'un d i rec t  où l a  molécule dans un  état exci té réag i t  d i rec-  

tement avec le substrat  b io log ique (ce sont souvent des réactions r a d i -  

ca la i res)  i i )  l ' a u t r e  ind i rec t  où c 'est  une su t re  molécule qu i  réag i t  

(photoproduit  ou espèce oxygène activée) ( f i g .  111-1). Le mécanisme 

ind i rec t  a été le p l u s  étudié ca r  i l  est responsable de l a  major i té  des 

effets phototoxiques des porphyr ines.  Toutefois les opinions restent 

controversées à ce sujet. C'est pourquoi nous nous sommes intéressés 

essentiellement dans notre t r a v a i l  à étudier  le  mécanisme d i rec t  grâce 

à I 'appor t  de l a  technique de photo-C. 1 .D.N.P. qui  permet de mettre 

en évidence des réactions de type I décrites dans le chap i t re  précédent. 
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Cette technique ava i t  été appliquée antérieurement à l 'é tude 

du  système d '  in térêt .  b iologique : chlorophy 1 le-quinone (c f .  chap I 1 ,  

pa r .  IV-4). Bien que ces t ravaux  restèrent très ponctuels, i l s  auront 

permis de mettre en évidence le rô le  essentiel joué p a r  les processus de 

t rans fer t  de charge dans ce système, et dans des systèmes analogues où 

le  sensib i l isateur  é ta i t  une porphyr ine. 

Dans notre t r a v a i l ,  nous nous sommes intéressés au comportement 

photochimique de solutions aqueuses de dérivés porphyr in iques,  seuls ou 

en présence de substrats biologiques cibles. Les t ravaux  réa l  isés p a r  

J. MARK0 ( 1  ) su r  des dér ivés de phénothiazines et furocoumarines dans 

ce laboratoire,  ont également révélé un  aspect o r i g i n a l  de l a  technique 

de photo-C.I.D.N.P.; à savo i r  que cette dernière pouvait  const i tuer u n  

test simple et rap ide  d 'éva lua t ion  de l a  phototoxic i té de ces substances. 

Dans cette opt ique nous avons également tenté d 'éva luer  l a  photoact i v i  té 

r a d i c a l a i r e  de différentes porphyr ines et essayé de comparer celle-ci 

avec leur  pouvoir  photosensibi 1 isant.  

L a  première p a r t i e  de notre t r a v a i l  a été consacrée à I 'étude 

photochimique de 1 '  in teract ion du  dér ivé de I 'hématoporphyrine (HpD) 

et de cer ta ins de ses const i tuants (hématoporphyrine, protoporphyr ine)  

avec d i f férents agents électro-donneurs. 

L'HpD est en effet l ' agent  le  ~ l u s  u t i l i s é  en photochimiothérapie 

des cancers. De p l u s  comme c'est un  mélange complexe de p lus ieurs 

porphyr ines dont l ' ac t ion  photodynamique semble différente, nous avons 

tenté de comparer l a  photoact iv i té de cer ta ins de ses constituants. 

Enf in  i l  é ta i t  égaiement intéressant de comparer nos résu l ta ts  à ceux 

préalablement obtenus su r  des systèmes analogues p a r  RPE (2a-b) ou 

Dans l a  seconde p a r t i e  de notre t r a v a i l ,  nous avons étendu 

notre étude aux systèmes porphyr ines synthétiques hydrosol u b  les/bases 

des acides nucléiques. L ' i n té rê t  de. l ' u t i l i s a t i o n  de ces porphyr ines 

réside en p lus ieurs points. 

Le premier est l i é  à l a  pureté de ces produi ts .  Car dans 

le  cas de 1 'HpD nous i r rad ions  un  mélange de porphyr ines et les effets 

observés en C. I .D.N.P. sont l a  résul tante de I 'act ion photochimique 

de toutes ces porphyr ines. Nous pouvons f a i r e  également l a  même 

observat ion pour les échant i  l  Ions d'hématoporphyr ine IX qu i  contiennent 



de l a  protoporphyr ine et de l a  v i n y  l  hydroxyéthy ldeutéroporphyr ine en 

fa ib le  quant i té  ( 4 ) . .  

L ' u t i l i s a t i o n  des porphyr ines hydrosolubles permet, d ' a u t r e  

pa r t ,  de s t  a f f ranch i r  des phénomènes d'agrégat ion. En effet I ' hémato- 

porphyr ine,  l a  protoporphyr ine (5a) a ins i  que I'HpD (5b) forment des 

agrégats importants en solut ion aqueuse, ce q u i  est p ré jud ic iab le  à 

I 'observation d 'e f fe ts  de C. I .D.N.P. su r  ces produi ts .  

Enf in,  certaines substances an t i  tumorales sont connues pour  

leurs capac i tés 'à  dégrader I'ADN (6). De même, cer ta ins t ravaux  ont 

montré que I'ADN est une des c ib les biologiques de l 'ac t ion  photodynamique 

des porphyr ines (c f .  chap I I ) .  Le mécanisme d 'ac t ion  de ces composés 

est responsable de coupures simple et double b r i n s  (7a-c) . Ces dernières 

sont en pa r t i cu l i e r  moins facilement réparées p a r  les ligases. En consé- 

quence el les sont p l u s  favorables à promouvoir des effets néfastes q u i  

peuvent conduire à l a  nécrose de l a  cel lu le.  GUTTER (7a)  a également 

- observé que ces lésions étaient dues à une perte des bases guanine 

résu l tan t  d 'une photooxydation de ce résidu. Le mécanisme photochimique 

qu i  conduit  à ce processus n 'est  pas encore établ i .  Bien q u ' i l  soit 

admis que le mécanisme de type I i  fa isant  in te rven i r  l 'oxygène s ingulet  

soit prépondérant dans ce genre de réaction, i l n 'es t  pas exc lu  q u ' u n  

mecanisme r a d i c a l a i r e  en so i t  également responsable. 

De p l u s  les porphyr ines hydrosolubles ont une grande a f f i n i t é  

pour I 'ADN (8a). En par t icu l ier ,  l a  porphyr ine cat ionique TMePyPH est  
2 

capab le  de s '  in terca ler  au n iveau des pai res de bases guan ine-cytosine 

(8b) .  KOBAYASHI (9) a montré que les propr iétés intercalantes des 

sensi b i  l isateurs ' favor isa ien t  les réactions de t ransfer t  de charge qu i  

nécessitent l a  prox imi té spat ia le  du sensib i l isateur  et du substrat .  

Ces porphyr ines, au v u  de leurs propr iétés sensibi l  isan tes, peuvent 

êt re de nouveaux agents sélecti fs et efficaces dans l a  destruct ion des 

ce1 l u  les cancéreuses. 

Dans l a  première p a r t i e  de ce chapi t re ,  nous exposerons les 

résu l ta ts  .que nous avons obtenus; dans l a  seconde, nous ferons 

u n  commentaire su r  l a  na tu re  des mécanismes proposés à l a  su i te  des 

informations apportées p a r  les d i f férents spectres de C. I .D.N.P. 



1 1 - RESULTATS EXPER 1 MENTAUX 

1 )  Protocole expérimental : 

Les expériences réalisées ont consisté à enregis t rer  le spectre i 3 .M.N ( 
'H  ou 13c au cours de l ' i r r a d i a t i o n  d 'une  solut ion contenant l a  porphyr ine  1 

seule ou en présence de substrat .  Nous avons u t i l i s é  un  système de f i l t r es  l 
optiques pour i r r a d i e r  sélectivement l a  porphyr ine dans une de ses bandes I 

1 
d 'ab'sorpt ion [ bande de SORET ( = 400 nm) ou bandes Q ( = 600 nm)]  . Nous 

avons choisi ces deux longueurs d'onde, d 'une  p a r t  parce que ce sont 
i 

cel les qu i  sont généralement ut i l isées en photochimiothérapie, d ' a u t r e  p a r t  

pour .noter les différences éventuel les de réac t iv i té  comme I 'ont  démontré 

cer ta ins auteurs (10). l 

Nous avons étudié leurs photoréactions pr incipalement en 

solut ion aqueuse (D  O )  ou alcoolique (méthanol-D ).  Ces solvants se 
2 4 

rapprochent le p lus  des condit ions biologiques de so lub i l i sa t ion  des 1 
1 

porphyr ines dans les cel lu les.  

Tous les t r a v a u x  précédents de C. I .D.N.P. concernant les 

porphyr ines ont été réal isés dans des solvgnts non pola i res te l s  que le  

chloroforme ou le  benzène. Toutefois pour  des ra isons de so lub i l i té  nous 1 
n 'avons  p u  obteni r  des résu l ta ts  sat is fa isants dan; ces solvants. 

2) I r r a d i a t i o n  des porphyr ines seules en solut ion : 

En solution, I ' i r r a d i a t i o n  d u  système porphyr ine/substrat  

i ndu i t  des effets de C. I  .D.N.P. qu i  proviennent à l a  fois de l a  photo- 

réac t iv i té  des porphyr ines seules. en sol u t  ion et de leur  in teract ion avec l 
l e  substrat .  A f i n  de d i f férencier  ces deux phénomènes, nous avons 1 
é tudié dans un  premier temps l a  photoréact iv i té des porphyr ines seules 

en solution. 

Les formules des différentes porphyr ines ut i l isées et leurs  

abrév iat ions sont données dans le  tableau 11-4 en ce qui  concerne les 

dér ivés de I 'hérnatoporphyrine; cel les des porphyr ines hydrosolubles sont 1 

regroupées sur  l a  f i gu re  1 1 1-2. l 1 
Les porphyr ines synthétiques sont des dér ivés de l a  porphine 1 

substituée en posi t ion méso p a r  des groiipements hydrophi les cationiques 

* Pour des ra isons de commodité, nous ferons abstracJGon des charges portées 

p a r  les bases l i b res  des porphyr ines l o rs  que ces dernigres seront éc r i t es  sous 

for rn e abrégée . 





. L ' i r r a d i a t i o n  de I 'Hp,  de l a  PP et de I'HpD en solution 

aqueuse ( 2  x I O - ~ M )  a montré un  phénomène intéressant d 'é l  argissernent 

des ra ies  ("broadening") . Nous avons également observé que pour des 
-2 

concentrations supérieures à 10 M ces effets disparaissent.  

Dans le cas de 1 'HpD i l  est nécessaire de t r a v a i  l l e r  à p H  

légèrement acide (pH - 5-61 et d'augmenter l e  nombre d'accumulat ions 

pour  observer les s ignaux R.M.N. 

En sol u t  ion méthanol ique, ce phénomène est attérbué. Toutefois l 

i l  est intéressant de noter que ces produi ts  sont p l u s  solubles dans ce i 

solvant.  En effet en so lut ion aqueuse i l  se forme facilement des agrégats;  1 
a i ns i  pour des concentrations de l ' o r d r e  de I.o-~M, 60% d 'Hp se t rouve l 

sous forme de dimère (2a) .  I 

L I  i r r a d i a t i o n  des porphyr ines hydrosolubles a montré q u ' e l  les 

possédaient chacune une réac t i v i t é  différente. L a  porphyr ine  anion ique 

TPPSHs ne montre pas d 'e f fe t  de C. 1 .D.N.P. en mi l ieu  acide. En m i l i eu  

bas ique les protons p y r r o l  iques et aromatiques de ce composé montrent 

u n  phénomène d 'élargissement des ra ies  analogue à celui  observé s u r  Hp. 

Pa r  contre les s ignaux des porphyr ines cat ioniques TMePyPH 
2 

et TAPPH sont polar isés de façon s imi la i re  en mi l ieu  acide. L a  f i g u r e  
2 

1 1 1  1-3 présente le spectre de C.1.D.N.P H obtenu lors  de l ' i r r a d i a t i o n  

de l a  T#ePyPH2 à pD = 4. 

- Les protons f i -pyrrol iques - d (s ingu le t  à 6 = 9,3 ppm) sont 

en absorption exaltée (A ) ,  a ins i  que les protons a-pyr id in iques  c - 
(doublet  à 6 = 9, l  ppm). Au n iveau des protons 6-pyr id in iques b - 
(doublet  à 6 = 9,s ppm) i l  est d i f f i c i l e  de se prononcer s u r  l a  na tu re  

de l a  po la r isa t ion  puisque celle-ci est très fa ib le .  

- Les protons N-méthyliques (s ingu le t  à 6 = 4,9 ppm) montrent 

de l 'émission E. 

En mi l ieu basique, ces polar isat ions disparaissent également 

sous I 'ef fet  d ' u n  élargissement des raies. 

Les spectres de R.M.N., p r i s  après i r rad ia t i on ,  sont identiques 

aux spectres de départ : i l  n ' y  a donc pas eu dégradat ion de ces produi ts .  
* 



S p e c t r e  C I D N P - ' H  : TMePyPH ( c h l o r u r e ) - 0 ~ 0  , pDZ.3. A )  A v a n t  
i r r a d i a t i o n  8) P e n d a n t  i r r g d i a t i o n .  



3) 1 r r a d i  at ion en présence des agents électro-donneurs : 

Les formu les des agents électro-donneurs u t i  l isés dans cet te  

étude sont présentées su r  l a  f i g u r e  1 1  1-4. 

L a  f i g u r e  1 1  1-5 montre les spectres 'H p r i s  avan t  et pendant 

i r r a d i a t i o n  d ' une  solut ion aqueuse dlHp et de L-Dopa en m i l i e u  légèrement 

ac ide (PD = 5) .  

En p l u s  de 1 'e f fe t  d 'é largissement des ra ies  observé a u  . cours 

de l ' i r r a d i a t i o n  de l a  po rphy r i ne  seule, cet te dern ière montre de fa ib les  

po la r i sa t ions  su r  cer ta ins  de ses protons : 

- protons 5,10,15,20 ( 6 =  10,8 - 10,l ppm) en absorpt ion exal tée 

- protons méthyl iques en pos i t ion 2,7,12,18 ( s i g n a l  cent ré  à 

6 = 3,9 ppm) en émission 

L a  L-Dopa montre également de fortes po lar isat ions.  

- protons aromatiques 3,5,6 (mu l t i p l e t  cent ré  à 6 =  6,s ppm)  

en émission (E)  

- protons R-CH2 (mu1 t i p l e t  à 6= 3,2 ppm) en absorpt ion 

exal tée ( A )  

O n  note également q u ' a u  cours de cette photoréact ion aucun s igna l  a u t r e  

que ceux des p rodu i ts  in i t ia lement  en so lu t ion ne montre d 'e f fe ts  de  

C.J.D.N.P. et que l e  spectre de R.M.N. du mélange p r i s  après i r r a d i a t i o n  

est ident ique au  spectre de dépar t .  Ce résu l t a t  est également obtenu 

pendant  l ' a d d i t i o n  de p lus ieu rs  F ID  (96) au .cou rs  d ' u n e  i r r a d i a t i o n  

prolongée ( 5  mn). L ' i n t e n s i t é  des po la r i sa t ions  v a r i e  peu dans ce c a s  

p a r  rappo r t  à une i r r a d i a t i o n  de courte durée (6s) .  

En mi l ieu  bas ique (pD = 9-10) 1 '  i n tens i té  des s ignaux de  

C. I .D.N.P. observés au  n i veau  de l a  L-Dopa est moins importante q u ' à  

pD ac ide ( f i g .  1 1  1-6). O n  note également u n  f a i b l e  élargissement 

des ra ies.  Des résu l ta ts  ident iques ont été obtenus avec les agents 

électro-donneurs su ivan ts  : catéchol , pyroga l  1 0 1  , para-phény lènediamine, 

ac ide ascorbique et en présence des di f férentes porphyr ines c i  tées p l u s  haut.  

Ceux-ci sont résumés dans l e  tab leau I 11-1. 

Pa r  contre dans l e  cas de I 'hydroquinone, on observe l o r s  

de 1 ' i r r a d i a t i o n  de ce p rodu i t  en présence d t H p  de nouveaux s ignaux  

po la r i sés  ( f i g .  111-7). MARUYAMA e t  a l .  (11) ont récemment ind iqué  
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F i g u r e  111-4: 
- 

F o r m u l e s  des c o m p o s é s  d l e c t r o - d o n n e u r s  u t i l i s é s .  
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F i g u r e  111-5: 

S p e c t r e  C I D N P - ' H  : Hp - L-Dopa - 020,pD=5,NS=96.  A )  A v a n t  
i r r a d i a t i o n  8)  P e n d a n t  i r r a d i a t i o n .  
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Figure 111-6: 

Spectre CIDNP- ' H  : Hp - L-Dopa - D20,pi%4,NS=96. A )  Avant 
irradiation 8) Pendant irradiation. 



P o l a r i s a t i o n s  o b s e r v é e s  (RNN- 'H )  a u  c o u r s  d e  l ' i r r a d i a t i o n  
d e  d i f f é r e n t s  a g e n t s  r é d u c t e u r s  e n  p r é s e n c e  d e  p o r p h y r i n e  (HP,  
P p , H p 0 ) .  F Z F o r t ;  f=Faible;A=Absorption;E=Emission; 8 P 8 r o a d e n i n g u .  

T a b l e a u  I I I -  1: 



photoproduit 

F i g u r e  111-7: 

S p e c t r e  CIDNP-'H : Hp - H y d r o q u i n o n e ( H  O) - D  O,pD=?,NS=96. 
A )  A v a n t  i r r a d i a t i o n  8)  P e n d a n t  i r r a d i s t i o n .  8 4 ~ ~ - b s n z o q u i n o n e .  



q u ' a u  cours de I ' i r r a d i a t i o n  de l a  p-hydroxyphény 1-5 tr is-p-toly 1-10,15,20 

porphyr ine  en présence de benzoquinone dans le benzène, i l  se formait  

des addui ts  ent re l a  benzoquinone et l a  porphyr ine au  n iveau du  subst i tuant  

hydroxyphényle d u  cycle. De l a  rnême façon, nous avons a t t r i bué  les 

nouveaux signaux à l a  formation de photoprodui ts simi la ires. Le spectre 

p r i s  après i r r a d i a t i o n  montre essentiellement l a  formation d ' u n  photo- 

p rodu i t  que nous avons caractér isg comme étant l a  benzoqu inone ( 6 = 6,s ppm) 

Les photoprodui ts  montrant des signaux de C. I .D.N.P. en absorpt ion 

exaltée ou en émission à O = 6,3; 6,5 et 6,9 ppm n 'appara issent  pas su r  

l e  spectre après i r rad ia t ion .  On peut donc considérer que ceux-ci se 

retrouvent à l ' é t a t  de traces en solution. 

Enf in  les agents électro-donneurs soufrés que sont l a  cystéine 

et  le g lu ta th ion  ne montrent aucun ef fe t  de C. I.D.N.P. 

Tous les effets de C. I .D.N .P. observés a u  cours de ces 

di f férentes i r rad ia t i ons  résul tent  d ' u n  effet net. Car, nous obtenons des 

spectres de C.1 .D.N.P. identiques, au cours d'enregistrements avec des 

angles de pulse de 90° et de 30° ( 1  ). Nous n 'avons donc pas  d 'e f fe ts  

de mul t ip le t .  

Les di f férentes i r rad ia t i ons  effectuées à 400 nm et à 600 nm 

ne montrent pas de différences importantes au n iveau de l a  na ture  

des effets de C. 1 .D.N.P.. Toutefois I ' in tens i té  des po la r isa t ions  est 

légèrement atténuée à 600 nm. L a  transmission des f i l t r e s  u t i l i sés  étant  

égale à ces deux longueurs d'onde, on peut a t t r i b u e r  cette di f férence 

aux  va leurs des coeff icients d 'ex t inc t ion  moléculaire q u i  sont très 

di f férentes dans les deux cas. 1 

Nous n 'avons noté aucune di f férence sur  I ' in tens i té  des pola- 

r i sa t ions  des substrats lors  de I ' i r r a d i a t i o n  avec 1 'HpD, Hp  et PP. 

Lors de l ' i r r a d i a t i o n  des systèmes porphyr ines hydrosolubles/ 

agents électro-donneurs, nous avons obtenu des polar isat ions ident iques 

à celles observées avec Hp sur  les substrats. En contrepart ie,  les 

polar isat ions su r  ces porphyr ines sont p lus  intenses que celles de H p  

quand nous nous p 1 açons en mi l  i eu 1 égèrm-m t acide (pD ' 4) . 
Nous avons noté que l a  solution changeait sensiblement de 

couleur pendant 1 ' i r r a d i a t i o n  (passage du rouge au b r u n ) .  Cette 

colorat ion d ispara î t  lentement après i r rad ia t i on .  De rnême le pD de l a  

solut ion i r rad iée  v a r i e  légèrement avant et après i r r a d i a t i o n  ( A ~ D  = -0,4). 

Nous signalerons enf in  que le dégazage préa lab le  des 

solutions n 'a f fecte pas les résul ta ts  exposés ci-dessus, donc que l a  photo- 

réact ion n 'est  pas sensible à l a  présence d'oxygène dans le  mi l ieu. 



4) Etude p a r  C. I .D.N.P. de l a  photoréaction de différentes porphyr ines 

avec les nucléobases : 

Pour. des raisons évoquées au début de ce chapi t re ,  nous 

nous sommes intéressés à I 'étude p a r  photo-C. I .D .N. P. de l a  photoréact ion 

de di f férentes porphyr ines hydrosolubles avec les bases pur iques e t  

pyr imid iques qu i  constituent 1 'A.D.N., a ins i  qu'avec leurs nucléotides 

monophasphatés. 

Les formules des bases ut i l isées sont représentées sur la 

f i g u r e  1 1  1-8. 

Cet t e  étude m t  r e  que ces porphyrines réagi ssent sél ect i vemwi t avec 

certaines bases des acides nucléiques et q u  ' u n  p a r a l  lé1 isme intéressant 

d u  point  de vue photoréact iv i té  pouvai t  ê t re é tab l i  p a r  rappor t  à 

1 'étude déjà effectuée dans ce laborato i re p a r  J. MARK0 ( 1 ) sur les 

phénothi azines. 

Lorsque les porphyr ines sont i r rad iées en présence des bases 

des acides nucléiques, el les n ' indu isent  pas de po la r isa t ions  sur l a  

cytosine, l a  thymine, l ' adén ine  dans un domaine de pD relat ivement 

l a rge  ( 1 c pD < 12,5). Les nucléotides de ces bases ne montrent pas non 

p l u s  de polar isat ions. 

Pa r  contre, comme nous pouvons le vo i r  su r  l a  f i gu re  1 1  1-9 

l a  TMePyPH2 indu i t  une po la r isa t ion  su r  l a  guanine : proton H (s ingu le t  
8 

à 6 =  7,8 pipm) en émission. Nous avons noté que l a  polar isat ion,  s u r  

cette base, n 'appara r t  que dans des domaines pa r t i cu l i e rs  de pD su ivant  

l a  na ture  de l a  porphyr ine  u t i l i sée  ( v o i r  tableau 1 1  1-2). A ins i  dans le 

cas présenté ci-dessus, cette po la r isa t ion  n ' appara î t  que pour  des va leurs 

de pD supérieures à 4. 

O n  observe également que I ' intensi té de cette po la r isa t ion  

augmente avec le pD ( f  ig. 1 1 1-10). Les porphyr ines présentent des 

polar isat ions identiques à celles obtenues lors  de leur  photoréaction 

dans D20. Le cas de l a  TMePyPH2 est pa r t i cu l i e r  c a r  c 'est  l e  seul de 

ces dérivés q u i  induise des polar isat ions su r  l a  guanine en mi l ieu 

fortement acide p D c 3  ( f i g .  I l  1-1l) ;dans cet exemple le contre-ion de  l a  
* ?. 

TMePyPH2 est l e  tosy late. 

* 
Les comportements des deux dérivés de l a  TMePyPH (chlorure e t  tosy late)  2 sont rigoureusement identiques. Nous avons également v é r i f i é  que l ' a n i o n  tosy late 
n ' i n d u i s a i t  aucun e f f e t  de C.I.D.N.P. p a r t i c u l i e r .  



uracile : R=H 

thymine : R=CH3 
cytosine 

adenine guanine 

ribose -phosphate* 

F i g u r e  111-8 :  

F o r m u l e s  d e s  b a s e s  p y r i m i d i q u e s  e t  p u r i q u e .  Le g r o u p e m e n t  
r i b o s e - p h o s p h a t e  e s t  r e s p e c t i v e m e n t  l i é  à N - 1  e t  N- !  s u r  l e s  
n u c l é o t i d e s  p y r i m i d i q u e s  e t  p u r i q u e s .  



J l i t i i i i t  

10 9 8 7 PPM 

Figure  111-9: 

S p e c t r e s  C I D N P - I H  : TNePyPH ( t o s y l a t e )  - Guanine - O 0 .Euolut ion  
d e s  d i f f d r e n t e s  p o l a r i s a t i o a s  en f o n c t i o n  du P O .  L e  Broton Hg do 
l a  guanine e s t  ind ique  par l a  f l è c h e ,  



T a b l e a u  111-2: 

D o m a i n e s  d e  pO p o u r  l e s q u e l s  d e s  p o l a r i s a t i o n s  a p p a r a i s s e n t  
s u r  l e s  b a s e s  e t  l e u r s  d a r i v d s  l o r s q u e  c e u x - c i  s o n t  i r r a d i e s  
e n  p r d s e n c e  d e s  p o r p h y r i n e s  S U ~ V ~ ~ ~ ~ ~ ( T N ~ P ~ P H ~ ; T A P P H ~ ; T P P S H ~ ) .  

i 
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I 
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/ 

Hg 6 = 7,8  

PD> 4 
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PD> 10 
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H g  ( E )  
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ADENINE 
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GMP 

ETHYL-9 
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H8 (E) 
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TPPSH2 
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H8 (E) 
PD > 11 
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b 



F i g u r e  I I  1-10: 

E v o l u t i o n  d e  l ' i n t e n s i t é  d e s  p o l a r i s a t i o n s  s u r  l e  p r o t o n  H8 
d e  l a  g u a n i n e  e n  f o n c t i o n  d u  pD s u i v a n t  l a  n a t u r e  d e  l a  - 
p o r p h y r i n e  u t i l i s é e .  

1 = i n t e n s i t é  d e  H8 a v a n t  i r r a d i a t i o n  
1 = 1  - 1  
9 r O d e  Hg p e n d a n t  i r r a d i a t i o n  



F i g u r e  111-11: 

S p e c t r e  CIDNP-'ti : TNePyPH ( t o s y l a t e )  - g u a n i n e  - D ~ O , ~ D = Z  ,NS=I.  
A )  A v a n t  i r r a d i a t i o n  8) ~ e z d a n t  i r r a d i a t i o n .  



Le signal corresbondant à l a  guanine est  a l  ocs,à. nwveau pol a r i  sé en &ni ssi on, 

m i s  ce lu i -c i  est déplacé à 8 = 8,8 ppm. Ceci est du au f a i t  que 

+ 
l a  guanine se ret rouve sous forme protonée (GH ) à cette va leu r  de pD 

(pKa = 3,3 (12 ) ) .  L a  porphyr ine  présente dans ce cas des polar isat ions 

beaucoup p lus  intenses que ce1 les obtenues à p 0  > 4. 

Des résu l ta ts  analogues ont été obtenus s u r  l e  nucléotide 

de l a  guanine (5'-GMP) a ins i  que su r  1 'éthyl-9 guanine. Toutefois, 

les polar isat ions sur  ces composés apparaissent à des va leurs  de pD p lus  

élevés que cel les q u i  sont mentionnées pour l a  guanine (PD > 8 ) .  

Les spectres de C.I.D.N.P. 13c montrent également des 

polar isat ions su r  l a  guanine ( f i g .  1 1  1-12). On observe pour  ces composés 

des polar isat ions en absorpt ion exaltée pour les carbones C et Cs. 5 
Les glissements chimiques des carbones de ces deux produ i ts  

ont été at t r ibués p a r  rappor t  aux données de l a  l i t t é ra tu re  (13a-b). 

L a  p r i se  des spectres de photo-C. I .D.N.P. nécessite l ' a d d i t i o n  de 1600 FID. 

Dans les mêmes condit ions d'enregistrement, le spectre 13c de l a  

solut ion non i r rad iée  ne montre pas de signaux apparents. 

A l a  su i te  de ces d i f férents résul ta ts  nous nous sommes 

intéressés à I 'étude d u  comportement de ces porphyr ines vis-à-vis 

d ' u n  dinucléot ide : l a  guany ly l -3 '+  5 '  cy t id ine  (GpC) dont l a  formule 

est représentée sur  l a  f i gu re  1 1 1-1 3. NOUS observons, pendant 1 ' i r r a d i a t i o n  

de ce substrat  en présence de TMePyPH à une va leur  de pD de 9, 2 
I 'appar i t ic in  d ' u n  s igna l  la rge  à 6 = 6,5 ppm en émission. Celui-ci 

correspond vraisemblab lemen t au déplacement chimique du proton H 
8 

de l a  p a r t i e  guan ine  d u  dinucléotide. Nous n 'avons  pas p u  déterminer 

le déplacement chimique réel de ce proton à cette va leu r  de pD Stant donné l a  

fa ib le  concentration du  dinucléot ide en solution. Toutefois s u r  les bases 

des spectres de RMN de I 'é thy l -9  guanine où H résonne à S =  6,8 ppm, et 
8 

en tenant compte de 1 'e f fe t  de b l indage de ce proton l o r s - d e  l a  

complexation p a r  l a  TMePyPH (141, c n  peut s 'a t tendre à une te l le  va leu r  de 
2 

déplacement chimique de Hg. Pour des va leurs  de p 0  in fér ieures à 9 on 

observe à l a  fo is  des polar isat ions su r  l a  TMePyPH ains i  que sur le  2 
s igna l  HO0 de D20. Dans le cas où pD est supérieur à 9, l a  porphyr ine  

est dégradée. 



GUANINE 

F i g u r e  I I I -  12: 

A )  S p e c t r e  RNN- l 3  : Guanine - O O - pD=l l  ( N S ~  9.6000). 
8) S p e c t r e  CIDNP- lFC : ~ P l e ~ ~ ~ ~ ~ ( c g l o r u r e )  - Guanine - D 2 0  - pB=l l  
( ~ ~ = 1 6 0 0  ). 



I 
P-OH 
I 

O 

F i g u r e  111-13: 

F o r m u l e  d e  l a  G u a n y l y l  -3 ' -+5L cytidine ( GpC ). 



Des résul ta ts  s imi la i res  ont et4 obtenus avec npDie t  Hp. I 

Toutefois les effets de C. I .D.N.P. sur  l a  guanine sont 0bseru.é~ dans ce 
l 
l 

cas en mi l ieu basique (PD = 11-12). 

i l l - I NTERPRETAT ION DES RESULTATS 

1 ) Porphyr ines seules : 

CAUZZO et  al. (15) ont détecté p a r  photolyse éc la i r  l a  formation 

l d u  r a d i c a l  anion de I 'hérnatoporphyrine dans des solut ions d i  luées 

1 ' d ' ac ide  acétique. Le r a d i c a l  cat ion de cette porphyr ine  a égaiement 

été mis en évidence lors  de I ' i r r a d i a t i o n  de cette porphyr ine  en solution aqueuse 

de Tr i ton  X-100 (16). Toutefois l a  nature d u  mécanisme p a r  lequel ces 

I radicaux- ions se formen t en solut  ion n 'es t  pas encore élucidée. SMALLEY 

et  al. (17) proposent dans le  cas de I 'octaéthy lporphyr ine de magnésium 

un  processus d ' a n n i h i l a t i o n  t r ip le t - t r ip le t .  Ce mécanisme f a i t  in te rven i r  

selon ces auteurs un  complexe de t ransfer t  de charge de haute énergie 

à l ' é t a t  t r ip le t .  L a  dissociation de ce complexe en mi l ieu  po la i re  

donnerai t  l a  p a i r e  de rad i caux  ions. Toutefois MAUZERALL et  al. (18) 

1 . proposent dans le  cas de I 'oc'taéthylporphyrine de z inc  un processus 

de t rans fer t  de charge p a r  réact ion entre une porphyr ine  à I ' é ta t  

exci té t r i p l e t  et une au t re  à I ' é t a t  fondamental. I l  f a u t  néanmoins 

noter que selon ces deux éventual i tés,  l a  p a i r e  de radicaux- ions 

formée sera i t  l a même. 

Nous avons également remarqué que ' les  effets de C.I.D.N.P. 

sont inf luencés p a r  l a  concentration de l a  porphyr ine.  Ceux-ci dispa- 

ra issent  au  f u r  et à mesure que l a  concentration augmente. Ce phénomène 

a ins i  que I 'él argissement des signaux en mi l ieu basique suggèrent 

également l a  formation d '  une p a i r e  de radicaux- ions ( 19). 

En effet on peut a t t r i bue r  l 'élargissement des ra ies  ( l o rs  

de 1 '  i r r a d i a t i o n  des porphyr ines seules en solut ion ou en présence 

de subs t ra t )  à des réactions d'échanges de nature di f férente : 

i )  soit u n  t ransfer t  d 'énerg ie entre deux molécules de porphyr ines, I 'une 

à I ' é t a t  excité, l ' a u t r e  à I ' é t a t  fondamental 

OU 3 [ ~ ~ ]  + p +[PP] + 3~ dans le  cas d 'une di tnér isaf ion 1 
i i )  soit un  t ransfer t  d 'é lect ron entre rad icaux  ions et molécules neutres 1 



Ce genre de réactions a déjà été observé au cours de 

I ' i r r a d i a t i o n  de l a  chlorophyl le (cf. chap. I I ). E l les ont pour  conséquence 

de diminuer le  temps de re laxa t ion  spin-réseau (T  1 ,  mais affectent peu 2 
Tt .  Les effets C. I .O.N.P. ne sont pas modifiés; toutefois l 'é largissement 

des s ignaux devient important et ceux-ci disparaissent dans le b r u i t  

de fond du  spectre de R.M.N. . 1 
I 

D 'après ces di f férentes constatations nous pouvons donc 

envisager le  mécanisme suivant ,  que nous a l lons argumenter : 

h v  isc 
.P -c 'P -c 3p P = porphyrine 

3 3 "") - 3p- P.+ P + 3 ~  + (R- -  3 '3- B p i  (P--- = complexe de transfert - 3 
3 
.P- Paf k+ PH' P'+ ea milieu r t id8  

de charge 
- 4  

- Sous l ' ac t i on  de l a  lumière l a  porphyr ine  est excitée dans  

un  état  s ingulet ,  pu i s  passe dans l ' é t a t  exci té t r i p l e t  p a r  croisement 

intersystème (éq. 1 ) .  Cette molécule excitée peut r é a g i r  ensuite p a r  u n  

t rans fer t  de charge avec une molécule à I 'é tat  fondamental (éq.2), ou  

p a r  un  mécanisme d ' a n n i h i  la t ion  t r i p le t - t r i p le t  pour  former u n  complexe 

de t rans fer t  de charge (éq.3). Ces deux mécanismes permettent l a  formation 

de l a  p a i r e  de rad icaux  ions à l ' é t a t  t r i p le t .  En mi l ieu  acide, le 

rad i ca l  anion de l a  porphyr ine  est susceptible de se protoner pour donner 

l a  p a i r e  PH*P* '  (éq.4) (NETA e t  al. (20)  ont déterminé un p K  de 9,7 

pour le  rad ica l -anion de l a  méso-tétra (carboxyphény 1-4)porphyrine . 
Les réactions q u i  conduisent aux radicaux- ions sont 

hautement réversibles pu isqu '  i l  n ' y  a pas de formation de photoprodui ts. 

Oans ces condit ions, p a r  t ransfer t  inverse au sein de l a  p a i r e  on 

reforme les produi ts  de départ  (produit-s de cage, éq.5). Les deux 



porphyr ines sont polarisées et les effets. de C.J,D.N.P. résu l ten t  de l a  

somme des polar isat ions (notées"). De même ces pai res peuvent donner les 

rad icaux  l ib res  di f fusant.  Ceux-ci, p a r  rencontre a léato i re peuvent à 

nouveau former les p rodu i ts  de dépar t  (p rodu i ts  de fu i te ,  éq.6). Selon les 

règles de Kaptein, les po la r isa t ions  indui tes p a r  cette étape seront . 

normalement de signe opposé à ce1 les obtenues à p a r t i r  de 1 'équat ion 5 et 

devra ient  normalement annuler  les effets C. 1 .D.N.P. Toutefois dans ce 

dern ier  cas, ces polar isat ions sont atténuées p a r  un  phénomène de 

re laxa t ion  des espèces réact ives di f fusantes (21 -22b). Pour expl iquer  l a  

di f férence de réac t iv i té  ent re mi l ieu  acide et basique i l fau t  donc ten i r  

compte des paramètres dlectromagnétiques caractér isant  chaque rad i ca l  

(constantes de couplage hyper f i n  et facteurs de   an dé). Ainsi ,  s i  l ' o n  

considère les polar isat ions obtenues p a r  l a  voie de cage, nous devr ions 

avo i r  (selon les règles de Kaptein) pour 1 'e f fe t  net : p et e de même 

signe, Ag de signe cont ra i re  pour  chacune des deux molécules de P 

polarisées (éq.5). Ce sont donc les valeurs des constantes de couplage , 

hype r f i n  qu i  devraient déterminer le  signe des polar isat ions. Nous avons 

v u  que les polar isat ions disparaissent en mi l ieu  basique. Dans ce cas 

p a r t i c u l i e r  l a  p a i r e  sera i t  formée des radicaux-anion et cat ion de l a  

porphyr ine. Les constantes de couplage pour ces deux rad icaux  seraient 

donc de même signe et peu différentes, Par contre en mi l ieu acide où les 
I 3 

polar isat ions persistent, nous formons également la  p a i r e  PH ' PO+ . Les 

constantes de couplage hyper f i n  pour ces deux espèces doivent être a lo rs  

soit de signes opposés soi t  de va leurs t rès d i f férentes.  

Un aut re  argument.  p la ide  en faveur  de l a  formation de ces 

différentes paires. C'est l e  "broadening" observé en mi l ieu  basique q u i  

est caractér is t iq i ie  de l a  formation de radicaux-ions. 

Ces derniers sont susceptibles de réag i r  Par  

dismutat ion (23-24) pour former le d ian ion ou le d icat ion de l a  

porphyr ine  selon 1 'étape suivante (cf .  chap. 1 l ) 
- - 

2 ~ ' -  + P 2-*+ p *  et 2p9+ + p 2+* + p r  

KAPTEIN (22a-b) a démontré que lors de 1 ' i r r a d i a t i o n  des 

systèmes thymine/anthraquinone et f lavines/acides aminés, ces réact ions 

étaient responsables de l 'absence de polar isat ions s u r  l a  thymine et 

s u r  les f lav ines.  Selon cet auteur  (22a), l a  d i spa r i t i on  des effets de 

C.1 .D.N.P. dans le cas d 'une  réact ion de dismutat ion ( D * '  + D O +  + D + D ~ + )  



dépend de l a  concentration i n i t i a l e  en rad i ca l  D". Tandis qu 'au cours 

d 'une réact ion d'échange (D" + D + D + D*+ )  l a  décroissance dépend 

de l a  concentration i n i t i a l e  en D. De fortes concentrations en ces deux 

espèces sont donc susceptibles de f a i r e  disparaTtre les polar isat ions. 

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

A ce stade i l est d i f f i c i l e  de déterminer quel est le  mécanisme 

- responsable de l a  formation de l a  p a i r e  de rad icaux .  Toutefois 

s i  1 'on se base su r  des considérations énergétiques l iées à I 'équat ion 

de REHM et WELLER, le t ransfer t  de charge, entre une molécule à I ' é ta t  

t r i p l e t  et une au t re  dans I ' é t a t  fondamental, semble improbable. En 

effet l ' énerg ie  l i b r e  de l a  p a i r e  de radicaux- ions peut être estimée, 

en négl igeant le terme coulombien associé au  so lvant ,  à 2 eV (25). 

L ' é ta t  t r i p l e t  de ces porphyr ines (cf .  chap. I I )  se s i tue à 1,44 eV.  

Dans ces condit ions l 'énerg ie  l i b r e  de formation de l a  p a i r e  est positive, 

l e  processus est endothermique. I 1 fau t  donc admettre que ces porphyr ines 

réagissent p a r  un  mécanisme d 'ann ih i l a t i on  t r ip le t - t r ip le t .  On peut a lo rs  

Sgalement estimer 00 en ne tenant pas compte d u  terme coulombien 
,-l 

nous avons 

Le deuxième terme de I 'équat ion de REHM et WELLER prend 

en compte l a  formation du complexe de t ransfer t  de charge (17). 

Soit AG 2- 0,8 eV. Dans ces condit ions l a  formation de l a  p a i r e  de 

rad icaux  ions à I ' é ta t  t r i p le t  est énergétiquement possible. Ceci exp l ique 

aussi I 'absence de polar isat ions en solvant non pola i re.  

On peut également envisager selon ce processus, l a  formation 

d ' u n  complexe de t ransfer t  de charge à I 'é tat  s ingulet .  Celui-ci p a r  

dissociat ion donnerai t  une molécule de porphyr ine  dans I 'é tat  s ingulet  

(c f .  chap. I I ) .  

. Toutefois un  t ransfer t  électronique entre cette molécule excitée et une 

au t re  à I ' é t a t  fondamental est défavorable d ' u n  point  de vue énergétique. 

En effet, I ' é ta t  s ingulet  de ces molécules est in fé r ieur  à 2 e\/ (1,83 eV et 

1,92 eV pour  l a  TMePyPH2 et l a  TPPSHZ ( 2 6 ) ) ;  AG sera i t  donc posi t i f .  



Ces considérations énergétiques rejoignent d i f férents t ravaux  

concernant l a  photooxydation ou l a  photoréduction des porphyr ines 

(cf. chap, I I ) .  Ceux-ci ont montré que c 'est  l ' é t a t  t r i p le t  de ces 

produ i ts  qui  est responsable de leur photoact iv i  té. 

La di f férence de comportement entre les dér ivés ca t  ionique 

et anionique en mi l ieu  acide s 'exp l iquera i t  p a r  le  f a i t  que l e  TPPSH 2 
di,mérise en solut ion aqueuse (27) et que dans ces condit ions les 

s ignaux de C. I .D.N.P. pour  ce composé sont fortement affectés. L ' é t a t  

exci té t r i p le t  de ce composé sera i t  désactivé p a r  le processus su ivant  : 

Un phénomène analogue serai  t  également responsable de I 'absence de 

polar isat ions s u r  le dér ivé  de I ' hématoporphyrine et ses const i tuants (5a-b) . 

2) I nteract ion porphyr ines/agen ts  électro-donneurs : 

Dans nos condit ions expérimentales nous observons des 

polar isat ions intenses s u r  d i f férents substrats lorsqu '  i 1s sont i r rad iés  

en présence de porphyr ine.  Ces polar isat ions disparaissen.t après 

i r rad ia t i on .  Ces résu l ta ts  suggèrent l a  poss ib i l i té  d ' u n  t ransfer t  de 

charge hautement révers ib le  entre l a  porphyr ine  et le  substrat .  

Les t ravaux  de CLOSS et MARUYAMA (cf. chap l 1) sur  des 

systèmes analogues ont conduit  ceux-ci à envisager 1 'hypothèse d ' u n  

double mécanisme fa isant  in te rven i r  comme étape i n i t i a l e  le t ransfer t  

d 'é lect ron ou I 'arrachement d 'hydrogène. SEALY (2s) a mis en évidence 

p a r  RPE, l a  forriiation d u  radica l -anion de l a  porphyr ine  et des 

radicaux-an ions des d i f férents agents réducteurs lors  d 'une i r r a d i a t i o n  

en solut ion aqueuse. 



Ces consi dé ra t  ions nous amènen t à proposer l e  schéma réact ionnel  

s u i v a n t  : 

P  h g  ,I~ ISC 2p RH2 = s u b s t r a t  P  P p o r p h y r i n e  

3~ + RH.2--. 3 ~ "  RH;' ( t r a n s f e r t  d ' é l e c t r o n  ) (1 - 
3- 3~ + RH2- PH' RH'  ( a r rachement  d 'hyd rogène  ) ( 2 )  

3p.- RH;L Po'+ RH.;- Po-+ R ' 3  2HC en  m i l i e u  - ( 3 )  

3  ,, . -  RH;^ 3- PH* RH* ( t r a n s f e r t  de p r o t o n  ) 
b a s i q u e  ou  n e u t r e  

( 4 4  

3p0 - RH;L H+ 3 PH' RH;+ ( 4 b )  

RH;+ [':, RH* - P.+ RH; 

( sa9  

( 5  b) 

3 ~ ~ e  RH?- PI-?% RH; ( S C )  

L a  p o l a r i s a t i o n  de s p i n  nuc léa i r e  (notée * )  est wéée  p a r  

recombinaison des r a d i c a u x  a u  se in  de  l a  p a i r e  (éq. 5a-c) ou p a r  

rencon t re  d i f f u s i v e  de ceux-ci  (éq.  5d-e) . Toutefois cette dern iè re  

con t r i bu t i on  est atténuée p a r  des phénomènes de r e l a x a t i o n  (21 ) . 



Plusieurs arguments permettent de conf irmec les di f férentes 

étapes de ce schéma réactionnel. 

L a  formation du radica l -cat ion de l a  paraphénylène-diamine 

a été observée en RPE p a r  SEALY (2a) lors  de 1 '  i r r a d i a t i o n  de Hp. 

Par  C. I .D .N .P .  ROTH (28) a également démontré que dans le  cas du  

système porphyrine-hydroquinone, l a  p a i r e  é ta i t  formée de radicaux-ions. 

Le f a i t  que nous observons un léger élargissement des ra ies  

en mi l ieu  basique sur  le ,substrat  provient de réact ions d'échanges 

(éq. 6a-b) ( l a  déprotonat ion est fac i l i tée  en mi l ieu basique éq. 3 ) .  

Ceci confirme l a  formation d 'une  pa i re  de radicaux- ions (28). 

En mi l ieu  ac ide I ' intensi té des polar isat ions augmente s u r  

l e  substrat .  Ceci laisse suggérer qu 'en p l u s  du t ransfer t  d 'é lect ron 

i n i t i a l  viennent se superposer d l  autres mécanismes te ls  que : I 'arrachement 

d 'hydrogène (éq. 2),  le t rans fer t  de proton au sein de l a  p a i r e  (éq. 4a) 

ou l a  protonat ion du  r a d i c a l  an ion en mi l ieu  acide (éq. 4b).  Ces d i f férentes 

voies réact ives donnent naissance à des polar isat ion*  de mêmes signes . 

s u r  le substrat  (c f .  discussion s u r  I 'app l i ca t ion  des règles de KAPTEIN). 

Cependant pour  exp l iquer  ce phénomène, MARUYAMA (29) et UEDA 

(10) ont proposé l a  formation d ' u n  complexe de t rans fer t  de charge 

porphyr ine-substrat  en m i l i eu  acide. 

Dans ces condit ions, s i  ce complexe ex is te en solut ion nous 

devr ions obteni r  selon UEDA (10) une va r ia t i on  importante des polar isat ions 

en mi l ieu  neutre su ivant  l a  longueur d 'onde d'exc' i tat ion. O r  nous 

obtenons pratiquement les mêmes intensités de po la r isa t ion  à 400 et 600 nrn. 

De p lus  dans le cas éventuel de l a  formation de ce complexe, nous devr ions 

I 'observer p a r  R.M.N., ce qu i  n 'es t  pas le cas même pour des temps 

d ' i r r a d i a t i o n  de l ' o r d r e  de 10 min. Enf in  selon MATAGA (30),  un m i l i eu  

po la i re  tel  que l ' eau  défavorise l a  formation d ' u n  complexe de t ransfer t  

de charge et favor ise l a  formation des radicaux- ions p a r  dissociat ion 

du complexe. L a  va r ia t i on  de colorat ion de l a  solut ion (passage du 

rouge pourpre au  brun), que nous observons pendant ir i-adiation, ind ique 

une protonat ion de l a  parphyrine. En effet, l a  base l i b r e  et le d iac ide  

conjugué de ces porphyr ines ont respect ivemen t une colorat ion rouge 

pourpre et verte en solut ion aqueuse (31).  Ce résu l ta t  a ins i  que l a  

baisse de p3  notée au cours de I ' i r r a d i a t i o n  ~ i a i d e n t  en faveur  c i tune 
+ * 

réact ion te l  l e  que 5c (po la r isa t ion  d'une espèce PH ) .  



Appl iquons à présent l a  règ le  de :<aptein concernant 1 'e f fe t  

net (c f .  chap. 1 ) à ce schéma réactionnel. 

Considérons p a r  exemple l a  nature de l a  polar isat ion dans le 

cas p a r t i c u l i e r  de l a  para-phény lènediamine (c f .  Tableau I I 1-1 ) .  Les 

pa i res  rad i ca la i res  q u i  sont formées entre ce substrat  et l a  porphyr ine  

sont de t ro i s  natures di f férentes : 

Le radica l -anion des porphyr ines possède des va leurs de g 

infér ieures à 2,003 (2,0022 pour I ' hématoporphyrine (2a ); 2,0027 pour  

l a  tétraphény lporphyr ine  (34) ) . Les données RPE (35) sur  les rad icaux  

cat ions de di f férentes porphyr ines montrent également que les va leurs 

des facteurs g sont infér ieures à 2,003. Les rad icaux  neutres aes 

porphyr ines sont 'peu décr i ts  dans l a  l i t té ra tu re .  . 

HAREL et a l .  (36) proposent pour le rad i ca l  neutre de l a  tétraphény lporphyr ine  

une va leur  de g de 2,0024. Généralement cette va leu r  est comprise en t re  

ce1 les des rad icaux  cat ion '  et anion. On peut donc estimer que le r a d i c a l  

neutre de Hp a u r a  également une va leur  du  facteur g in fér ieure à 2,003. 

Celui d u  radical-cat ion de l a  paraphénylène-diamine est p l u s  élevé : 

g = 2,0031; p a r  su i te  Ag)O 

- la réact ion étant  révers ib le ,  l ' o r i g i n e  des polar isat ions se f a i t  à p a r t i r  

d ' u n e  réact ion de recombinaison au sein de l a  cage ( E  > 0) 

- l a  constante de couplase hyper f i n  est négat ive (a < O )  ( c f .  Tableau 1 1 1-3) 
H 

d ' o ù  r = p.&. Ag.aH = - ( E ) ,  cette re la t ion  permet de rendre  compte 

de l a  va leur  de p : > 0. 

Nous en déduisons donc que 1 'é ta t  précurseur de l a  p a i r e  

est un état  t r i p le t .  Ce résu l ta t  est confirmé p a r  d 'au t res  t ravaux  (2a,15,16) 

qu i  montrent que c 'est  l ' é t a t  t r i p le t  des porphyr ines qu i  est responsable 

de leur  photoréactivité. 8OTH et a l .  (23) ont Sgùlement p u  démontrer 

p a r  C. I  .D.N.P. que seul 1 'é ta t  t r i p le t  de 1 'octaéthy lporphyr ine  pouva i t  

i ndu i re  l a  format ion de paires rad ica la i res  en présence d'hydroquinone. 

L '  in teract ion de I ' é ta t  s ingulet  de cette porphyr ine  avec ces substrats 

résu l te ra i t  selon ces auteurs en une d iss ipat ion d 'énerg ie n ' i n c l u a n t  

pas l a  formation de pa i res  d ' ions  ayant une durée de v ie  suffisamment 

longue pour êt re détectée p a r  C. I .D.N.P. 

S i  l 'on se r é f è r e  aux va leurs des facteurs g et des constantes 



de couplage des d i f férents substrats qu i  sont indiquées dans le tab leau 

1 11-3, on vé r i f i e  que les polar isat ions observées sont en accord avec 

l a  règ le  de Kaptein pour  l ' e f fe t  net, dans tous les cas de formation des 

pai res proposées (PH. RH*, P o -  RH", PH* RH;'). 
2 

I 1 est d i f f i c i l e  de se prononcer sur  I ' in terprétat ion des 

polar isat ions obtenues s u r  les porphyrines c a r  ce1 les-ci sont t rop faibles. 

De fa ib les  va leurs des constantes de couplage hyper f i n  (3b)  peuvent 

exp l iquer  ce résu 1 ta t  . Peu de données dans l a  l i t té ra ture  concernent les 

va leurs de constantes de couplage hyper f  i n  des radicaux- ions des 

porphyr ines. Toutefois FELTON (35) a pu, p a r  des ca lcu ls  (SCF-MO), 

déterminer les densités de sp in  des d i f férents carbones dans le  rad i ca l -  

anioncdes porphyr ines ( f  ig.  I l  1-14). Selon cet auteur  les carbones méso 

a ins i  que les carbones si tués en posi t ion 7, 12 et 18 ont une densité électmique 

de sp in  posit ive. Les constantes de couplage h y p e r f i n  des atomes 

d '  hydrogène portés p a r  les carbones 5, 10, '15, 20 seront donc négatives. 

Dans le  cas des groupements méthyles portés p a r  les carbones 7, 12 et 18 

on peut s 'a t tendre à ce que les protons méthyliques aient des constantes 

de couplage hyper f i n  posi t ives. L a  règle de Kaptein pour l ' e f fe t  net 

appl iquéedans ce cas à ces d i f férents protons confirme les po la r isa t ions  

observées sur  Hp. 

Ce résul ta t  est confirmé p a r  le f a i t  que MARUYAMA et a l .  ( 3 f )  

ont observé des polar isat ions identiques sur  " 1  'octy l porphyr ine"  lo rs  

de 1 ' i r r a d i a t i o n  de ce composé en présence p-méthoxyphénol dans le 

benzène grâce à l ' appor t  d 'une  technique p lus  f i n e  : l a  C. 1 .D.N.P. 

résolue dans le temps. Cette dernière permet de s ' a f f r a n c h i r  des réact ions 

d'échange et de dismutat ion (cf  chap. 1 )  qu i  pendant une i r r a d i a t i o n  

continue affectent fortement 1 ' intensi té des polar isat ions (22b). Par  contre, 

en m i l i eu  acide, les porphyr ines hydrosolubles montrent des po la r isa t ions  

beaucoup p lus  intenses que ce1 les de I 'Hp en présence de ces substrats.  

Ce résu l ta t  peut s ' exp l i que r  p a r  une délocal isat ion d i f férente du nuage 

électronique dans les rad i caux  de ces porphyr ines q u i  va  entre au t re  

modif ier les va leurs des constantes de couplage hyper f in .  Nous proposerons 

une exp l ica t ion  p l u s  approfondie de cet effet dans le  chap i t re  su ivant .  

L'absence de polar isat ions su r  les dér ivés soufrés s 'exp 1 i que  

p a r  le f a i t  que l e  t rans fer t  électronique n 'est  pas envisageable d ' u n  point  

de vue énergétique. Par  contre, le potentiel d 'oxydat ion  des autres agents 

électrodonneurs est suffisamment bas pour que le t rans fer t  d 'é lect ron soi t  

réa l  isab le (37). Les potentiels de réduct ion de Hp et de PP sont respectivement 

de -1.33V et de-1,25 V p a r  rappor t  à 1 'électrode au  calomel saturé dans le 

ch lorure de méthylène (38). Ces valeurs sont in fér ieures dans I 'eau - 

à 0,2 V p a r  comparaison avec des résul ta ts  électrochimiques 

concernant l a  TPP (39). 



T a b l e a u  I I  1-3: 

F a c t e u r s  d e  Lande ( g )  e t  c o n s t a n t e s  de c o u p l a g e s  h y p e r f i n  ( a )  
des agents  é l e c t r o - d o n n e u r s .  



F i g u r e  111-14 : 

D e n s i t é  d e  s o i n  é l e c t r o n i q u e  (y) d e s  a t o m e s  d e  c a r b o n e  du 
r a d . i c a 1  a n i o n  d e  l a  p o r p h y r i n e  s e l o n  FELTON ( 3 5 ) .  



Le potent iel  d 'oxydat ion de l a  cystéine (Cys) dans l 'eau est supérieur 

à 1 v (42)). 

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

l 'énerg ie  l i b r e  de l a  p a i r e  3 ~ ~ * -  c y s w C  p a r  l ' équat ion  suivante : 

red  e 
2 

AG' = E O ~ ( C ~ S )  - E (PP) - - 
E r  

On admet généralement que l a  va leur  moyenne de r en 
O e 2 

solut ion est de 7 A. Ainsi  dans l ' eau  le terme coulombien - est estimé à 
E r  

0,03 eV. Dans ces condit ions, I 'énergie de cette p a i r e  est supérieure 

à 46,6 kcal/mole. Le n iveau d 'énerg ie de l ' é ta t  t r i p l e t  de PP étant  

de 35,9 kcal/mole (41 ) le  t ransfer t  d 'électron est thermodynamiquement 

impossible dans ce cas. I I  en sera de même pour le  g lutath ion dont 

l e  potent iel  d 'oxydat ion do i t  ê t re sensiblement le  même que celui  de 

l a  cystéine. 

On peut également envisager u n  arrachement d 'hydrogène 

entre ces substrats et l a  porphyr ine.  Toutefois lors  de I ' i r r a d i a t i o n  du 

g lu ta th  ion en présence d l  hématoporphyrine, SEALY (2a)  n ' a pu  observer 

p a r  R.P.E. le  rad i ca l  neutre (RS') en solution. Ceci laisse supposer 

que s i  i l y a formation de cette espèce, e l le  possède un temps de 

re laxa t i on  trop cour t  pour ê t re  détecté p a r  R.P.E. De même, i l  n ' ex i s te  

aucun exemple dans l a  l i t t é r a t u r e  concernant des effets de C. I .D.N.P. 

i ndu i t s  p a r  des rad icaux  RS'. On peut supposer que cette espèce ne puisse 

êt re retenue dans des processus de pa i res  rad i ca la i res  conduisant 

à des ef fe ts  de C.1 .D.N.P. d u  f a i t  de ses temps de re laxa t i on  excessivement 

courts. Cette raison fu t  également avancée p a r  KAPTEIN ( 1 ) dans le  

cas de rad icaux  alcoxy (RO'). 

Enf in,  considérons le  cas pa r t i cu l i e r  de I 'hydroquinone ( H  Q )  
2 

pour  lequel nous avons observé des polar isat ions provenant de l a  

benzoquinone et de photoprodui ts. Par  analogie avec les t ravaux  de 

MARUYAMA et a l .  (42) on peut a t t r i bue r  leur  formation à des réactions 

de recombinaison et de dismutat ion des rad icaux  neutres HQ'; nous 

aur ions a lo rs  le mécanisme su ivant  : 



% 

3~ + PH2 - 3 ~ ~ '  QH* 

F- >r 
QH* QH' -----i, photoproduit  

PH* + QH* 1 

Nous n'avons pas pu  déterminer l a  s t ructure d u  photoproduit 

obtenu a u  cours de ces réact ions c a r  celui-ci n ' a  p u  être 

isolé v u  les fa ib les  q'uantités de produi ts  u t i l i sés  en C.I.D.N.P. L a  

formule de ce photoproduit  pou r ra i t  correspondre à cel le proposée p a r  

MARUYAMA et al.  (42) : - l e  t r i  hydroxy-2,4' ,5 diphény léther. 

Les effets de C. I .D.N.P. observés sur  les agents électro- 

donneurs dépendent du pD de l a  solution. Nous avons démontré que 

ceux-ci pouvaient être dûs  à l a  formation de di f férentes pa i res  

radica la i res.  I I  est d i f f i c i l e  de se prononcer a p r i o r i  sur l a  

cont r ibu t ion  aux polar isat ions induites p a r  ces différentes paires. Toute- 

fois on peut rendre compte de l a  s tab i l i t é  d 'une  espèce r a d i c a l a i r e  p a r  

rappor t  à une au t re  en comparant les di f férents couples acido-basiques 

- de celles-ci (43) .  



Dans l e  cas des dér ivés quinoniques d u  type HOAr(0H) on  
n 

peut éc r i r e  les équ i l i b res  su ivan ts  : 

3 
-0 A ~ ( o H ) , ~ o  A r  O H- 

n n-l 

L avec n = 2,3 

L 'énerg ie  l i b r e  q u i  correspond à chaque é q u i l i b r e  ou réact ion peut 

ê t re  re l i ée  au  pK su i van t  l a  re la t i on  : 

AG(V) = 2,303 RT pK(V) 

où V f a i t  référence aux le t t res  et  ch i f f r es  q u i  caractér isent  chaque 

é q u i l i b r e  ou réact ion.  

On en dédu i t successivement : 

i )  ~ K ( I )  - pK(D) = -pK(a)  

i i )  p ~ ( ~ - )  - pK(D) = - P K ( ~ )  

i i i )  ~ K ( D - )  - pK( ! - )  = + P K ( ~ )  

Les données de l a  l i t t é r a t u r e  nous donnent accès aux 

d i f fé ren ts  pK des équ i l i b res  : 

pK(1)  < O (pK, = -6,75 pou r  le  phénol ( 43 ) )  

pK(2)  = 9-10 (pK2 = 9,85 pour  I 'hydroquinone ( 4 4 ) )  

pK(3)  > 11 (pK3 1 11.4 pou r  1 'hydroquinone (44) )  

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

I ' hydroqu inone ( 4 3 ) )  

p K ( b )  2 4-5 (pK(b)= 4,3 pour  I ' hydroqu inone ( 4 4 ) ) .  

A p a r t i r  des re la t i ons  exposées ci-dessus nous pouvons 

dédui re  d ' u n  po in t  de vue thermodynamique : 

L '  arrachement d ' hydrogène est légèrement favor isé  p a r  rappo r t  au t rans fe r t  

d 'é lec t ron  pour  l a  rnolécule neutre. 



Le transfept d'électron est fortement favorisé pour le mono-an ion 

par rapport à un arrachement d ' hydroglne sur--.-la molécule neutre. 

( i i i )  ~ K ( D - )  > pK(!-) 

le transfert d'électron est favorisé par rapport à l'arrachement 

dt hydrogène pour le mono-an ion. 

Ces résultats suggèrent qu ' en passant d ' un mi 1 ieu acide 

à un milieu neutre ou basique on va favoriser le transfert d'électron 

par  rapport à I 'arrachement d t  hydrogène sur ces substrats. .En mi l ieu 

acide, les polarisations sur les substrats résultent de l a  somme de 

ce1 les induite par  les deux mécanismes .cités ci-dessus. Au f u r  et à 

mesure que le pD de l a  solution augmente, l ' intensité de ces polarisations 

s'atténue puisque la  contribution aux effets de C.1 .D.N.P. pa r  un 

arrachement d'hydrogène diminue. De mame, dans le cas de l a  para- 

phény lènediamine nous aurons une prépondérance d '  un mécanisme pa r  

rapport à 1 'autre suivant le pD de la  solution. Pour une valeur de pD 

swp6rieure au pK(1)de ce produit (pK( 1 ) = 4 ( 4 3 )  ) le transfert" d'électron 

est favorisé; Dans le cas contraire, c'est 1 'arrachement d'hydrogène sur 

IQ monocation qui  est le  mécan isme prépondérant. 

3) int«.actions p ~ v p ~ l y r i ~ J n u c I W a 1 6 a  : 
;TL 
7" < 1 

Les 4sul tats obtenus sut. los tlucl6Obasam w n t  cst&p16rnentx&~es . 

da ceux obtenus par" J. MARK0 ( 1  ) 16~5 d'uns btwds simllafr@%vec tbc?~ 

phinothlazXfi~tsr, fiin effet fss hases pyrimidiques et 1 'acl6niw 

mt pat4PT de fahW5hiazlaa~1, Cap contre fie #juaninw 

nt m t m  pas da- peia~fd~attm~ Uno. 1~3scf im C ~ Q  Y~ansfert &**nique , 

de la ~hbrPothÈaihhe vars î l l h ~  brms permt d *  intwprdter ce, r t m a n  t; 

Ceci laisse supp-r qw dans Ir su. dm ~~.pkyrlnes nausZqy&ns un 

rranstart i n v n w  - ia puanina y Joua le &le - donneur, p.r-prDkyrina 

c ~ l y i  d'a~si@#@~r La pJm c m n t r e l e ~ ~ i t  f w d  * 4adlc1ux 
i *  1 .  1 ion. PH;- et -81". 

1 +. 

~lrntwn arpunmts p e m t t e n t  justift*r ee t jd~sfer t  -.Cl 

drlwtrconiqua atinsf que les d f W i m t c r b  QCI1wrvartforra ~xicplEarime4ales faite& 

sur les basas. Oans nos conditions , nous nlabssrvorls que 

des polarisations sur l a  guanine ( G )  . Les porphyrfnlts, inddpendamment 

de leur photoréactivité dans l 'eau ne montrent pas d'effets da C. I .D.N.P* 

résultant de leur interaction avec G du moins pour des valeurs de p0 



supérieures au  pKj des porphyr ines. De p lus  aucun photoproduit n ' e s t  

décelable. Ceci suggère que l a  réact ion conduisant aux po la r isa t ions  sur 

G do i t  ê t re fortement révers ib le .  Ces polar isat ions sont donc obtenues 

p a r  recombinaison des rad i caux  au sein de l a  pai re.  

Le GMP ains i*  que i 'é thyt -9 guanine sont également polar isés 

en mi l ieu  basique. L a  posi t ion N-9 est l a  p l u s  réact ive pou r  les pu r ines  

dans l e  cas d ' u n  arrachement d'hydrogène (45) ;  dans ces condit ions 

I 'arrachement d ' u n  atome d'hydrogène n 'est  pas  envisageable. 

Si nous analysons les données fournies p a r  les spectres de  

photo C. 1.  D. N. P. I 3c  'on remarque que ce sont les carbones C et Cg 
5 

de l a  guanine et du GMP qu i  sont polarisés. Des calcu ls  théoriques de 

densité de sp in  ( INDO) (4.6) prévoient que cette densité est l a  p lus  

élevée pour  les carbones C C6 et C dans le  cas d u  radica l -cat ion de 5 8' 
l a  guanine (Cg(+ 28%); ( -  24%); Cs ( +  23%) ). En ce qu i  concerne le 

radical-anion, celle-ci est essentiellement localisée s u r  C C, , Ca e t  C 
. 4' 2 

(C, (+ 37%); C6 (+ 23 % ) ;  C8 (-21 % ) ;  C2 (+ 20%)) et e l le  n 'es t  que de 

-8% su r  C De même l a  répa r t i t i on  dans le rad i ca l  neutre est l a  su ivante  : 5 ' 
c, (+ 17%); Ca (+  9%); Cg - 9%); C2 (+ 8 % ) ;  C5 (+ 2%). Puisque dans  

nos spectres de C.I.D.N.P. 13c les carbones C et Cg ont des polar isat ians 8 
de même signe et  que l e  carbone C est très fortement polar isé on peu t  5 
en conclure que l'espèce à l ' o r i g i n e  de l a  po la r isa t ion  de la  guanine 

est son radical-cat ion. L a  guanine jouera i t  b ien  le  rô le  de donneur 

d 'électron au cours de l a  réaction. 

On peut également estimer- 1 'énergie l i b r e  de formation de 

. l a  p a i r e  de radicaux-- ions PH;- G D +  p a r  I ' intermédiaire de 1 'équat ion 

de REHM et WELLER. 

Dans ce cas : 

r e d  e 2 AG = E , O ~  (G) -. Et (PH2) - E; - 
Z Z E(T, 4 0 )  

J 

En première approximat ion nous a l  Ions considérer que le 

potent iel  de réduct ion de l a  porphyr ine  est indépendant du PD. Une 

étude p l u s  approfondie d u  caractère énergétique de l a  réact ion sera 

proposée p lus  io in .  Cette hypothèse ne modif ie pas les constatations 

que nous al lons fa i re .  

Sur les tableaux 1 1  1 -4  et 1 1  1-5, sont représentés les potent iels 

rédox des d i f férents couples PH /PH;- et B*+/B.  
2 
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GUANINE 
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CYTOSINE 

ADENINE 

l THYMINE 

0 ,8  l a  
  PH=^) 

Tableau I I  1-5 : 

- 0,O 9 5 

1,o 4 a 
( P b 4 1  

Valeurs calcul6es du G pour les nucldobases partir de l'dquation 
de REHM et WELLER, 

'0 ,1  3 5 

a) Potentiels d'oxydation dfapr8s G.DRYHURST dans Topics in current 
chemdstry 34,52(1972), 
b) PotentiZTs d'oxydation calcules 3 partir du potentiel d'ionisation 
de ces produits: dfaprBsN.S.HUSH,A.S,CHEUNG Chem,Phys.Lett.34,11(1975) 
et L.L.flILLER,G,O.NORD-BLOfl,E.A.MAYEDA J.Org.Chem.37,916(1972). 



r 
Avec les bases pyr imid iques et l 'adénine, i l .  n ' y  a pas de 

réact ion c a r  leur potent iel  d 'oxydat ion est t rop élevé (AG > O) .  Ce q u i  

confirme I 'absence de po la r isa t ion  sur  ces produi ts  p a r  photo C. 1 .D.N.P. 

Par  contre dans le cas de l a  guanine l a  réact ion devient 

thermodynamiquement possible. Le potent iel  d 'oxydat ion de ce composé 

dépend du pD (Tableau 1 Il,-4). O n  peut a lors  ca lcu ler  le pD à p a r t i r  

duquel AG devient négat i f  pour chaque porphyr ine. Comme l e  montre le 

tableau 1 1 1 -  4 il ex is te une bonne corré lat ion entre les résu l ta ts  théoriques 

obtenus p a r  l a  re la t i on  de REHM et WELLER et les résul ta ts  expérimentaux 1 

i nd iquant  l e  domaine de pD pour  lequel les polar isat ions sont effectivement 1 

observées. 
l 

Toutefois à ce stade, il est nécessaire de ten i r  compte de 

l ' i n f luence d u  pD s u r  le  potentiel de réduct ion de l a  porphyr ine.  Le  

potent iel  rédox de I ' é t a t  exci té t r i p le t  de PH2 n 'es t  pas le même que 

ce lu i  de I ' é ta t  fondamental. L a  différence de réac t i v i t é  ent re mi l ieu  

acide et mi l ieu  basique suggère que les formes acide et basique de 

I 'é ta t  t r i p l e t  des porphyr ines  ont des potent iels de réduct ion di f férents.  

En effet considérons le système dléquat ions rédox su ivant  

q u i  met en évidence les différentes voies de formations de l 'espèce PH' . 
3 .  

" + + 
3 ~ ~ 2  + H+ - PH3 + e- -t PH; + H + PH;-+ e - + 3 PH2 

On peut déduire les re la t ions  ( 1  ) et (2) d u  schéma énergétique su ivant  : 



Ainsi  en présence d ' u n  donneur d 'électron ( R )  possédant u n  potent iel  

d 'oxydat ion indépendant d u  pD on peut rendre compte de l a  di f férence 

de réac t iv i té  des espèces acide et basique de l a  porphyr ine dans 1 'é ta t  

t r ip le t .  

En effet : 
ox  r e d  + 

AGacide = EI Z ( R ~ R . . )  - E l  - 2 (PH;/PH;) - E ~ ( P H ~ )  

Le terme couiombien est n u l  dans l a  première expression, 

compte tenu de l a  charge posi t ive portée p a r  l a  porphyr ine  (47). 

Par  su i te  : 

e 
2 

o r  ApK = pKT - pKS =-4(20) et - = 0,03 eV ( v a l e u r  calculée dans l ' eau )  
~r 

d 'où  AGa - AGb - - 4,7 kcai/mole. 
* 

Cette différence ind ique que le  t ransfert  d 'électron sera p lus  

fac i le  en mi l ieu acide. Ce résu l ta t  est en accord avec d 'au t res  t ravaux  

(48-49) q u i  montrent que c 'es t  l a  molécule protonée dans son état exci té - 
qu i  est la' p lus  réactive. 

Toutefois, s i  l ' o n  considère le  domaine de pD pour  lequel 

nous observons des polar isat ions,  i l  fau t  normalement ten i r  compte de tous 

les couples acido-basique de la porphyr ine.  

Rappelons que l a  porphyr ine  (PH ) possède quat re  couples 2 
acido-basiques : 

( i  -3)+ 

auxquels correspondent qua t re  pK (pKi = - log (PHi-I ) ( H + ) )  

L a  différence entre le pK à l ' é t a t  fondamental (pK ) et de l ' é ta t  t r i p l e t  (pK+& 
G+ 

relat ivement f a i b l e  en ce q u i  concerne le couple PH3 / PYÎ  (ApK = pKT- 
i 

pKG - - 0 , l  (50)). En  première approximat ion nous a l lons négl iger  l a  



di f férence e t  considérer que  pK = pK p o u r  tous ces couples. T 

Les formes rédu i tes  de ces espèces (pKs) possèdent également u n  

pK q u i  est généralement p l u s  élevé (20) que c e l u i  des formes oxydées 
+ ( ApK = pKG-pKs 2.4). Les espèces protonées PH et  PH o n t  des pK t rès  2 3 

vo i s i ns  (51 ) pK pK = 0,2. 1 1 en v a  de même pou r  les espèces PH- et  
2 - 4- 3 

3+ p . P a r  con t re  l a  d i f fé rence  de pK en t re  les couples PH /PH et PH~/PH-  
2 

est re la t ivement  impor tante  ApK = 9 (52). 

Su r  ces cons idérat ions on peut  proposer l ' é che l l e  r e l a t i v e  su i van te  

pou r  les pK des d i f fé ren tes  espèces. 

cons idérons à présent l e  potent ie l  de réduc t ion  d u  couple PH /PH*- :  
2 2 

RT ( PH2) 
E = EO + -  PH^ /PH;-) F log - . 

(PH;-) 

Dans l e  m i l i e u  nous pouvons é c r i r e  globalement : 

(ox).=  PH^) + (PH;) + (PH:+)+ (p2-) + (PH-! 

so i t  

De même:(red), = (PH;-) + (PH;) + (PH;+) + (P* 3-) + (PHa2-) 

K S ~ K S ~  ( H+) 

so i t  (PH;-) = (red), 
+ 3 ( H + ) 4 + ~ s 4 ( ~  ) +Ks4Ks3(H+) 2 + ~ s 4 ~ s 3 ~ s 2  (H+ )+KS~  Ks2Ks3Ks4 

Dans ces cond i t i ons  : 



+ 3 + (H+) I+Ks4 (~  ) +Ks4Ks3( H+) 2 + ~ ~ 4 ~ ~ 3 ~ s Z ( ~  )Ms4Ks3Ks2Ks1 
RT A = 7 log 

AU potent ie l  de demi-vague on a log fox In ,  
( red), 

S i  l ' o n  se p lace a lors  dans des domaines p a r t i c u l i e r s  de pH nous pouvons 

éc r i r e  success i vernen t : 

pK <<pH << pK,. 
2 

A p a r t i r  de l a  connaissance des va leurs  des pK ( t ab leau  1 1  1-61 
O 

des porphyr ines et du  potent ie l  de réduct ion E~(PH~/PH;-) ( tab leau  1 1 1-4) 
.2 

nous pouvons ca lcu le r  les potent ie ls  de réduct ion de ces d i f férentes espèces. 

De même nous pouvons remonter à l a  va leu r  du  AG de format ion de l a  . + p a i r e  de rad icaux- ions P o -  G . Sur l a  f i g u r e  1 1  1-15 sont représentées 

les va r i a t i ons  d u  AG de chaque p a i r e  en fonction d u  pH. On remarque 

également que les va leurs  de pD pour  lesquelles celui-c i  est négat i f ,  

correspondent sensiblement aux  domaines de PD pour  lesquels nous obtenons 

des po la r i sa t ions  s u r  l a  guanine lorsque l e  pD est supér ieur  au pK3 de 

l a  porphyr ine .  Toutefois pou r  des va leurs  de AG supér ieures à -4 kcal/mole, 



V a l e u r s  d e s  d i f f g r e n t s  pK d e s  p o r p h y r i n e s  s y n t h d t i q u e s  h y d r o s o l u b l e s .  
a )  D ' a p r è s  A.HARRIflAN,N.C.RICHOUX J.Photochem.27,205(1984). 
b )  D ' a p r è s  N,DATTA-GUPTA,O.flALAKAR,V,O.JONES,T;IJRIGHT Chem.Lett. 
1659(1986), 





i l est d i f f i c i l e  de déterminer s i  le  t ransfer t  d 'électron est énergétiquement 

possible p u i s q u ' i l  faut t en i r  compte de l 'énerg ie l i b r e  d 'ac t i va t i on  de 

l a  réact ion A.% (cette dern ière n 'es t  pas n u l  le  pour  PG = O et v a r i e  en 

fonction d u  pD et de l a  na tu re  de l a  porphyr ine (47) ) .  

Ces d i f férents arguments nous amènent à proposer le mécanisme 

su ivant  : 
1 P. P '3~ 

I I 
P O -  + Go+--- P + G ( 5 )  

Un mécanisme analogue a été proposé p a r  Kaptein (55) lors 

de l 'é tude du système Flavine/guanine. Dans ce cas, l a  guanine est 

polar isée en absorption exal tée du f a i t  d 'une différence de facteurs g 

(gG < clFlavine ) .  Une polar isat ion inverse sur  ce produ i t ,  dans 

le  cas de l a  photosensibi l isat ion p a r  les porphyr ines confirme également 

l a  na tu re  du t ransfer t  d 'électron. t e s  polar isat ions qui  proviennent de 

pa i res  de fui tes (éq. 5) sont atténuées p a r  l a  re laxa t ion  (55). Par  sui te 

les effets de C.1 .D.N.P. sont dûs essentiellement à l a  recombinaison 

au  sein de la  p a i r e  (éq. 3). 

Enf in  s i  l ' o n  considère l a  règle de KAPTEIN pour  1 'e f fe t  net, 
- 

, 'ne - p. E ' ,  as. ai 

r est négat i f  puisque nous observons une polar isat ion en émission sur  
ne 

le proton H8 de l a  guanine 

E est pos i t i f  parce que les polar isat ions proviennent d ' u n e  réact ion de cage 

Ag est pos i t i f  c a r  le r a d i c a l  cation de l a  guanine possège un  facteur  

g supérieur à celui  du  radica l -anion de l a  porphyr ine ( les  va leurs 

de g sont respectivement de 2,0039 (53) pour l a  guanine et 2,0027 (54) 

pour  l a  porphyr ine ( p a r  comparaison avec l a  TPP) .  

"8 
est négat i f  dans le cas de l a  guanine. En effet les ca lcu ls  INDO 

conduisent à une va leu r  pos i t ive pour  le carbone Cg; en conséquence 

le proton H au ra  une constante de couplage hyper f i n  négat ive (55). 
8 



E'n af fectant  dans l 'équat ion ci-dessus les paramètres de 

leurs signes, nous obtenons une valeur  pos i t ive pour p. L a  réact ion se 

f a i t  donc à p a r t i r  de l ' é t a t  t r i p l e t  des porphyr ines (généralement c 'est  

I 'é tat  réac t i f  des porphyr ines) .  

Nous aboutissons également à l a  même conclusion dans le  

cas de l ' app l i ca t i on  de cette règ le  aux polar isat ions observées s u r  les 

13c. spectres de C. I .D.N.P. 

r = +; Ag = +; a = +; E =  +; soi t  p > O 
9 

- 
L a  forte po la r isa t ion  en absorption exaltée s u r  C exc lut  l a  5 y 

pa r t i c i pa t i on  du  rad ica l  neutre a ins i  que cel le  d u  r a d i c a l  anion puisque 

dans ces deux cas a << aC8z a - a 'a ces t ro is  derniees noyaux 
C4 '6 . C 2  , . 

n 'é tan t  pas polarisés. Par. contre e l le  confirme l a  pa r t i c i pa t i on  d u  rad i ca l  

> a '>>'O). Ce résu l ta t  est d 'au tan t  p lus  logique que c 'es t  
'8 

qu i  es; l a  base l a  p lus  facilement oxydable (56).  

Dans le cas du  GMP ou du  GpC on peut également évoquer 1 
un  mécanisme analogue. L e  f a i t  que l a  polar isat ion obtenue sur  ces 1 
p rodu i ts  soit observée à p a r t i r  de valeurs de pl) p l u s  élevée que dans 

1 

t 
l l e  cas de l a  guanine s 'exp l i que  effectivement p a r  le  f a i t  que ces composés, , 

possèdent un  potentiel d ' oxyda t ion  p lus  élevé (12) .  1 

Par  exemple : 

1,18 - 0,03 pH pour 

Ainsi  dans l e  cas de l a  TMePyPH2, AG devient négat i f  

pour  un  pD de 8,5 s i  l ' o n  envisage un  transfert  d 'é lect ron avec l a  

guanosine. Ce q u i  est en accord avec nos résul ta ts  expérimentaux. 

Cependant l a  po la r isa t ion  très intense observée sur l a  

guanine en mi l ieu très ac ide (PO< 2) ne peut s 'exp l iquer  p a r  l ' é tude  

énergétique effectuée ci-dessus. En conséquence, i l f a u t  admettre dans 

ce cas u n  mécanisme di f férent.  Ce dern ier  f e ra i t  i n te rven i r  une réact ion 

d'arrachement d'hydrogène, l a  guanine étant protonée à. cette va leu r  
+ 

de pD, et 'se trouvant donc sous l a  forme GH . 



L a  nature  de l a  polar isat ion observée su r  l a  guanine 

(proton H en émission) est en effet compatible avec l a  formation d u  
8 

r a d  ica 1-cat ion de ce composé. 

Les fortes polar isat ions observées s u r  l a  porphyr ine  à 

pD acide, semblent également confirmer l a  pa r t i c i pa t i on  d u  rad i ca l  PH' 

à l a  pai re.  Ce résul ta t  est à rapprocher de l 'é tude effectuée dans l a  

première p a r t i e  de ce chap i t re  sur  le  système hématoporphyrine-donneur 

d'électron. Dans ce cas nous observions sur  Hp en mi l ieu acide de fa ib les  

polar isat ions q u i  provenaient soit d ' une  réaction d'arrachement d'hydrogène, 
+= 

soi t  à l a  formation de PH . Tandis qu 'en mi l ieu neutre ou basique 

ce1 les-ci disparaissaient.  

Considérons en f in  les cas de Hp et HpD, qu i  provoquent 

des polar isat ions su r  l a  guanine à des valeurs de pD très basique. 

Ce phénomène peut s 'exp l iquer  p a r  les potentiels de réduction de ces 

produi ts  p lus  élevés que celu i  de l a  TMePyPH2 (E '~~(P)=I  V. (38)) .  

L 'énerg ie l i b r e  de formation de l a  formation de l a  p a i r e  de rad icaux-  

ions ne sera p a r  conséquent négat ive q u ' à  p a r t i r  des va leurs de pD 

p lus  élevées. 

I V - CONCLUSI ON 

L ' ' é tude  p a r  C.I.D.N.P. 'H et 13c de l a  photoréaction des 

porphyr ines seules en solut ion ou en présence d ' agents électro-donneurs 

a permis de mettre en évidence des réactions de t ransfer t  d 'électron 

pr incipalement a ins i  que d 'arrachement d 'hydrogène dans certaines 

condit ions pa r t i cu l  ières. C'est l a  première fois que des polar isat ions 

ont pû  êt re observées p a r  C. 1 .D.N.P. 'H su r  des porphyr ines quand 

celles-ci sont étudiées seules en solut ion et soumises à une. 

i r r a d i a t i o n  lumineuse continue (58). 

L 'ana log ie  entre les polar isat ions indui tes su r  les agents 

électro-donneurs p a r  I 'HpD, 1 'Hp et l a  PP ind ique que le même mécanisme 

de t ransfer t  de charge in te rv ien t  dans tous les cas. Les processus 

pr imaires à l ' o r i g i n e  de l a  photoréact iv i té de ces produi ts  paraissent 

donc identiques. Ceci la isse suggérer que ce  n 'est  pas un const i tuant 

pcrphyr in ique pa r t i cu l i e r  de 1 'HpD qu i  réag i t ,  mais que le t ransfer t  

de charge est un  phénomène général concernant le  noyau tét rapyrro l  ique. 

Ces réact ions font in te rven i r  l ' é t a t  exci té t r i p le t  des porphyr ines. Dans 



le cas p a r t i c u  

6-pyrrol  ique, 

l i e r  où les porphyr ines sont substituées en posi t ion 

I ' inf luence des effets induc t i f s  des subst i  tuants au  n iveau 

de l a  charge des atomes d'azote centraux sera fa ib le .  Cette charge 

condit ionne en effet l a  réac t i v i t é  du  cycle en terme de réaction photo- 

rédox (cf  chap. I I ) .  Par  conséquent on peut s 'a t tendre  à ce que ces 

porphyr ines aient l a  même réac t i v i t é  d ' u n  point  de vue rad ica la i re .  

Nous avons égalemen t noté que ces réact ions sont révers ib les,  

sauf dans l e  cas p a r t i c u l i e r  de I 'hydroquinone, et qu 'e l  les sont influencées 

p a r  le  pD de l a  réaction. 

I I est intéressant de noter l a  réac t i v i t é  de ces porphyr ines 

vis-à-vis de l a  L-Dopa et d u  catéchol. En effet, ces composés sont des 

agents précurseurs de l a  synthèse in v i vo  de l a  mélanine et de ses 

dérivés et sont incorporés au  sein de ces polymères. Certains t r a v a u x  

(59a-b) ont montré que l a  photodestruction de I feumélanine et de l a  

phéomélanine s'accompagnait de l a  formation de rad i caux  dér ivant  de l a  

photooxydation de ces composés et de l a  réduction de l 'oxygène moléculaire 

en ion superoxyde et eau oxygénée. MAGNUS (60) a mis en évidence le 

caractère phototoxique de 1 'a-méthy ldopa. Ces résul  ta ts  ont abouti à 

démontrer l a  tox ic i té  potent iel le l iée à l a  photodégradation de l a  mélanine, 

Dans ces condit ions, i l est intéressant de noter que l a  photosensibi l isat ion 

de l a  peau qu i  i n  tervient après Frai tement photochimiothérapeutique p a r  

les porphyr ines peut êt re occasionnée p a r  un  mécanisme de photooxydation 

des dér ivés de l a  Dopa qu i  constituent l a  mélanine. Les rad icaux  a i n s i  

formés peuvent ensuite réag i r  avec les protéines (61).  

En ce q u i  concerne I 'étude p a r  photo-C. I .D.N.P. d u  système 

porphyr ines hydrosoiub~es/nucIéobases nous avons également mis en 

évidence une réaction de t ransfer t  d 'électron révers ib le  dans laquel l e  

l a  porphyr ine  joue le rô le  d 'accepteur.  Cette réact ion met a ins i  en jeu 

le  rad i ca l  anion de l a  porphyr ine  et le rad i ca l  cat ion de l a  guanine. 

Les autres bases ne réagissent pas p a r  ce processus. Cette étude a égale- 

ment mis en va leur  I ' importance des processus photo-rédox qu i  vont 

gouverner d ' u n  point  de vue énergétique l a  d i rect ion d u  t ransfer t  

d 'électron. Les porphyr ines cat ioniques (TMePyPH TAPPH2) possèdent 2 
des potent iels de réduct ion p lus  bas que l a  TPPSH2 ou Hp, et favor iseront 

en conséquence le t ransfer t  d 'électron. Certains sensibi l isateurs,  sont 

connus pour provoquer des coupures su r  l'ADN au n i veau  de l a  guanine. 



I p a r  un mécanisme r a d i c a l a i r e  faisant in te rven i r  le  rad ica l  cat ion de la  

I guanine (62). En conséquence, on peut supposer que pour les porphyr ines 

u n  mécanisme analogue à ce lu i  proposé dans notre étude soi t  à I ' o r i g ine  

des effets observés s u r  I 'ADN lors  de sa photosensibi l i sa t ion  p a r  ces 

dérivés. Dans une première étape, l a  porphyr ine excitée dans l ' é t a t  t r i p le t  

réag i t  avec l a  guanine pour former une p a i r e  de radicaux-ions. L e  

rad i ca l  cat ion de l a  guanine peut ensuite réag i r  su ivant  deux voies 

I d i f férentes : i l  peut so i t  ê t re désactivé p a r  une réact ion de recombinaison, 

soi t  donner des produ i ts  de photoréactions au cours d ' u n e  réact ion 

i r réve rs ib le  avec l 'oxygène ou d 'au t res  substrats présents dans l e  système. 

Bien que notre étude a i t  mis en évidence un t rans fer t  d 'électron révers ib le  

entre porphyr ine et guanine, il n 'est  pas exclu, é tan t  donné l a  f a i b l e  

so lub i l i t é  de l a  guanine en solution aqueuse, que celle-ci soi t  dégradée 

en solut ion et que les photoproduits a ins i  formés ne  soient pas détectés 

p a r  R.M.N.. CADET et a l .  (63) ont p u  déterminer les taux r e l a t i f s  des 

photoproduits formés p a r  des mécanismes type I et type I I lors de l a  

photooxydation de la di-O-acéty 1-3', 5 '  deoxy-2' guanosinepar I 'hémato- 
P 

porphyr ine  : ceux-ci sont respectivement de 53% ( t y p e  I ) et 47% ( t y p e  I I ) .  

I I  n 'es t  donc pas impossible que l 'é tape pr ima i re  conduisant à l a  formation 
l des photoprodurts p a r  u n  méccanisme de type I soit u n  t ransfer t  d 'é lect ron 

analogue à celu i  que nous avons mis en évidence p a r  C. I .D.N.P.. 

En mi l ieu  neutre, seules l a  TMePyPH2 et l a  TAPPH2 peuvent 

générer le  rad i ca l  ca t ion  de l a  guanine. L a  TPPSH2, I 'Hp et I tHpD 

ne donnent pas de réact ion de transfert  d 'électron avec l a  guanine dans 

ces condit ions. Ceci est en accord avec les t ravaux  de KAWANISH l e t  al. (64) 

q u i  excluent l a  poss ib i l i té  d 'une  photooxydation de l'ADN p a r  un mécanisme 

de t ransfer t  d 'électron pour Hp en mi l ieu neutre. En ce qu i  concerne 

les porphyr ines cationiques, PRASEUTH et a l .  (?Oc) ont  démontré que 

l a  TAPPH photosensibi l  i sa i  t  I  'ADN plasmidien superenroulé ( p 6 r  322) p a r  
2 

un  mécanisme ae type I 1 .  Par  contre dans le cas de l a  TMePyPH2, en 

présence d ' u n  i nh ib i t eu r  d 'oxygène s ingulet  (NaN3) , i l s  observent quand 

même une photooxydation de I 'ADN. Ceci suggère qu 'en  p lus  d ' u n  mécanisme 

de type l l TMePyPH peut également réag i r  p a r  un mécanisme r a d i c a l  aire. 
2 

L a  di f férence de réac t i v i t é  entre l a  TAPPH2 et l a  TMePyPH2 peut a lo rs  

s 'exp l iquer  p a r  le f a i t  que seule l a  TMePyPH est capable de s ' in te rca le r  2 
au  n iveau des pai res guanine-cytosine (8b ) .  La prox imi té substrat-  

porphyr ine  favor isera i t  dans ces condit ions le t ransfer t  électronique 

qu i  sera i t  une étape préa lab le  à l a  dégradat ion de l a  guanine. 
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C H A P I T R E  1 V 



ETUDE PAR PHOTO-C.I.D.N.P. D E  

L'INTERACTION DES PORPHYRINES AVEC DIFFERENTS 

ACIDES AMINES AROMATIQUES 

INTRODUCTION 

L'utilisation du dérivé de l'hématoporphyrine (H~D) en photo- 

chimiothérapie des cancers repose sur sa capacité à photosensibiliser 

les tissus atteints de lésions malignes pour conduire à 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 détériora.+;ion 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 

à la dégradation de ces résidus. Il a cependant été montré que l'état 

excité triplet des porphy~rines 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 à l'étude par photo CIDRP 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 système cf il tre/eau/acide aminé/porphyrine J pour notre 

étude. L'utilisation d'un filtre coupant les longueurs d'onde au-dessous 

de 330 nm (au-delà 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 



e x c i t a t r i c e ,  l a  tyrosine  a i n s i  que l e  tryptophane présenta ient  des e f f e t s  

de CIDNP indépendamment de l a  présence de l a  porphyrine. En présence du 

f i l t r e ,  seu le  l a  porphyrine peut indu i re  pendant l ' i r r a d i a t i o n  des pola- 

r i s a t i o n s  s u r  ces r é s idus  aromatiques. 

Les formules des  ac ides  aninés aromatiques u t i l i s é s  dans c e t t e  

étude sont présentées sur l a  f i gu re  IV-1.  

Les porphyrines sont c e l l e s  qui  ont  é t é  c i t é e s  dans l e  chap i t re  

précédent. 

Nous avons également étendu notre  étude aux dér ivés  métallés 

de ce s  porphyrines (MP où M = z ~ ( I I ) ,  P ~ ( I I ) ,  F ~ ( I I ) ,  C O ( I I ) ,  ~ i ( 1 1 ) )  

a f i n  de comparer l eu r  pho toréac t iv i t é  par voie r a d i c a l a i r e  e t  d ' e f f ec tue r  

un paral lé l isme avec l e u r  pho toréac t iv i t é  par un mécanisme de type II. 

Nous a l lons  exposer ici, l e s  r é s u l t a t s  e t  l e s  informations que 

nous avons pu ex t r a i r e  des d i f f é r e n t s  spec t res  obtenus. 

II - BESULTATS 

Les acides an inés  aronatiques,  i r r a d i é s  en présence de porphy- 

r i n e s ,  montrent des po l a r i s a t i ons  inpor tantes  q u i  dépendent à l a  f o i s  de 

l a  nature  de l a  porphyrine u t i l i s é e  e t  du pD de l a  solut ion.  De même, 

les porphyrines non méta l lées  sont  fortement polar isées .  Les po l a r i s a t i ons  

obtenues sur ces d i f f é r e n t e s  espèces sont  notées dans l e s  tableaux IV-1 

e t  IV-2 à t i t r e  d'exemple avec l a  tyrosine.  

1 ) Cas de l a  Tyrosine 

L a  f igure  IV-2 montre un exemple de spec t re  obtenu avec l a  

TMePyPH2 e t  l a  tjrrosine ( T ~ ~ O H )  en Ml i e i i  ac ide  (p3 2! 4) .  

S i  on compare ce spec t re  avec ceux obtenus avec l e s  au t r e s  

porphyrines on constate que l e s  po la r i sa t ions  observées su r  TyrOH sont 

toujours  l e s  mêmes : 



dihydroxy- 3,4 phényla lan ine  (L -0opa )  

- CY 
O 
I I  

HOOC-CH-NH-C-CH, 
I 

N-ace ty l  hist idine 

Figure  W.-1: 

F o r m u l e s  des a c i d e s  a m i n d s .  
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1 I 1 1 I 1 1 I I 1 1 I 1 1 I I # S, 
10 8 6 4 2 PPM 

Spectre CIDNP-'H: T m e P y P H  - T y r O H - D  O, p 0 - 4  e t  12 
A )  avant irradiation 8) pgndant irladiation. 



- Zmission ( E )  pour l e s  protons 3,5 du cycle aromatique (doublet  cen t ré  

à ô = 5,78 ppm) 

- Absorption exal tée  ( A )  pour l e s  pro tons rnéthyléniques f3 CH2 (mul t ip le t  

à 6 = 2,75 ppm) 

- Effe t  de mul t ip le t  (AE) f a i b l e  sur l e s  protons aromatiques 2,6 

(doublet cen t ré  à ô = 7,05 ppm). 

Les porphyrines non métallées ('I'M~P-PH TAPPH2, TPPSH2) mon- 
2 ' 

t r e n t  également de f o r t e s  po la r i sa t ions  : 

- protons pyrroliques d en f o r t e  absorption exal tée  

- protons aromatiques c également en absorpt ion exa l tée  

- protons aromatiques b e f f e t  AE + E (cas  de l a  TAPW ( f igure  IV-3)) ou 
2 

e f f e t  E + AE ( e f f e t  de mul t ip le t  d i f f i c i l e  à ca rac t é r i s e r )  ( c a s  de l a  

TMePyPH2 ( f i g u r e  IV-2) ) . 
Dans l e  cas de la  TMePyPH2, l e s  protons N-méthyliques a sont  

également en f o r t e  émission. Nous avons noté qu'au f u r  e t  à mesure que l e  

pH augmentait, l e s  po l a r i s a t i ons  sur  ces porphyrines d i spara i ssen t  sous 

l ' e f f e t  d'un "broadening". Cel les  sur  l a  tyrosine  pe r s i s t en t  mais dimi- 

nuent en i n t e n s i t é  ( f igure  IV-2 e t  IV-4). 

Nous avons également observé que l ' a l l u r e  des  signaux des pro- 

tons aromatiques de l a  TyrOH é t a i t  fortement perturbée par l a  présence 

des  porphyrines avant i r r a d i a t i o n .  

Cette inf luence provient  principalement d'un phénomène d 'asso- 

c i a t i o n  en t re  ces  deux espèces. Celui-ci f e r a  l ' o b j e t  d'une étude complète 

dans l e  paragraphe suivant.  Ainsi ,  comme nous l e  montre l a  f i g u r e  IV-5, on 

observe que ces  signaux dépendent principalement du rapport  des  concentra- 

t i ons  ( r )  en t re  porphyrine e t  tyrosine ( r  = (Tyr0~)/(F'H2)). 

- pour r > 1  l e s  protons aromatiques de TyrOH apparaissent  sous l a  forme 

d'un spec t re  i rx 'BB1  ( l e  couplage dininue quand r s e  rapproche de 1 ) 

- pour r < 1  l e  spectre  KMN e s t  r édu i t  à une seule  r a i e  indiquant l ' équ i -  

valence magnétique de ces  protons ( spec t r e  A,). L a  diminution du rapport  

r s'accompagne a l o r s  d 'un déplacement de c e t t e  r a i e  vers  l e s  champs f o r t s .  





Spectre C l D N P  
de TyrOH 

F i g u r e  I V - 4 :  

E v o l u t i o n  des p o l a r i s a t i o n s  des p r o t o n s  H  
en f o n c t i o n  du p 0  l o r s  d ' u n e  i r r a d i a t i o n  2 
aqueuse de  TNePyPH2. 

.. 
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Pendant l ' i r r a d i a t i o n  l e s  po la r i sa t ions  s u r  l a  tyrosine  évoluent 

également en fonct ion de ce rapport .  Ainsi  pour r < 1 l e s  protons aromati- 

ques sont  tous po la r i sés  en émission, a l o r s  que pour r > 1 on observe à 

nouveau l ' e f f e t  de mu l t i p l e t   fi s u r  l e s  protons H ( f igure  IV+). 
2,6 

La nature de ces d i f f é r e n t s  e f f e t s  se ra  exp l i c i t é e  plus en dé- 

t a i l  dans l e  chapi t re  suivant .  

Nous obtenons des r é s u l t a t s  analogues en remplaçant l a  N-acétyl- 

tyrosine  par  son e s t e r  é thyl ique ou par la  L-Dopa. Par contre,  nous 

n'observons plus  de po l a r i s a t i on  avec l a  méthox~r-4 phénylalanine ( T ~ ~ o M ~ )  

ou l a  phénylalanine. Ces p rodui t s  ne montrent pas non plus d ' e f f e t  d'asso- 

c i a t i o n  avant l ' i r r a d i a t i o n .  

Les porphyrines métal lées  ne sont  pas po la r i sées  en présence de 

tyrosine .  Seules c e l l e s  qui  contiennent un metal diamagnétique ( ~ n ( 1 1 )  ; 

~ d ( 1 1 ) )  sont  suscep t ib les  de po l a r i s e r  l a  TyrOH. 

Aucun r é s u l t a t  i n t é r e s san t  n ' a  >u ê t r e  obtenu avec c e l l e s  subs t i -  

tuées  par des métaux paramagnétiques du f a i t  des f o r t e s  per turbat ions  des  

spec t res  de RMN (élargissement important des  signaux). 

Par photo- CIDNP ' 'C nous obtenons également de f o r t e s  polar isa-  

t i ons  s u r  l e s  carbones de la  tyrosine  e t  de l a  porphyrine ( f igure  IV-6). 

On remarque une a l ternance des po la r i sa t ions  (absorption exaltée-émission) 

s u r  l e s  carbones du cycle  aromatique ( t ab leau  IV-3). De même on peut no t e r  

de f o r t e s  po la r i sa t ions  su r  l e s  carbones C, e t  C de l a  TMePgPH2 qui  ind i -  m 
quent une f o r t e  dé loca l i s a t i on  de la charge du cycle vers  l e s  subs t i t uan t s  

pyridiniques (valeurs  élevées des  cons t an t e s  de couplage hyperfin) . 
La  durée de l ' i r r a d i a t i o n  n 'a  que peu d ' incidence s u r  l ' i n t e n -  

s i t é  des po la r i sa t ions .  

2 )  Cas du tryptophane 

La r é a c t i v i t é  du tryptophane (Trp) senble d i f f é r en t e  de c e l l e  de 

l a  ty ros ine  en ce sens que nous n'obtenons dans ce cas  aucune polar isa-  

t i o n  s u r  ce  produit  en n i l i e u  acide.  



P 
cc N-acdtyi t  yrosine ( t )  

Figure IV-6: 

. 
e c t r e  C I D N P - I ~ C  : TMePyPH - T y r O H  - D20,pO;3. 
Avant irradiation, ~ ~ ~ 4 6 0 8 ~  8) Pendant irradiationrNS=2000 . 
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Par contre on observe avec la TMePyPH ou la TAPPH des polarisa- 2 2 
tions sur ce substrat à partir de valeurs de pD de 7 et 9 respectivement. 

Ces polarisations augmentent alors à mesure que le pD augmente. La porphy- 

rine elle-même n'est pas polarisée à ces valeurs de pD. Au début de l'irra- 

diation (1 2s) le tryptophane montre les polarisations suivantes (figure 

IV-7) : 

- protons aromatiques en énission (6 centré à 6,8 ppn) 

- protons méthyléniques BCH2 à 6 = 2,55 ppn en absorption exaltée. 

Pour une irradiation prolongée (1 min) on observe l'apparition 

d'un photoproduit lui-même polarisé dont une partie des signaux RMN se 

trouvent confondus avec ceux du tryptophane (figure IV-7) . Dans CD OD, 
3 

nous obtenons le même 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. 

Après 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 TPPSH dlHpD ou dlHp, le tqrptophane ne montre 
2 ' 

des polarisations qu'en milieu fortement basique ( p ~  > 1 1  ), Parmi les por- 

phyrines métallées, seule la ZnTMePyP induit des polarisations sur ce 

substrat à partir de valeurs de pD supérieures à 9. 

3 ) Cas de 1 'histidine 

L'histidine (~is ) possède 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 ( p ~  > 7) en présence des porphyrines non métallées (figure 
IV-8) : 

- protons H et H à 6 = 7,42 et 8,24 ppm en émission 4 2 

- protons méthyléniques BCH2 à 6 = 3.32 ppm en faible absorption exaltée. 



ZnTMePyP + 
A T ~ P  

photoprodui t ? 

F i g u r e  IV-7: 

S p e c t r e  C I O N P - ' H :  ZnTMePyP - T r p  - D 0 ,  p O = I I , N S i 9 6 .  
A )  A v a n t  i r r a d i a t i o n  8) P e n d a n t  i r r a d i a t i o n .  



TMOPyPH2 + Hist 
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10 8 6 4 2 PPM 

F i g u r e  IV-8: 

S p e c t r e  CIDNP-'H: T f l e P y P H  - Hist - O O ,  pDz7,NS-1. 
A )  A v a n t  f r r a d i a t i o n  8) p e n d a n t  irradiation. 



De même en présence de porphyrines métal lées  de Zn e t  de Pd 

de la  TMePyPH ces po la r i sa t ions  n 'apparaissent  qu'en milieu basique . 2 
( p ~  = 1 1  ) ( f igure  IV-9). Toutefois on observe au préalable l a  formation 

d'un photoproduit po l a r i s é  ( s i ngu l e t  à 6 = 6,2 ppm). Puis au f u r  e t  à 

mesure de l a  d i spa r i t i on  de c e t t e  po la r i sa t ion ,  l e s  protons du cycle 

imidazolyle montrent l e s  e f f e t s  indiqués ci-dessus. 

Après i r r a d i a t i o n ,  l e  spec t re  de RMN e s t  identique à ce lu i  

obtenu avant i r r a d i a t i o n ,  indiquant q u ' i l  n 'y  a pas consomation des 

produi ts  . 
Des r é s u l t a t s  analogues à ceux d é c r i t s  ci-dessus ont  é t é  obte- 

nus dans l e  méthanol deutéré. 

III - DISCTJSSION 

Nous pouvons dégager t r o i s  aspec t s  importants de nos r é s u l t a t s  

obtenus dans l ' e a u  : 

1 ) La r é a c t i v i t é  prépondérante des porphyrines cationiques TMePyPH2, 

TAPPH, vis-à-vis des ac ides  aminés par comparaison avec l e s  porphyri- 
2 

nes anioniques (TPPSH, ) ou neutres  (H~D - H ~ ) .  
L 

2 )  La  d i f fé rence  de r é a c t i v i t é  en t r e  l e s  porphyrines métallées diama- 

gnétiques e t  paramagnétfques. 

3)  La  formation de photoproduits dans l e  cas du tryptophane e t  de l ' h i s -  

t i d ine .  

Nous a l l ons  commenter dans un premier temps l ' o r i g i n e  des d i f -  

f é r e n t e s  po la r i sa t ions  observées sur  ces  produi ts ,  puis  nous i n t e r p r é t e -  

rons l e s  d i f fé rences  de r é a c t i v i t é  de ces  porphyrines. 

Ces r é s u l t a t s  sont  complémentaires de ceux obtenus par  J. MARK0 

(6) avec l e s  phénothiaeines. Son étude a montré que ces  composés n ' in-  

du i sa ien t  pas de po la r i sa t ions  s u r  l e s  acides  aminés. O r ,  l e s  porphyrines 

réag issen t  avec ces subs t r a t s .  Ceci l a i s s e  également supposer comme nous 

l ' av ions  démontré dans l e  chap i t re  précédent que l e s  porphyrines ont un 



Figure IV-9: 

S p e c t r e -  CIONP-'H: ZnTPlePyPH - Hist - O O , p D t I I , N S n I .  
A )  A v a n t  i r r a d i a t i o n  8 )  ~ e n a a n t  i r r a d i a g i o n .  



comportenent opposé à celui des phénothiazines. Par conséquent, dans le 

cas d'un transfert de charge, la porphyrine jouerait le rale d'accepteur. 

La nature du transfert (transfert d9 électron ou arrachement d'hydrogène) 

semble être 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 'hydrogène (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-mêmes. Les réactions de transfert [équation 

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

'F + Trp -4 ' F'- ~r~'+ 

1 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- 

nés. 

1 ) Cas de la tyrosine 

a) Phénomène de complexation 

Les porphyrines sont connues pour former des complexes avec 

différents agents électro-donneurs (9  - 10 - 1 1 )  à l'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 même, la nature de l'association 

varie aussi en fonction du substrat : PASTERdACK et al. ont montré que 

les porphyrines cationiques formaient des complexes a- aavec les nucléo- 

bases (1 2). Tandis que HEATHCOTE et al. (13) proposent une interaction 

par liaison hydrogène entre le tryptophane et l'hématoporphprine. La dif- 

férenciation entre la nature de ces deux complexes peut aisément s'établir 

d'après les valeurs des constantes d'association qui sont plus faibles 



dans le dernier cas. La formation de ces complexes à l'état fondamental 

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

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

C'est en particulier ce que SHELWTT (14) a pu montrer avec le système 

uroporphyrine/méthylviologène. 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 l'intérêt de 

ce phénomène de complexation est qu'il peut servir de modèle pour compren- 

dre le rôle de l'interaotion protéines/porphyrine dans des systèmes biolo- 

giques. Dans les cellules, les porphyrines sont au contact des protéines. 

Ainsi, dans l'environnement inmédiat des porphyrines on trouvera princi- 

palement des résidus aromatiques tels que la tyrosine. Les contraintes 

stériques dans ces systèmes font que les types d'association cités plus 

haut seront favorisés. Ce qui pernettra 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 l'étude de ce 

phénomène d'après une méthode de RMN décrite par CHUCHE et BOUQUANT (1 5 ) . 
Lors d'une complexation, le déplacement chimique d'un proton 

d'un des partenaires du complexe subit un blindage ou déblindage par conpa- 

raison avec son déplacement chimique quand cette espèce est seule en solu- 

tion. Cet effet va caractériser la position de l'atome considéré par rap- 

port au site de complexation. Ce déplacenent 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 : 

où T représente la tyrosine, P la porphyrine et TxPy le complexe. 

Pour interpréter les résultats expérimentaux, il est nécessaire 

d'obtenir trois informations : 

FxPy] 
i) la constante dlassociation K : K = 

[TI' [plY 



ii) Le déplacement chimique l i m i t e  du proton engagé dans l e  complexe TxPy 

A T x P ~  = 6 TxFy - 6-  

iii ) l a  stoechiométrie du complexe. 

Certaines études e f fec tuées  su r  l a  complexation des porphyrines 

par des agents électro-donneurs (9  - 10 - 1 2  - 13) ont  montré que ce l les -c i  

formaient principalement des complexes de stoechiométrie 1-1 en so lu t i on  

( X  = y = 1) .  

En pa r t an t  de c e t t e  hypothèse, K s ' é c r i t  : 

Pour des  concentrat ions i n i t i a l e s  [To] e t  [Po] en tyrosine  e t  

porphyrine, nous avons à l ' é q u i l i b r e  : 

S i  l ' o n  considére l e  déplacement chimique observé pour l e  proton 

i de la  tyrosine  en présence de porphyrine, nous avons l a  r e l a t i o n  su ivan te  : 

6 = (1 - D a )  6 i  + 
[TF] i 

obs [TOI T [TOI TP 

6 6 i 
,T , ohs q TP 

\ 

où : 
i - 6 e s t  1eGplacement chimique du proton i de l a  ty ros ine  en absence de T 

porphjrrine à la  concentrat ion [Toi 

i - fjTP e s t  l e  déplacement chimique l i m i t e  du proton i de l a  tyrosine  enga- 

gée dans l e  complexe. 

s o i t  
CTP'I - - 
CTol 

i i 
obs - 6 T  

i i i 
A = 6  

T obs - 6~ 
= déplacement chimique i n d u i t  du proton i de l a  tyrosine  

~i TP - - 6 T P  i - 6 T  i = déplacement chinique i n d u i t  l i m i t e  du proton i dans l e  

complexe TP. 



1 5 0  . 

En combinant l e s  équations 1 ,  2 ,  3 e t  4 nous obtenons : 

S i  l e s  concentrat ions i n i t i a l e s  sont  ident iques  ([TOI = P o l  = CO) 

l 'équat ion 5 peut ê t r e  é c r i t e  sous la forme s impl i f i ée  : 

A T  = - 
Co ( 6 )  

i 
Il ex is te  une r e l a t i o n  l i n é a i r e  e n t r e  A T  e t  

- Co 
; l 'ordonnée 

de c e t t e  d r o i t e  e s t  égale  à A ;p e t  la  pente à 

Nous nous sommes i n t é r e s s é s  à l a  résonance des protons aromatiques 

A-2,6-3,5 méthyléniques (BCH*) e t  méthyliques de l a  N-acétyltyrosine l o r s  de 

sa complexation par l a  TMePyPH2. 

Nous n'avons pas pu déterminer l e  déplacement chimique des protons 

CH de ce composé avec ce r t i t ude  e t  é tud ie r  son évolution l o r s  de l a  complexa- 

t i o n  du f a i t  du recouvrement p a r t i e l  des signaux de ce proton avec l e  solvant ,  

Pour des concentrat ions équinola i res  en porphyrine e t  ty ros ine  

comprises e n t r e  1,2.1 O-' M e t  3,3.1 o - ~  M nous avons repor té  A 
* 

T en fonct ion 

2i d i f f l r e n t e s  températures ( f igures  IV-1 0 - I I  - 12) .  de Co 

Ces r é s u l t a t s  permettent de v é r i f i e r  l 'hypothèse de l a  formation 

d'un complexe des toech iomét r ie  1/1 puisque l e s  coe f f i c i en t s  de co r r é l a t i on  

A;, 
r en t r e  < e t  pour l e s  d i f f é r e n t s  protons de l a  tyrosine  sont sensi -  

blement v o i s i n s  de - 1 ( t ab leau  1V-4). L'ordonnée à l ' o r i g i n e  e t  l a  pente 

des  d i f f é r en t e s  d r o i t e s  ( f i gu re s  IV-1 O ,  11 , 1 2 )  ca lculées  par  la  méthode 

des  moindres ca r rés  a permis de déterminer K à d i f f é r en t e s  températures 

( t ab leau  IV-4). Notons t ou t e fo i s  qu'on ne t i e n t  pas compte des coe f f i c i en t s  

d ' a c t i v i t é  dans l e  c a l c u l  de K o  

*Dans l e  cas  p a r t i c u l i e r  des protons H 
6 l e  déplacement chimique observé 

a é t é  p r i s  par  rappor t  au  cen t re  du s $ k a d k  AAtBB' puisque celui -c i  évolue en 
fonct ion de l a  concentrat ion e t  de l a  température. Dans l e s  condit ions de dis-  
so lu t i on  des  r é a c t i f s ,  l e  pD de l a  so lu t ion  évolue de 4 à 5. Pour des concen- 
t r a t i o n s  ident iques ,  l e s  déplacements chimiques des protons de l a  ty ros ine  
s eu l e  en so lu t i on  ne va r i en t  pas dans c e t t e  gamme de PD. 



F i g u r e  IV-IO:  

D é p l a c e m e n t  c h i m i q u e  i n d u i t  (4 ) da l a  N - a c l l t y l t y r o s i n e  
1 .  
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Tableau IV-4: 

Valeurs des d i f f érentes  constantes l i é e s  à l a  complexation 

de l a  N-acétyltyrosine par l a  TMePyPH2 . 
a)  coe f f i c i ent  de corrélat ion entre l e s  grandeurs 8;  efF -T- 

.Cu b) K = constante de cotnplexation; & = déplacement chimique 

l i m i t e  induit  des protons H -t3CIi2;CH dans l e  complexe 
2,6; 3,s' 3 

PT en fonction de l a  température. 

c )  Paramêtres thermodynamiques caractérisant l e  complexe. 



La méthode de CHUCHE et BOUQUANT ne peut donner de valeurs 
i de aTP et de K suffisamment fiables que dans des cas où le facteur de 

saturation (s) est compris entre 0,2 et 0,18. 

A; 

i 
- ( 2 K C o + 1  -VS;(co+l)/2KCo Or s = - -  

A~~ 

ce qui correspond à des valeurs de K Co comprise entre 0,3 et 20. Nos 1 
résultats vérifient ces considérations dans le cas où Co est inférieur 

i à 1 O-' M. Par conséquent, les erreurs sur K et A sont minimisées. Les 
TP 

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 la 
i dissociation du complexe (K diminue) mais n'affecte pas A Ceci suggère TP' 

que la géométrie du complexe est indépendante de la température. 

Cette étude en fonction de la température permet également de 

déterminer l'enthalpie et l'entropie de dissociation qui caractérise la 

complexation à partir de l'équation d8Arrhénius. 

En effet AGO(T) = - RT LO~(K) = AH0 - TAS0 
AH0 B O  

Soit LO~(K) = - - 
RT 

+ -  
R 

La figure IV-13 présente les variations de Log K en fonction de 

1 / ~  pour les différents protons de la N-acétyltyrosine. 

Le tableau IV-4 récapitule les paramètres thermodynamiques (A HO , 
ASO) liés à ces protons. 

Les faibles valeurs de constante dlassociation (par exemple 

K = 67,1 + 5,4 l.mole-' pour les protons aromatiques de la N-acétyltyro- 

sine à T = 3180~) semblent indiquer que l'association entre la porphyrine 

et ce substrat fait intervenir une liaison hydrogène entre le groupement 

hydroxyle de la tyrosine et les azotes centraux du cycle porphyrinique : 

6- 6+ 

TY~O ... H .. . N(PH~) 





En effet ces valeurs sont sensiblement les mêmes que celles 

observées par d'autres auteurs (10 - 1 1  ) dans le cas d'association du 
même genre sur des systèmes analogues. Par contre pour des complexations 

de type n -  PASTERNBCK (12) a montré que dans le cas des complexes 

TMePyPH2 /nucléobase la constante d'association était relativement éle- 

vée : K E 500 - 3000 1 .mole-' . 
Si l'on considère 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 
i protons CHJ sont peu influencés par la complexation puisque ATp est fai- 

ble. Ceci peut expliquer les écarts importants avec la linéarité lorsqu'on 

reporte Lcg K en fonction de I/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 hydrogène va diminuer l'effet inductif du 

groupement hydroxyle et les protons H proches de celui-ci vont résoner 
3 9 5  

à des champs magnétiques équivalents à ceux des protons 2,6. 

De même, la proximité du cycle porphyrinique va induire un effet 

de blindage sur les protons aromatiques de la tyrosine. 

La TdPPH2 et la TPPSH2 ainsi que la ZnTMePyP montrent également 

ce type d'association. Toutefois nous n'avons pas cherché à déterminer 

les constantes d'association avec la N-acétyltyrosine pour ces composés. 

Celle-ci devrait être du m&me ordre de grandeur que celles déterminées 

précédemment pour les porphyrines cationiques. Toutefois, en ce qui 

concerne la TPPSHâ, 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 



polar isat ions observées sur l a  TyrOH sont dues à l a  formation des espèces 

intermédiaires suivantes : TyrO* ou/et T ~ ~ o H ' + .  

Dans ce cas l a  paire  rad ica la i re  centrale peut se présenter 

sous quatre formes : 

Pour pouvoir expliquer l a  provenance des polar isat ions sur 

TyrOH, il e s t  nécessaire de connaître l e s  paramètres magnétiques des 

d i f fé rents  radicaux qui consti tuent l e s  paires  proposées ci-dessus. 

En ce qu i  concerne l e  radical  tyrosyle ( ~ y - r o m ) ,  son facteur  g 

e s t  estimé à 2,0046 (17). 

Les constantes de couplage hyperfin sont a = a = - 6,15 G ; 

= + 1,5  G e t  = + 7,7 G. 
H3 H5 

a ~ 6  = %I2 
B 

Les paramètres magnétiques du rad ica l  cat ion T ~ ~ o H ' +  ne sont 

pas connus. Par simili tude avec l e  rad ica l  cat ion du p-crésol (18) on peut 

toutefois  estimer son facteur  g à 2,0031 e t  ses  constantes de couplage 

hyperfin aux valeurs suivantes : a = a  = - 4,5 G ; 
%2 

= a = + 0,05 G. 
H3 H5 H6 

Dans l e  cas des porphyrines, comme nous l 'avons expliqué dans 

l e  chapitre précédent, l e s  fac teurs  g des radicaux anions e t  neutres sont 

in fé r i eu r s  à 2,003. 

Selon ces considérations, dans l e  cas d'un e f f e t  net ,  nous de- 

vrions obtenir des polar isat ions inverses pour l e s  protons H e t  H 
296 3,5 

pour toutes  l e s  paires  de radicaux considérées lorsque celles-ci  sont 

pr i ses  séparément. En f a i t  KAPTEIN e t  a l .  (19 -20) ont pu montrer que l e s  

protons H ne sont pas polar isés  par voie d i rec te  à cause de leur  f a ib l e  
296 

constante de couplage hyperfin dans l e s  radicaux neutre e t  cation de l a  



tyrosine. Toutefois, selon ces auteurs,  l e s  polar isat ions sur  l e s  

protons H sont obtenues par voie indi rec te  au cours d'un t r ans fe r t  de 
296 

polar isat ion à p a r t i r  des protons R 
395. 

Ce t r ans fe r t  se  f a i t  avec inver- 

sion du signe de la  polarisation. Ainsi l o r s  de l ' i r r a d i a t i o n  de l a  

N-acétyltyrosine en présence de f lavine (19), KAPTEIN observe l e s  pola- 

r i s a t ibns  suivantes sur l e s  protons aromatiques de TyrOH : 

Par contre,  dans l e  cas de notre système T M ~ P ~ P H ~ / T ~ ~ o H  nous 

observons un e f f e t  de mult iplet  sur l e s  protons B (A/E). 
296 

Ces polar isat ions peuvent s 'expliquer de deux façons différen- 

t e s  : 

- l a  prenière consis te  à envisager une superposition des polar isat ions 

provenant à l a  f o i s  de la  tyrosine l i b r e  e t  de l a  tyrosine complexée. 

KAPTEIN (8) a montré que dans l e  cas d'une tyrosine partiellement 

immobiliséedans l e s  protéines,  l e  t r ans fe r t  de polar isat ion entre l e s  

protons H e t  H se  f a i t  avec rétent ion du signe de l a  polarisa- 
3,5 2 9 6  

tion. S i  l ' o n  suppose qu'un e f f e t  identique peut ê t r e  obtenu lo r s  de 



1 ' irradiation du complexe TMePyPH /TyrOH nous devrions obtenir les 
2 

spectres de CIDNP suivants : 

Tyrol+ libre 

Nous avons également remarqué que le spectre de CIDNP du système 

T M ~ P ~ P H ~ T ~ ~ O H  pris à basse température (T = 278O K) montre un élar- 

gissement ou un dédoublement des polarisations des raies du spectre 

des protons aromatiques de TyrOH (figure IV-SC), 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 espèces. 

- la seconde est d'envisager une super7osition d'un effet net et d'un 
effet de multiplet : E + AE pour H et A + AE pour Hp,6, Soit le 

3,5 
schéma suivant : 



Normalement, pour ob ten i r  un e f f e t  de mul t ip le t  il f a u t  que 

l e s  f ac t eu r s  g des deux par tena i res  de l a  pa i r e  so i en t  égaux,ce qui 

n ' e s t  pas l e  cas  pour l e s  pa i r e s  de radicaux que nous proposons. Toute- 

f o i s ,  SCHILLING (21 ) a pu observerdes e f f e t s  de mul t ip le t  l o r s  de l'ir- 

r ad i a t i on  de d i f f é r e n t s  phénols en présence de benzophénone bien que 

l e s  radicaux responsables de ces  po la r i sa t ions  a i e n t  de s  f ac t eu r s  g t r è s  

d i f f é r en t s .  L ' e f f e t  de mul t ip le t  e s t  l e  plus marqué, se lon  c e t  auteur  

sur l e s  protons l e s  moins po l a r i s é s  ; c'est-à-dire s u r  l e s  protons possé- 

dant de f a i b l e s  constantes de couplage hyperfin e t  qu i  sont  vo i s ins  de 

protons possédant de f o r t e s  constantes de couplage hyperfin.  Nous sommes 

dans un cas  s imi l a i r e  s i  l ' o n  compare l e s  constantes de couplage hyper- 

f i n  de H 2,6 e t  KjP5  de l a  tyrosine.  

W T E I N  e t  al .  (22) on t  récemment démontré que même pour un 

angle de pulse de 900 il é t a i t  poss ible  d'observer des  e f f e t s  de m u l t i -  

p l e t  à cause de l'inhomogénéité du champ de radio-fréquence (normalement 

pour c e t  angle  de pulse se& l e s  e f f e t s  ne t s  sont  r e s t i t u é s  (23)) .  Ces 

au teurs  ont  également observé dans l e  cas  du système tyrosine/f lavine  

que l ' o n  pouvait r e s t i t u e r  l a  p a r t  r e l a t i v e  à l ' e f f e t  n e t  e t  à l ' e f f e t  

de mu l t i p l e t  par  add i t ion  e t  sous t rac t ion  de spec t res  de CIDNP p r i s  à des  

angles de pulse de 450 e t  1350. Bien que l ' u t i l i s a t i o n  de c e t t e  techni- 

que nous a i t  donné un r é s u l t a t  négat i f  nous ne pouvons pas exclure l a  

p o s s i b i l i t é  d 'un e f f e t  de mul t ip le t .  En e f f e t ,  à 80 MHz, l a  tyrosine  

présente un spec t re  d'un système fortement couplé (AA'BB') puisque 

O r  WTEIN montre que dans l e  cas de systèmes fortement couplés 

seule  l a  RMN bidimensionnelle permet d 'observer ces e f f e t s .  Notre appa- 

r e i l  n ' é tan t  pas adapté pour u t i l i s e r  c e t t e  technique, nous n'avons pas  

pu v é r i f i e r  par  c e t t e  méthode no t re  seconde hypothèse. 

Afin d 'expliquer l a  provenance des d i f f é r e n t e s  pa i res  de radi-  

caux proposées, nous a l l ons  po r t e r  l a  discuss ion su r  l ' a spec t  énergétique 

de l a  formation de ces  pai res .  Nous observons des po l a r i s a t i ons  dans t ou t e  



la gamme de PD. Le fait que la tyrosine soit polarisée à des valeurs de 

pD > I l  plaide en faveur d'un transfert d'électron puisque la tyrosine 

à ces valeurs de pD est sous forme d'ion tyrosinate (TY~O-) (p~TyrOH T 

10,4 (24)). L'arrachement d'hydrogène n'est plus possible dans ce cas. 

De même, si l'on considère 1' équation de REHM et WELLER (cf chapitre III), 

on peut calculer le pD à partir duquel le transfert d'électron est thermo- 

dynamiquement possible. D'après les résultats exposés dans le chapitre III 

les potentiels de réduction des porphyrines hydrosolubles sont respective- 

ment de - 0,55 ; - 0,67 et - ?,O6 V pour la TMePyPA2, la T m 2  et la 

TPPSH par rapport à l'électrode au calomel saturé. BRABEC et MORNSTEIN 
2 

(25) ont montré que le potentiel d'oxydation de TyrOH variait entre 0,6 V 

et 1 V par rapport à cette même électrode en passant d'un pH acide à un 

pH basique. Ces résultats sont conformes à ceux proposés pard'autres au- 

teurs (24 - 26). A partir des données relatives à ces différentes publi- 

cations, le potentiel d'oxydation peut s'exprimer comme suit : 

où pK = 10,4 (24) , E0 ? 1,2 V (26) 
TyrOH 

L'énergie des états excités triplet de ces porphyrines est située 

à 1,44 eV (cf chapitre III). 

Si l'on suppose que l'état réactif des porphyrines est un état 

triplet, ce qui est vraisemblable d'après les résultats présentés dans le 

chapitre III, le transfert d'électron ne devient énergétiquement favorable 

qulà partir de valeurs de pD supérieures à 4,8 ; 6,9 et 13,6 en ce qui 

concerne respectivement la TMePyPH la TAPPH2 et la TPPSH2. Puisque nous 2 ' 
observons des polarisations sur TyrOH pour des valeurs de pD inférieures 

à ces bornes, on peut s'attendre à ce que différentes paires soit à l'ori- 

gine de la réactivité de ce composé. En particulier, on peut supposer que 

l'énergie de l'état excité du couple PH ---TyrOH soit supérieureà celle de 2 
l'état triplet de PHZ, ce qui aurait pour effet d'abaisser la valeur rela- 

tive des pD à partir desquels le transfert électronique est favorable. 

Puisque nous observons que l'intensité des polarisations sur TyrOH diminue 



fortement au f u r  e t  à mesure que l e  pD augmente (f igure IV-4), on peut 

s 'a t tendre à ce que l e  complexe s o i t  à l 'o r ig ine  de l a  formation des 

pa i res  de radicaux en milieu acide ou neutre. Ceci ne peut s 'expliquer 

par un t r ans fe r t  d 'é lectron ent re  PH2 e t  TyrOH l i b r e  puisque celui-ci 

s e r a i t  d 'autant plus favorisé  que l e  pD deviendrait basique. Les pola- 

r i s a t ions  sur TyrOH se ra i en t  a l o r s  plus intenses  en milieu basique. 

Ces d i f fé rentes  considérations nous amènent à proposer d i f fé rentes  

voies de formation des pa i res  : 

- en milieu basique ( p ~  > p p  ) l a  seule poss ib i l i t é  e s t  un t r ans fe r t  
Y-rOH 

d 'électron ent re  l ' i o n  tyrosinate e t  l a  porphyrine. 

- pour pD < pKTycOH ; dans l e  cas où l e  t r ans fe r t  d 'électron e s t  énergé- 

tiquement possible : 

3 
'pH2 + TyrOH PH2 '- T ~ ~ o H ' +  (II) 

puis PH2 '- ~yr0H'+ . -j pHJ* Tyr0.O' (III) 

Le t r ans fe r t  de proton e s t  favorisé en milieu neutre ou acide puisque 
+ 

l e  pK du couple PH  PH^*- e s t  supérieur à ce lu i  du couple PH /PH 3 3 2 
( 2 7 ) -  Le t r ans fe r t  de proton peut se  f a i r e  à p a r t i r  de l a  tyrosine 

puisque l e  rad ica l  cat ion de ce composé e s t  susceptible de s e  dépro- 

tonner facilement ( p ~  T ~ ~ O H  '+ /~yr0  ' 
< 0 (28)). 

- pour pD < 7 ; dans l e  cas où l e  t r ans fe r t  d' électron n 'es t  plus possi- 

b l e  énergétiquement : 
S+ 6 

(PH,--- ~yr0H)  -4 3PH2.- TyrOHa+ 

en milieu acide 



Les polar isat ions observées en fonction du pD sur  PH e t  TyrOH 
2 

peuvent s 'expliquer à p a r t i r  de ces d i f fé rentes  paires : 

- en milieu basique, e l l e s  sont créées par - re tour  inverse de l ' é l ec t ron  

.- 
PH2 

e s t  l e  seul rad ica l  de l a  porphyrine créé en milieu basique. 

Celui-ci, par réaction d' échange, perd sa  polar isat ion (cf chapitre 111). 

PH2'- + PH2 PH + PH2 . - 
2 

C'est pourquoi nous observons un e f f e t  de "broadeningt' sur  PH en 
2 

milieu basique. 

- en milieu acide, e l l e s  sont créées par dismutation des radicaux 

+ ou par re tour  inverse de l ' é l ec t ron  e t  l ibéra t ion  de H 

Dans ce cas l e s  polar isat ions sur PH peuvent pe r s i s t e r  car l a  réact ion 
2 

d'échange n ' e s t  plus possible. 

La. diminution des polar isat ions sur  TyrOH en passant d'un milieu 

acide à un milieu basique suggère également que l e  rad ica l  cation de ce 

subs t ra t  perd une pa r t i e  de ces polar isat ions par une réact ion d'échange. 

T ~ ~ o H ' +  + TyrOH TyrOH + T~I=OH'+ 

Ce genre de réaction a  déjà é t é  observé sur des systèmes analo- 

gues (29). 

Nous ne tenons pas compte dans notre  étude des polar isat ions 

créées par l e s  radicaux diffusants  car celles-ci  sont généralement a t t é -  

nuées par des phénomènes de relaxat ion (cf chapitre 111). 

La ZnTMePyP e t  l a  PdTMePyP induisent également des polarisa- 

t ions  sur  l a  tyrosine pendant i r rad ia t ion .  Toutefois dans ces cas par t i -  

cu l i e r s ,  ces porphyrines ne sont pas polariseesen milieu acide,  De même, 



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 : 

3M.P + TyrOH --) MP*- T ~ ~ O H "  (en milieu basique) 

3(~----Tyr~~) M.P'- T~~oH'+ (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 même la TyrOH doit montrer des polarisations moins importantes puisque 

dans ce cas Ag est faible d'après 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 dtarrachement d'hydrogène. L'un de leurs 

arguments repose sur l'absence de réactivité observée avec la méthoxy-4 

phénylalanine, qui ne possède 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 permette d'exclure la possibilité d'une 

réaction d'échange électronique, 

En effet TyrOH et TyrOMe semblent avoir des potentiels d'oxyda- 

tion très 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 à d'autres 

di- outriméthoxybenzènes dont les potentiels d'oxydation étaient inférieurs 

à 1,5 V par rapport à l'électrode au calomel saturé. On peut donc s'atten- 

dre à ce que l'anisole ait un potentiel d'oxydation supérieur à cette 

limite. 



En e f f e t ,  EBERSON (34) repor te  un po t en t i e l  d'oxydation de 

1,67 V pour ce composé par  rappor t  à l ' é l e c t rode  au calomel s a t u r é  dans 

un mélange acé t a t e  de sodium / ac ide  acét ique g lac ia l .  Ces cons ta ta t ions  

semblent a i n s i  indiquer  que l e  po t en t i e l  d'oxydation de l ' a n i s o l e  e s t  

bien supérieur à c e l u i  du phénol (35). Par  comparaison avec ces  composés, 

on peut s ' a t t end re  à ce que c e t t e  d i f fé rence  s o i t  du même ordre  en t re  

TyrOH e t  TyrOMe, j u s t i f i a n t  a i n s i  que l e  t r a n s f e r t  é lect ronique ne s o i t  

pas énergétiquement favorable avec ce dern ie r  dérivé e t  l e s  porphyrines 

étudiées.  

O r  l ' i n t e r p r é t a t i o n  donnée par l e s  auteurs  c i t é s  p lus  haut re- 

posai t  sur l a  comparaison des po t en t i e l s  d ' ion i sa t ion  de ces d i f f é r e n t s  

composés qui  s e r a i en t  sensiblement l e s  mêmes comparés à ceux de l ' a n i s o l e  

e t  du p-crésol (36). Par la  s u i t e ,  l e s  r e l a t i o n s  empiriques du type de 

c e l l e  u t i l i s é e p a r  SEKI e t  al. (37) qui  r e l i e n t  l e s  po t en t i e l s  d'oxydation 

aux po t en t i e l s  d ' i on i s a t i on  donnent des r é s u l t a t s  er ronés  quant à l a  va- 

l e u r  du po t en t i e l  d'oxydation. Ainsi  ces au teurs  proposent une valeur  de 

1,62 V pour l a  ty ros ine  qu i  e s t  relat ivement éloignée de c e l l e s  proposées 

dans l a  l i t t é r a t u r e  (24 - 25). 

Toutefois même s i  l ' on  envisage un t r a n s f e r t  d' é lec t ron  dans ce  
O +  cas ,  il n 'y  a pas de proton l i b r e  sur l e  r a d i c a l  TyrOCH par  rapport  a u  

3 
r ad i ca l  TyrOHb+. Cette remarque peut mettre en évidence l ' importance du 

t r a n s f e r t  de proton au cours des réac t ions  que nous avons étudiées.  Celui- 

c i  s e r a i t  à l ' o r i g i n e  des po l a r i s a t i ons  s u r  TyrOH. 

Appliquons à présent  l e s  r èg l e s  de KBPTEIN aux po la r i sa t ions  

observées sur  l e s  porphyrines e t  l a  tyrosine.  

Quelle que s o i t  l a  nature  des p a i r e s  proposées, nous avons 

toujours  : 

- g ( r a d i c a l  dé r ivé  de T ~ ~ O H )  > g ( r a d i c a l  dér ivé  de PH*) 

- E > O  puisque l e s  po l a r i s a t i ons  proviennent de réac t ions  de cage 

( réac t io rs  r éve r s ib l e s )  



i) Cas de l a  tyrosine 

- Pour l ' e f f e t  net  P = . E ,. Ag . ai 
ne 

So i t  p = + ; un é t a t  t r i p l e t  e s t  compatible avec l a  nature des 

polar isat ions observées. La polar isat ion sur  l e s  protons BCH2 confirme 

également ce r é su l t a t .  

- Pour l ' e f f e t  de mult iplet  r ( i , j )  = p .  E . a . a . O  . J 
ne i j ij i j  

Appliquons ce t  e f f e t  aux protons l e s  moins polarisés (donc de 33 
plus f a ib l e )  puisque ce sont ceux-ci qui montreront u n  e f f e t  de multi- 

p l e t  l e  plus marqué conformément aux arguments développés par SCHILLING 

(21 1. 

Dans l e  cas de TyrOH il s ' a g i t  des protons H2,6e 

Les d i f f é ren t s  paramètres prennent l e s  signes suivants : 

. a = + (ces  protons sont s i tués  sur  l e  même radica l )  
i j  

. J = + pour un couplage ortho 
i j 

Soi t  rme(H ) = - = p . + . + . - . + . + = -  p d'où p = +  
296 

L 'e f fe t  de multiplet  observé e s t  donc également compatible avec 

l a  par t ic ipa t ion  de l ' é t a t  exci té  t r i p l e t  des porphyrines. 

i i )  Cas des worphyrines TMePyPH2 e t  TAPFH* 

Prenons l'exemple du proton Hb qui montre un e f f e t  E + AE 

- Pour l ' e f f e t  net  &, (H~)  = (E )  = ri . E . 
5 - + aHb - = - a ~ b  

So i t  33 = + 
b 



- Par su i t e  pour l ' e f f e t  de mult iplet  : 

r,(~b> = v 0 %  u i j . J  = + . + . + . - . + . + = - = A E  
b c i j  

(ad sera de signe cont ra i re  à a selon l a  règle de l ' a l te rnance  
C des signes). 51 

On v é r i f i e  a ins i  que l a  polar isat ion sur  H e s t  bien c e l l e  observée 
b 

sur l e  spectre. 

De même, l e s  polar isat ions observées par CIDNP 1 3 ~  (tableau 

IV-3) sur  l a  TMePyPH e t  l a  N-acétyltyrosine sont  en accord avec c e l l e s  
1 
2 

obtenues par CIDNP H. En e f f e t ,  selon KAPTEIN, l e s  polar isat ions qui pro- 

viennent d'un atome de carbone e t  d'un atome d'hydrogène directement l i é  

à ce carbone doivent montrer des polar isat ions de signes opposés. Nos 

r é s u l t a t s  sont en accord avec ce t t e  règle  (i.e. pour la  TMePyPH, : 
L 

rne(cc)= E ; ',,(H~) = A ; Pour la  TyrOH : rne(ci, g) = A ; 

n e ( ~ j , 5 )  = E). De même, dans l e  cas d'un composé aromatique on doit  

s 'a t tendre à ce que deux atomes de carbone vois ins  a i en t  des constantes 

de couplage hyperfin de signes opposés. L'alternance des polar isat ions en 

émission e t  absorption exal tée confirme ce f a i t  ( tableau IV-3). 

Nous pouvons, d 'après l e s  in t ens i t é s  r e l a t ives  de ces polarisa- 

t ions,  indiquer que ce sont  l e s  protons pyrroliques qui possèdent l a  den- .- s i t é  de spin la  plus élevée dans l ' in termédiaire  réactionnel (i. e. 
pH2 

ou PH O ) .  De même on observe des polar isat ions intenses  sur l e s  carbones 3 
Cl e t  C . Ceci implique une f o r t e  densité de charge délocal is&vers  l e s  

m 
groupements pyridinyles. Ceci peut s'expliquer par l e  f a i t  que ces subs t i -  

tuants sont fortement é lec t roa t t rac teurs .  

2 )  Cas du tryptophane e t  de l ' h i s t id ine  

a )  Le tryptophane 

S i  l ' o n  compare l e s  polar isat ions que nous observons sur  l e  

N-acétyl tryptophane au cours de son i r r ad ia t ion  en présence de TMePyPH2 

par rapport  à c e l l e s  obtenues par KAPTEIN (8) s u r  ce composé en  présence 

de f lav ine ,  on remarque une inversion du signe de ces dernières. KAPTEIN 

propose un t r ans fe r t  d 'é lectron du tryptophane vers l a  f lavine à l ' é t a t  



exci té  t r i p l e t  comme étape primaire. Les polar isat ions sont a lo r s  créées 

par retour  inverse de l ' é lec t ron .  Leur nature indique que g 
~ r ~ ~ t * +  < 

G ~ l a v i n e  O' g ~ l a v i n e  O -  

Z 2,0032. Comme l ' o n t  montré cer ta ins  auteurs 

( 4  - 5 - 38) l a  photooxydation du tryptophane se f a i t  par l ' in termédiaire  

de l ' é t a t  exci té  t r i p l e t  des porphyrines. S i  l 'on  envisage un mécanisme 

analogue à celui  proposé par  KUTEIN, on peut calculer par l ' in termédiaire  

de l 'équation de REHM e t  WELLER l e  pD à p a r t i r  duquel l e  t r ans fe r t  d'élec- 

tron e s t  possible. Par analogie avec l e s  calculs  présentés dans l e  cas  de 

l a  Tyrosine on trouve en tenant compte des var iat ions du potent iel  d'oxy- 

dation du tryptophane (24 - 25 - 26) l e s  valeurs l imi t e s  suivantes : 

polar isat ions que nous observons apparaissent sensiblement à p a r t i r  de ces 

valeurs, il e s t  vraisemblable que l 'étape photoréactionnelle primaire e s t  

un t r ans fe r t  d'électron. En milieu acide, on n'observe aucune polar isat ion 

sur l e  tryptophane ; l a  porphyrine montre des polar isat ions qui corres- 

pondent à sa  photoréact ivi té  quand e l l e  e s t  i r r ad iée  seule dans l 'eau.  

Nous n'avons pas pu carac tér i ser  la  nature du photoproduit qui e s t  formé. 

Toutefois celui-ci peut ê t r e  formé par piégeage des radicaux tryptophyles 

l o r s  de l e u r  diffusion. Ainsi dans l e  cas du rad ica l  cat ion du tryptophane 

on peut envisager une attaque sur l e  carbone C .  car ce t t e  posit ion e s t  l a  
2 

plus réact ive (39). Ce rad ica l  peut également se  déprotonner pour former l e  

rad ica l  neutre (P%rpH.+,Trp. = 4,3 (24)). Dans ce cas on peut également 

envisager une attaque en posi t ion 1 comme l ' o n t  observé M3RUYAlbI.A e t  a l .  

(40) 

Comme l ' on t  observé BAZIN e t  a l .  (41), l e s  radicaux cations des 

porphyrines peuvent réagi r  avec l e  tryptophane par des réactions de type 

1. Le radica l  cat ion du tryptophane a ins i  formé peut ensuite réagi r  en 

solut ion pour conduire à l a  dégradation de c e t  acide aminé. On peut donc 

également envisager un t r a n s f e r t  d 'électron analogue, puisque nous avons 

démontré dans l e  chapitre III que l e  rad ica l  cation de l a  porphyrine 

pouvait également ê t r e  formé au cours d'une réaction d'annihilation tri- 

ple t - t r ip le t .  De même MARUYAMB e t  a l .  (40) indiquent également que l a  

réaction avec l e  tryptophane n'a pas l i e u  directement avec l a  porphyrine 

mais avec son rad ica l  cation. 



Selon ces considérations on peut envisager le mécanisme 

suivant : 

3 ~ ~ 2  + Trp 'pH2*- Trpe+ (3 

PH2 
'- + T r p 0 + d  PH2 * + Trp* ( 8 )  

El2'- + X PH2 + x'- (9) 

TrpmC + x'- -4 Trp - X* (1 0 )  

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 l'étape (8) sont atténuées par des phénomènes de relaxation. 

L'absence de polarisations sur la porphyrine peut s'expliquer par une 

réaction d'échange du type de celle proposée dans l'étape (9). Puis au 

cours de l'irradiation la formation d'une paire de fuite entre le radi- 

cal tryptophyle et une espèce radicalaire est à l'origine des polarisa- 

tions observées sur le photoproduit. 

Dans le cas des polarisations créées sur le tryptopbne en 

début d'irradiation on peut appliquer la règle de KAPTEIN pour l'effet 

net : 



Selon l e s  travaux de Hore e t  a l .  (19) l e s  signes des constantes 

de couplage hyperfin pour l e s  protons Trp sont l e s  suivants : 

p = + ( é t a t  r é a c t i f  t r i p l e t )  

E = + de cage) 

Les polar isat ions observées sont l e s  suivantes : 

rne(~H26) = A = + rne(H2,4,6 ) = E = -  

Donc : 

D' où 

s o i t  

Par s u i t e  nous confirmons que gFH.- < 2,003 
2 

L'évaluation des e f f e t s  de CIDNP par l e s  règles  de KA.PTEIN sur 

TyrOH dans l e  paragraphe précédent e s t  donc jus t i f iée .  

Il e s t  d i f f i c i l e  de se  prononcer sur  l a  nature du(des) produi t ( s )  

formé(s) e t  sur  l e s  polar isat ions indui tes  sur ce(s )  composé(s) du f a i t  de 

l a  superposition des signaux de C I D N P  de ceux-ci avec l e  tryptophane. Pour 

pouvoir d i f fé renc ier  l e s  polar isat ions,  il s e r a i t  intéressant  d'une p a r t  

de t r a v a i l l e r  à champ plus élevé e t  d'autre par t  d ' u t i l i s e r  des techniques 

t e l l e s  que l a  RMN 2D e t  l a  CIDW résolue dans l e  temps qui  permettrait  de 

suivre l a  réact ion au cours du temps (cf  chapitre 1). 

b) L 'his t idine 

Un t r ans fe r t  d 'é lectron entre  h i s t id ine  e t  porphyrine n 'es t  pas 

envisageable d'un point de vue énergétique. En e f f e t  BRABEC e t  MORNSTEIN 



(25) ont montré que le potentiel d'oxydation de l'histidine est supérieur 

à 1 V. L'énergie libre de formation de la paire de radicaux ions 
3 .- His '+ PH2 , calculée à partir de l'équation de R .  et WELLW 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'hydrogène comme 

étape photoréactionnelle primaire lors de son irradiation en présence 

de flavine. Leur explication est basée sur le fait qu'à partir d'un pH 

supérieur au pK de l'histidine de fortes polarisations sont observées 
a 

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 phénomène analogue puisque les 

polarisations de la N-acétyl histidine n'apparaissent qu'à partir d'un 

pD = 7,1 lors de son irradiation en présence de TMePyPH Cette valeur 
2 

correspond approximativement au pK de ce produit ( p ~ a  Z 7,6 (42) ) . On a 
peut donc envisager un mécanisme analogue à celui proposé par ces 

auteurs. 

3 ~ ~ 2  + His d 3 ~ ~ 2 *  Ris (2) 

Comme dans le cas du tryptophane, les espèces polarisées sont 

créées par un transfert inverse au sein de la paire. 

Appliquons la règle de KAPTEIN pour l'effet net : 

Nous avonsa , a ( 0  (8);  aH > O  ; E = + / ~ i = +  
H2 H4 B 

et rne(E2) = Tne(E4) = E(-). 

Soit pour rne(g4) = - = u.E.~ . g = +.+.-.ag = - ~g 
H4 

Ce qui est en accord avec nos résultats précédents. 



Dans l e  cas de l a  ZnTMePTyP, l e  mécanisme semble plus complexe 

puisque l'arrachement d'hydrogène pas l a  porphyrine excitée dans son é t a t  

t r i p l e t  e s t  peu probable. En e f f e t ,  l e s  azotes centraux du cycle sont 

bloqués par l ' i n s e r t i o n  du zinc. 

Nous avons montré au cours du chapitre III que l e s  porphyrines 

réagissaient  seules en milieu aqueux par annihi la t ion t r i p l e t  t r i p l e t  pour 

former une pa i re  de radicaux ions. On peut envisager un mécanisme analogue 

pour l a  ZnTMePyP. La dismutation des radicaux anions a i n s i  formés donnerait 

l e  dianion (43-44). Celui-ci par protonation forme l ' an ion  d'une phlorine 

(44) ' où l e  pro ton se  f i x e  sur  un des ponts interpyrroliques du cycle (45). 

Cette espèce excitée pendant i r r ad ia t ion  peut ensuite réagi r  pour arracher  
3 

un hydrogène à l ' h i s t i d i n e  e t  former une paire  znT~e~yPH~' -His  '. Le re- 

tour  inverse des charges au se in  de l a  paire donnerait l e s  espèces polar i -  

sées  en solution. 

Nous proposons donc l e  schéma réactionnel suivant : 

3 
" 

2 ZnTMePyP ' z ~ T M ~ P ~ P ' -  Z ~ T M ~ P ~ P * +  

J 
ZnTMePyP ' - Z ~ T M ~ P ~ P  " ---3 ZnTMePyP ' - + z ~ T M ~ P ~ P  ' + 

H+ 2 ZnTMePyP0- + ZnTMePyP + Z ~ S M ~ P ~ P H -  

3 
3 ~ n ~ ~ e ~ ~ -  + His znl'MePyPHg- H i s  

3 * 
Z ~ T M ~ P ~ P H ~ ~ -  Bis ' ---+ Z ~ T M ~ P ~ P H - *  + His 

FAJER e t  DAVIS (46) reportent un fac teur  g de 2,003 pour l a  

z~TP~?H-.  S i  l ' on  suppose que celui-ci  e s t  i n fé r i eu r  à ce lu i  du radical  

neutre de l ' h i s t i d i n e ,  nous obtiendrons selon l e s  règles  de KAPTEIN pour 

l ' e f f e t  ne t ,  des polar isat ions sur l ' h i s t id ine  en accord avec l e s  résul- 

tats observés. L'apparition de l a  polar isat ion en émission à 6,2 ppm 

correspondrait au proton méthylénique de l a  phlorine. Toutefois, nous 

n'avons aucun élément de comparaison qui nous permette de j u s t i f i e r  ce 

déplacement chimique. 



Il est difficile de comparer la réactivité des porphyrines vis- 

à-vis d'un substrat particulier car celles-ci ne réagissent pas toutes de 

la même façon. Par exemple, les porphyrines métallées 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 très différentes si l'on compare leur intensité. 

De plus certaines porphyrines métallées contiennent en faible quantité 

leur forme non métallée. Nous nous sommes aperçus que c'était cette der- 

nière 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 à 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 première catégorie, on peut remarquer la réactivité 

prépondérante des porphyrines cationiques (TM~P~PH TBPPH~) vis-à-vis 
2 ' 

des acides aminés par comparaison avec les porphyrines anioniques (TPPSH ) 
2 

ou neutres (H~D-H~). Dans le cas d'un transfert d'électron, l'énergie li- 

bre de formation de la paire de radicaux ions est reliérau potentiel 

d'oxydation de ces produits. Plus celui-ci sera faible, plus le transfert 

sera favorable vis-à-vis d'un substrat donné. Dans le cas d'une substitu- 

tion du cycle en position méso par un groupement électro-attracteur tel 

que le cation N-méthylpyridinium, la densité des charges des azotes cen- 

traux du cycle sera délocaliséevers les substituants. 



D'après HABRIW e t  a l .  (47), ce t  e f f e t  augmente l e  potent iel  

d'oxydation de l a  molécule e t  l e  rad ica l  cation correspondant s e  dismute 

plus facilement. En conséquence on peut supposer que l a  porphyrine sera  

facilement réductible e t  que son rad ica l  anion sera  s t ab i l i s é .  

Par contre dans l e  cas d'une subs t i tu t ion  par un groupement 

électro-donneur t e l  que l 'anion sulfonatophényle un  e f f e t  inverse sera 

observé. 

Dans l e  cas de subs t i tu t ion  en posit ion fipyrrolique l e s  e f f e t s  

induct i f s  seront peu marqués e t  l a  densi té  de charge sera  essentiellement 

portée par l e s  azotes centraux du cycle. Le potent iel  de réduction du 

cycle sera  élevé. 

Dans l e  cas de l a  formation du rad ica l  anion des porphyrines, 

on peut supposer que l ' e f f e t  induct i f  du aux d i f f é ren t s  subst i tuants  du 

cycle va également influencer l a  r épa r t i t i on  de l a  densi té  de charge élec- 

tronique. Ainsi pour l e  rad ica l  anion de l a  TMePyPH on peut envisager l e s  
2 

formules de résonances suivantes : 

La densi té  électronique de charge s e r a i t  loca l i sée  su r  l a  posi- 

t ion  méso e t  sur l e s  subst i tuants ,  

Pour l a  TPPSH ce t  e f f e t  n t e S t  plus possible. 
2 

1 
Les e f f e t s  de CIDNP 'C e t  H observés l o r s  de l ' i r r ad ia t ion  des 

systèmes P H ~ / T ~ ~ O H  indiquent qu'un t e l  rad ica l  peut & t r e  considéré comme 

intermédiaire dans l a  réaction. 

Par CIDNP I3c on observe de fo r t e s  polar isat ions s u r  l e s  carbones 

méso e t  sur ceux du groupement pyridinium. 

1 
Par CIDNP H, l ' i n t e n s i t é  des polar isat ions obtenues sur l e s  por- 

phyrines décroî t  dans l e  sens : TMePyPH 2 > Y T m 2  > TPPSH2 ce qui e s t  en 

accord avec l e s  constatations é tab l ies  ci-dessus. 



Dans l a  seconde catégorie, on peut d i f fé renc ier  la  r é a c t i v i t é  

des porphyrines substi tuées par des ions métalliques diamagnétiques de 

c e l l e s  substi tuées par des ions métalliques paramagnétiques. Les porphy- 

r ines  diamagnétiques ( Z ~ T M ~ P ~ P ,  P ~ T M ~ P ~ P )  réagissent contrairement aux 

porphyrines paramagnétiques. 

Ce r é s u l t a t  peut éventuellement s'expliquer par l e  f a i t  que 

l e s  porphyrines paramagnétiques possèdent des é t a t s  exci tés  t r i p l e t  de 

f a i b l e  durée de vie  (43) par rapport à ceux des porphyrines diamagnéti- 

ques, ce qui ne permettrait  pas l 'observation des e f f e t s  de CIDNP. 

I V  - CONCLUSION 

L' étude par pho to-CIDNP du système porphyrine/acides aminés 

aromatiques nous a permis de mettre en évidence des mécanismes primaires 

de photoréactions d i f f é ren t s  suivant l a  nature des acides aminés : trans- 

f e r t  d 'é lectron avec l e  tryptophane, t r ans fe r t  d 'électron suivi d'un 

t r ans fe r t  de proton avec l a  tyrosine, arrachement d'hydrogène avec l'his- 

tidtine. 

Comme dans l e  cas de l a  guanine, l e s  porphyrines sont photo- 

rédui tes  à p a r t i r  de l eu r  é t a t  t r i p l e t .  C'est l a  première f o i s  que des 

polar isat ions sont observées sur  l e s  porphyrines en milieu polaire  e t  

sous i r r ad ia t ion  lumineuse continue ( é t a t  s ta t ionnaire) .  

Ces réactions sont généralement réversibles ,  sauf dans l e  cas  

dutryptophane e t  de l ' h i s t i d i n e  où nous avons observé l a  formation de 

d i f f é ren t s  photoproduits pendant i r rad ia t ion .  Dans l e  premier cas, il 

s ' ag i r a i t  d'un dérivé du tryptophane bien que s a  s t ructure n ' a i t  pu ê t r e  

élucidée. Avec l ' h i s t i d i n e ,  on formerait p lu t a t  une phlorine selon notre  

hypothèse réactionnelle.  

L' étude du système PH / T ~ ~ O H  nous a permis de mettre en évi- 2 
dence l a  formation d'un complexe avant i r rad ia t ion .  Celui-ci r é s u l t e r a i t  

d'une l i a i s o n  hydrogène ent re  l e  groupement hydroxyle de la  tyrosine e t  



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 
l 

type 1 lors de la photosensibilisation par les porphyrines : en parti- 

culier dans le cas du tryptophane où l'on observe la formation d'un pho- 

toproduit. Une autre réaction secondaire à 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'espèces 

radicalaires, on peut supposer qu'un mécanisme de type 1 soit à 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 dè'farmation de liaisons protéines -ADN peuvent 

intervenir dans l'inactivation des cellules cancéreuses. 
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C H A P I T R E  V 



1 Les spectres de RMN H et j3C présentés dans ce mémoire ont été 

enregistrés sur un spectromètre de RMN par transformée de Fourier (BRUKER 

WP-80 SY W G ) ~  Le dispositif expérimental d'irradiation est celui déjà 

décrit dans d'autres travaux (1 ) , 

1 - ENREGISTREMENT DES SPECTRES DE PHOTO-CIDNP 

1 ) Le dispositif dl irradiation lumineuse 

Le schéma de ce dispositif est présenté sur la figure V-1, Nous 

utilisons comme source lumineuse une lampe haute pression xénon,- mercure 

dont la puissance est de 1 O00 W  ORIEL)^ Le faisceau lumineux émis par la 
lampe est focalisé par un premier condenseur en quartz (a) dans une cellu- 

le à filtre liquide (b) munie d'un circuit de . refroidissement, Ce dernier 

permet de dissiper une grande partie de l'énergie calorifique de la source 

lumineuse. 

Un second condenseur (c) fixé directement à la sortie de ce 

filtre, permet de focaliser à nouveau le faisceau lumineux sur la face 

d'entrée d'un guide de lumière en quartz (f)@ Celui-ci transmet directe- 

ment la lumière à l'intérieur de la sonde (g) au niveau de la bobine de 

détection. 

Sur le trajet optique, nous plaçons une seconde cellule de re- 

froidissement à circulation d'eau (d) dans laquelle on place des filtres 

de verre (h) qui permettent de sélectionner certaines longueurs d'onde du 

spectre d'émission de la source lumineuse* 

Un écran (e) dont l'ouverture et la fermeture sont commandées 

à distance permet l'acquisition des spectres de RMN avec ou sans irra- 

diation de l'échantillon, 





2) L' enregistrement des spectres 

a) 'H 

Nous utilisons une sonde spécifique opérant à 80, 130 MHzo Les 

tubes de RMN ont un diamètre de 5 mm et sont soit en pyrex soit en quartz, 

Les spectres sont obtenus à partir d'un seul FID ou résultent de 96 ac- 

cumulations pour des angles de pulse de 30° et go0, Les déplacements chi- 

miques sont donnés par rapport au tétraméthylsilane (TMS) dans le métha- 

nol deutéré. En soiution aqueuse nous avons utilisé le diméthyl-2,2-sila- 

2 pentane sulfonate de sodium (DSS) comme référence (G/TMS = 0,015 ppm), 

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  seconde^)^ Cette méthode nous permet de suivre au cours des deux 
premières minutes d'irradiation l'évolution des signaux de CIDNP, 

Les principaux paramètres d'acquisition des spectres sont les 

suivants : 

Temps d'acquisition : 6,7 s 

Délai entre deux impulsions : 0, l  s 

Fenêtre spectrale : 1222 Hz. 

Mode de détection :,quadrature de phase 

Résolution : O, 149 ~ z / ~ t  

Nous utilisons une sonde spécifique opérant à 20, ?:50 MHz et 

recevant des tubes de 10 mmo 

Les spectres 3~ résultent d'un découplage 3~ - '8 : découplage 
large bande hétéronucléaire* 

Les spectres obtenus pendant irradiation de l'échantillon néces- 

sitent l'addition de 1600 ou 2000 FID, Les spectres des produits non irra- 

diés ne montrent aucun signal apparent pour un nombre de FID identique à 

celui indiqué ci-dessus* 



La détermination des glissements chimiques des carbones des 

substrats en solution est  .calculée par rapport au TMS en utilisant 

comme référence interne le dioxane (G/TMS = 67,86 ppm), 

L'attribution des signaux a été effectuée par comparaison 

avec des données de la littérature (les références bibliographiques 

sont iadiquk dans les chapitres III et IV) * 

Les principaux paramètres d'acquisition sont les suivants : 

Angle de pulse : 2S0 

Temps d'acquisition : 0,68 s 

Délai entre deux impulsions : 1 s 

Fenêtre spectrale : 6024 Hz 

Mode de détection : quadrature de phase 

Résolution : 1,47 ~ z / ~ t  

La température de la sonde est régulée par une unité de tempé- 

rature variable. Les spectres sont pris généralement à 3180Ke Les expé- 

riences réalisées à basse température ont nécessité le passage d'azote 

liquide au niveau de la sonde de RMN, La température est régulée à 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 
 IO-^ mm Hg) dans des tubes de RMN adaptés, pour les solutions méthano- 

liques, 

Le pD des solutions est ajusté à la valeur désirée par ajout 

de petites quantités de NaOD et DC1. Celui-ci est mesuré directement 

dans le tube de RMN en utilisant une électrode de mesure spéciale couplée 

à un pH mètre commercialisé par Spectrométrie Spin et Techniques (SST 

paris) 



II - LES PRODUITS 

I ) 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 

(~ontlu~on) , 

Toutes les porphyrines synthétiques hydrosolubles et leurs déri- 

vés métallés nous ont été gracieusement fournis par Ad GAUDEMER (université 

de Paris Sud - ORSAY),, Elles ont été synthétisées dans son laboratoire ( 2 ) *  

Nous avons contralé leur pureté par RMN, 

2) Les agents électro-donneurs 

La paraphénylène 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 IIo 

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 S t o  Il s'agit respectivement du sel diso- 

dique de l'uridine (TJMP), du sel disodique dihydraté de la thymidine (w) 

des formes acides monohydratées pour la cytidine (CMP) et l'adénosine (AM?), 

du sel disodique trihydraté pour la guanosine ( G M P ) ~  

Le dinucléotide (G~c) : guanylyl-3' + S t  cytidine est un pro- 

duit SIGMA et est commercialisé sous forme de son sel d'arnrnoniumé 

L1éthyl-9 guanine est un produit SIGMA* 



4) Les acides aminés 

Tous les acides aminés sont des produits~SIGMAo Il s'agit de la 

N-acétyl L-tyrosine, de son ester éthyliq~e~de la méthoxy-4 phénylalanine, 

de la N-a-acétyl L-histidine, du N-acétyl DL tryptophaneo 

La ~-~o~a(dihydrox~-3,4 phénylalanine) est un produit FLUKAo 

5 )  Les solvants 

Les solvants deutériés (eau (99,75 $) ; méthanol (99,5 $1) sont 

des produits SSTo 

NaOD et DC1 (10 Nf 99,5 $) proviennent également de chez SSTo 

III - PLETHODOLOG13 ET MESmS 

1 ) Filtres optiques 

Au cours de 1 'irradiation des sps tèmes porph:rrines/substrats, il 

est nécessaire d'utiliser des filtres qui transmettent la lunière aux lon- 

gueurs d'onde d'absorption des porphyrines. 

Il faut égalenent que ceux-ci pussent filtrer la lumière 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 à 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 (4, (filtre COKNIliG 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 l'intensité lunineuse pour des longueurs d'onde supérieures 

à 580 nm. Celles-ci sont généralement utilisées en photochimiothérapie 

avec les porphyrines. 





2) 1l:tude de la complexation 

Sur les tableaux V-1,2,3 sont rapportés paramètres 
i 

nécessaires à l'établissement des courbes A -  = f 
T 

température. (cf chap. IV). 

obs 
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 Y. 

6 est le déplacement chimique des protons i de la tyrosine seule 
s 

en solution à la concentration C et à la températ~ire T. 

6 = 6 - 6 = A: est le déplacement induit des protons i de 
i s obs 

la tyrosine dans le complexe porph:~rine-tyrosine. 

Les variations des concentrations ont été obteliues par dissolution 
-1 

d'une solution mère où C = 1,2.1 O-' mole.1 . Le calcul des nouvelles concen- 
trations a été effectué en comparant l'intensité des protons aromatiques de 

la tyrosine à celle d'un étalon interne. Ce dernier est constitué par une 

solution de tertiobutanol contenue dans un tube capillaire que nous plaçons 

à l'intérieur du tube de W. 

i 
Les valeurs des paranktres suivants (K, A ) et (AHO, As0) ont été PT 

calculées à 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. 14ous donnons à titre d'exemple le 

"listing" et un exemple d'exécution de ces deux programmes sur les figures 

v-3,3' 



r------'--------------------------------------------- 
I  I  I  I  I  I  7----- 7 

I  .- 
1 
I  I  I  
I  I  
I  I  I I I 7 - 1  
I  I  I  I  I  I  I  I  I  

I  m l  m l  ( D I  C O I  C O I  C O I  COI I N I  N I  N I  N I  N I  N I  N I  
1 0 0 1  - I  - I  - I  - I  - I  - 1 - I  
I  C U I L o (  rC I  b I  b l b l I  b I  b I  
1 m l  I  1 I  ! I  I  I  I  
! 

I  
I 

I  I  I  I  1 I  
I  1 m f  m l  m l  * I  0 1  N I  m i  f - 1  
I  
I  

1 n i  N I  m l  u l  ( D I  C O I  I I  - 1  I  - I  - 1 .. I  - I  - I  
I  

- I  - 1 

I  
( D I  ( D I  ( D I  ( D I  ( D I  ( D I  , l  1 . 0 1  I  I  I  l I  

-1 
I  l I  I  I  1 

I I  
I  I  
I  1 .- 
I  
l I  

I  I  I  I  I  I  I  
I  1 .  I  
I  I  
l Y I  V , f  f o l -  - 1 N f  N I  I  N I  N f  

- 1  f c ;  C c : ;  
I  I  I  I I  I  

I  I I I I I 
I  I I 
I  

I  --f 
U ) I  $ 1  N I  < O 1  I I  

I I I k t  C O I  m l  
I  - 1 - 1 - I  - I  - I  
I  ( D I  ( D I  ( D l  ( D I  ( D l  
1 l I  I  I  I  I  I  I  11 8 I I 4 

1 1 '  I  I  I  1 I  --I I  
I  I  1 m . 1  0 1  0 1  ( D I  1 0 1  U l  I  I  .- I O 1  0 1  m l  I  m l  I  N I  I  I  I  - I  - I  - 1 - I  - I  
I  

- 1 
f W I  - 1 - 1  O  0 1  0 1  0 1  0 1  

1 I  1 I  I  I  I  I  I  I  
! I 

I  

I  
I 

I  I  I  - 
1 I  I  

1 Y I  
I t I I I 

1 I  I  I  
- 1  N I  - 1  R :  m i  - 0 1  I = ;  - ,  - ,  - ,  

O  - 1  Co 1 ; m l  - i - I  - 1 
I  I 1 C I . 1  b~ G I  < [  b I  b I  

! I  I  I  1 I  I  I  I  
i I 0 I I 7 

I  I  I  I  1 I  
I  
I  

1 m l  C O I  m i  
I  
1 

- I  - l - 1 - 1 - I  - I 
1 

I = ' I  m l  ( D I  ( D I  ( D I  ( D I  ( D I  ( D I  1 I  I  -1 I  I  I  I  I  1 

I  I  
- 

I  I  
I  I  I  I  I  

I  

I 
1 c ~ I  C O I  a )  1 m l  C D I  - 1  

I  
1 - 1  - 1  0 1  m l  C O I  U i I  U I  m l  
1 - 3 ;  

- I  .. I  .. I  - I  .. 1 - I  - I  1 
1 I  I  I  I  I  o f  0 ;  O  O '  

- 1 - 1  0 1  

1 I  I 
I  

I  I  

I  

I  
I  
I  I  
I  I  I  -; I  I  I I l I 1 l I  I I  7 - 1  I  I  
I  l  I  I  I  I  I  1 I  

1 
I  I  
I  
I  
I  
I  
1 U 
l 
I  
1 
I  
I  1 I  I  I  I  
L----------4,-,,,,4------4------4------d------A------A---- 

I 
-4 



I  i---t--I I I 1 I 1 

I Y I  
I  I  I  l I  

I m  I r )  1 I t n  I L "  j t n  1 I O !  m l 0  / ? , I o ,  , o , , o -  1 0 , ;  
i ; ; "  1 f G  I N  f N  I N  N N 1 

i 
1 

i i u ,  l m  j m  i i i 1 
I  

l b  I I 
Ui I I 0  I I  m I l  

I  
I  
l 

1 , -  1 -  1 -  1 -  1 -  1 -  I  
I  

t 1 I  I  I  I  I  - 8 I 

I  I  I  I  I  I  I l 
I  I  I  I  I  1 I  
I  I  I  I  I  

i 
1 
I": 

I  f~ I  - l I  1 

l i  
I  
l i  

I  
1 

I  ; Ï I o  I  l 'O I  I 
I O  7 I F  

I": 
I  

I  - 
I  I  I  I  - I  

I o  I o  I  
a, 1 -  

I c n  I o  I N  I  I  - I  I  I  
I  I N  I C J  I -  
I  g 1 - 1 - 1  

~ r )  l m  i r )  I 

I  
I I I I  

1 -  I  l a  1 -  I t C  I r )  I  





- 
t'? 

1 
Lti 
t..:: 

P.. 

- .WVYYYY 

X X X X X X X  

i3- 
r-. 
3 
43 

hti m ~c 
O c-r lF40 
Li O 
a 4 J q :  

O - m  
1 L< d 

'a, * a %  L  .. G r n O  L, 
O a m  O 

M   ria^ o 
1 4 '3 > m rn Q) 

o a d m a  
al .rl O 
k d 
1 

Q) S, 

ho a a c g  a ri .ri 
rl m rn *rl 
k - m o u  

a E: & r i  
a hccl a , a 4 ~  

rl rl 'a, 
a w h  O 
6.ciF44 o 
X a 'O 11 
u g m  

a i &  
.- 

= L r l *  
hD -4 > 
2 l ," +, 
4 4J * 
m a  * 
r l  O A II 
A -  m = a x *  



-4 
4 -c, 

B m 
rl 

k -Q 'a, 
a, a, k 
a ru L 

X - 0  
-4 a, - 0  
1 4  fl w a x  Q) 

€ d Q ) o m  
E O  g ;  
E 
C d l - Q Q )  
k d 0.4 

k  O O rn a - 4  
k  Q) cCi a 5  mccr 

v a a l  
1 - d r i  O 

" B k  
O 

O R O "  
m E n -  
O k -  
-4 Q)-i 
rlCI Q) 

a + ,  c 
ri -4 

2 r n o v i  
; : ? , O  

C , b X  
a,<Q)-4 
d E 0 d  
a ( d t n h  

*- 4 5 
x a-i O 
a, I (d 

- . * ~ Y c I  .', 
Li-: -un 

Y II Ci-W.-. a k>+ 
I I  d- 

'4- 
g :; 
= Li-: 



BIBLIOGRAPHIE 

1 - J. MARK0 
Thèse de doctora t  Zs-sciences Physiques, Universi t é  de L i l l e  1, 

Chapitre V (mai 1 986 ) 

2 - J .B .  VZRLHAC, A. GAUDFaER e t  I. KRALJIC 

Nouv. J. C h i m .  €3, 401 ( 1  984) 



C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  



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-^^^^^) appliquée à 1 ' é tude 

du comportement photochimique de ces produits seuls en solution aqueuse ou 

vis-à-vis de modèles de substrats biologiques qui constituent en général 

leurs cibles d'attaque privilégiées in vivo permet I'établissement des 

mécanismes de leurs photoréactions de nature radicalaire,, 

Ainsi lors de l'irradiation lumineuse en continu (état station- 

naire) de ces agents pho tosensibilisants seuls en solution, nous avons 
1 observé pour la première fois par CIDNP H des polarisations sur ces pro- 

duits. Un mécanisme d'annihilation triplet - triplet est suggéré d'après 
les calculs de l'énergie libre de formation de la paire de radicaux-ions. 

Les espèces semi-oxydée et semi-réduite de la porphyrine (radical anion - 
radical cation) seraient ainsi formées par la réaction entre deux molécules 

à l'état excité triplet,, 

En présence des bases des acides nucléiques (purines et pyrimi- 

dines) ou des acides aminés aromatiques (tyrosine, tryptophane, histidine) 

un parallélisme intéressant du point de vue réactivité a pu être établi 

avec l'étude déjà effectuée dans ce laboratoire par Je MARK0 sur les phéno- 

thiazines* Nos résultats sont tout à fait complémentaires de ceux de la 

série phénothiazinique et prouvent le comportement équivalent des deux 

familles de dérivés photosen~ibilisants~ 

En ce qui concerne l'étude par photo CIDNP du système parphy- 

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 à pouvoir détecter) dans laquelle la porphyrine 

joue le rale 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. Le mécanisme de leur formation, en accord 

avec les règles de KAF'TEIN, fait intervenir l'état excité triplet des 

porphyrines. Cette étude a également mis en valeur l'importance des pro- 

cessus photo- rédox qui vont gouverner d'un point de a i e  énergétique la 

direction du transfert d'électron* 

Ainsi une bonne corrélation a été trouvée entre les potentiels 

de réduction des porphyrines, d'oxydation des nucléobases et l'effica- 

cité de ce transfert* Comme la photodégradation de l'ADN par les porphy- 

rines résulte principalement d'une photooxydation des résidus guanines, 

nous suggérons qu'une réaction de type 1 (transfert d' électron) analogue 

à celle observée dans notre étude peut être un des processus primaires de 

photosensibilisation de l'ADN par les porphyrines, 

L' étude du système 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'hydrogène avec l'his- 

tidine@ Toutefois, comme dans le cas des nucléabaseg,, c'est la porphyrine 

excitée dans son état triplet qui joue le r81e d'accepteur, L'application 

des règles de KAPTEIN ainsi que l'étude énergétique de la formation des 

paires de radicaux-ions nous ont permis de conforter les mécanismes propo- 

sés& 

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 

hydrogène avec la porphyrineo L'irradiation de ce complexe favoriserait 

l'obtention de polarisations sur la porphyrineo C'est la première fois que 

des polarisations sont observées en milieu polaire sur la porphyrine et à 

1' état stationnaire. 

Dans le cas du tryptophane et de l'histidine, nous avons observé 

des polarisations sur différents photoproduits, Ceux-ci se formeraient au 

cours de réactions non-réversibles par piégeage des radicaux diffusants, 

Nous n'avons pas pu déterminer la structure de ces photoproduits à cause 



de la complexité des spectres enregistrés à 80 Müz dans le cas du trypto- 

phane* Le spectre RMN des réactifs et des photoproduits sont superposés 

et ainsi difficiles à interprétere Une étude sur un spectromètre opérant 

à champ plus élevé permettrait peut être de déterminer leur structureo 

De même les faibles concentrations utilisées au cours de notre étude ne 

nous permettent pas de les isoler. 

Toutefois, certains mécanismes proposés au cours de l'étude de 

ces réactions, particulièrement dans le cas de l'histidine, restent à 

confirmer. 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 différentes. Afin de différencier celles-ci, il serait inté- 

ressant d'utiliser la technique de photo CIDNP résolue dans le temps 

(cf chapitre 1) qui permettrait d'évaluer l'importance relative des pola- 

risations créées à partir de ces différentes réactions, 

Il est difficile de comparer la photoréactivité des porphyrines 

entre elles vis-à-vis d'un substrat donné car elles ne réagissent pas 

toutes de la même façon. 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 

possèdent le potentiel de réduction le plus bas qui favoriseront le 

transfert d'électron. Il en est de même pour les porphyrines métallées 

diamagnétiques. Les porphyrines métallées paramagnétiques ne montrent 

aucune photoréactivité particulière par CIDNP, 

Notre travail constitue ainsi une approche préalable à la pour- 

suite éventuelle d'études sur des modèles plus élaborés avec un matériel 

permettant la résolution temporelle des spectres* 

Il peut également s'appliquer à l'étude d'une série de composés 

analogues, les phtalocyanines, qui sont également connues pour réagir par 

des mécanismes de type 1 et qui peuvent constituer des agents de substitu- 

tion des porphyrines en photochimiothérapie des cancerso 
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type Il (oxygène singulet) et type l UgdEcglaOrd. L.- -- d 

Ce travail pdsente tme u i e i o n  à Petde des processus primaires de . 

photoréaction des paphyrines. Cette #tude est r l l s l ish  B l ' a b  de la technique 

de Polarisation Nuciéajre Dynamique Induite photochimiquement iphoto-CIDNP), 

Cette technique nous a permis &obtenir ûes infurmations s u  les photor&actiorw 

radicalaires & ces produits, teuls w en pdsence de substrats Mdogiques (bases 

des acides nucl6iqueo ; amino-acideo womati~ussb Les mécanismes & photw 

r6action sont discutés, 

- La photadaction des porphyrines sades dans l'eau fait intervenir ui mécanisme 

&annihilation triplet-triplet. 
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réiactiorr~ de transfert de drarge qui dépandent de plusieum paramètres (valeur 

de pH# potentiels d'-on des pFociuits, -leMion), 

Le mkmisme met en jeu Pétat triplet des priphyrines qui dqït par un 

M e r t  b&ectrm avec le substrat porr former intenirdiaimmmt uie paire de 


