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SUMMARY 

Photosensitization of constituents of nucleic acids by proflavine. Mechanism o f formation 
of hydrogen addition radicals in frozen aqueous solutions 

It is shown that the insertion of nucleotides between proflavine molecules is 
favourable to photosensitization. Furthermore, (1) each molecule ofproflavine gives 
at the most one free radical in the substrate, (2) the chromophore is largely restored 
when oxygen is not present, (3) superoxide radicals are observed in the presence of 
oxygen, and (4) formyl radicals are detected. The scheme elaborated for the mecha- 
nism gives an explanation for all these observations. 

INTRODUCTION 

Toute une s6rie d'6tudes ont permis de mettre en 6vidence la formation de 
radicaux libres dans des solutions gel6es de biomol6cules lors de leur photosensibilisa- 
tion (2 > 320 nm) par divers types de chromophores [1-18], notamment des colo- 
rants d6riv6s de l'acridine [1, 2, 4-6, 8-18]. Dans le cas des constituants de I'ADN, 
ces radicaux libres sont essentiellement des radicaux d'addition d'hydrog6ne RH2 et 
des radicaux peroxydes ROO, ces derniers n6cessitant la prdsence de l'oxyg6ne [10]. 
Du point de vue m6canisme, il est clairement 6tabli que l'absorption de la lumi6re 
visible conduit/t  l'ionisation du colorant suite fi un processus/t deux photons, cor- 
respondant respectivement A 2 ---- 454 nm et 320 < 2 > 365 nm, avec le premier 6tat 
triplet comme interm6diaire [11 ]. L'61ectron ainsi lib6r6 rdagit avec des mol6cules de 
bases, nucl6osides et nucl6otides, pour donner des radicaux anioniques [15, 18], 
lesquels se transforment finalement en radicaux d'addition d'hydrog6ne, probable- 
ment par r6action avec des protons dont l'origine est encore mal d6termin6e. Une 
autre question non r6solue jusqu'/t pr6sent concerne la formation des radicaux 
peroxydes. Selon les conclusions de Delmelle [19], ce sont les mol6cules d'oxyg6ne 
excit6es, suite /~ un transfert triplet-triplet, qui conduiraient/t ces radicaux localis6s 
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dans le substrat. Mais il ne peut &re exclu que ceux-ci r6sultent d'une r6action avec 
l'oxyg6ne dissous, du type R ' + O 2  ~ ROO', R" &ant le radical caract6ristique du 
substrat ~ la temp6rature de l'azote liquide, comme ce fut effectivement sugg6r6 pour 
la photosensibilisation d'autres syst6mes [20, 21]. 

Le but de cette Note est d'analyser tout un ensemble de r6sultats nouveaux 
obtenus ~t l'aide de la r6sonance paramagn&ique 61ectronique (RPE) et de la spectro- 
photom6trie d'absorption, en vue d'61aborer une proposition de m&anisme qui per- 
mette de r6pondre aux questions explicit6es ci-dessus. 

DISPOSITIF EXP15RIMENTAL 

Les dispositifs exp6rimentaux utilis&, d'une part, pour les observations de 
RPE et d'autre part, pour les irradiations (2 > 320 nm) sont identiques h ceux 
d6crits ant6rieurement [10]. Les int6grations des spectres ont 6t6 r6alis6es h l'aide d'un 
ordinateur Varian du type Spectrosyst~me 100: l'erreur absolue sur la mesure des 
intensit& des spectres peut &re estim& b~ 20 ~.  Les valeurs des facteurs g ont 6t6 
d6termin6es par interpolation graphique entre les deux raies centrales de Mn z+, 
comme expliqu6 pr&6demment [22]. Les mesures d'absorption optique furent 
r6alis6es & l'aide d'un spectrophotom&re Cary 14, dans la cellule duquel 6tait mont6 
un dispositif ~ temp6rature variable semblable ~t celui utilis6 dans les spectrographes 
RPE Varian. Les solutions aqueuses 6taient gel6es ~ 77 °K par immersion rapide dans 
l'azote liquide. Les 6chantillons d6gaz& 6taient gel6s apr& un barbotage d'azote 
durant 15 rain. Tous les produits utilis6s sont de provenance commerciale: proflavine 
h6misulfate (~M ~t 444 nm 6gal 33 500, pour des concentrations en proflavine inf&ieu- 
res ~t 4 • 10-5M) de la firme British Drug Houses et constituants des aeides nucl6iques 
de la firme Calbiochem. 

En g6n~ral, chacune des s6ries d'exp&iences d6crites dans ce travail a 6t6 
ex6cut& trois fois: la reproductibilit6 des mesures quantitatives peut &re estim6e inf6- 
rieure ~. 15 ~.  

RF~SULTATS EXPERIMENTAUX 

A. Observation par spectrophotom~trie d'absorption du radical ion-positif de la proflavine 
II est connu [23, 24] que le radical ion-positif de la proflavine se caract6rise, en 

matrice vitreuse ~. 77 °K, par une bande d'absorption dont  le maximum est 
situ6 aux environs de 810 nm. Celle-ci est effectivement observ6e, en absence et en 
pr6sence d'oxyg~ne, h 77 °K dans H2SO4, 6 M, lorsque le complexe proflavine 
(10-3M)/nucl6otide (10-1 M) est irradi6 avec des longueurs d 'onde comprises entre 
300 et 700 nm (filtre au CuSO4). Dans le cas off les irradiations sont r6alis6es avec de 
la lumi~re correspondant b. 400 < 2 < 800 nm (filtre Jenaer-Glasswerk Schott G G  
400 doubl6 d'un filtre au CuSO4), la bande d'absorption en cause n'est pas observ6e. 
I1 en est de mSme lorsque des longueurs d'ondes sup6rieures ~t 320 nm (filtre Jenaer 
Glasswerk Schott WG345) sont utilis6es pour l'irradiation. Ces r&ultats confirment 
une fois de plus la photoionisation & deux photons de la proflavine avec production de 
son radical ion positif. 

B. Influence du pH sur le rendement en radicaux libres 
Des exp6riences pr61iminaires [11 ] r6alis6es ant6rieurement dans H 2 0  et dans 
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Fig.  1. E v o l u t i o n  du  n o m b r e  t o t a l  de r a d i c a u x  l ib res  (un. a rb i t . )  i ndu i t s  d a n s  les s o l u t i o n s  gel6es de  
nuc l6o t ides  pho tosens ib i l i s6es  p a r  la  p ro f l av ine  en  f o n c t i o n  d u  p H .  Les  diff6rents  p H  son t  o b t e n u s  en  
a j o u t a n t  des  gou t t e s  de I-ICI, 5 • 1 0 -  ~ M o u  de N a O H ,  5 • 10-1  M a u x  s o l u t i o n s  a q u e u s e s  d o n t  les pI-[ 
i n i t i a u x  f iguren t  d a n s  le t a b l e a u  I. I r r a d i a t i o n  b. 77 ° K  avec  2 > 320 nm.  (a) en  absence  d 'O2 ; (b) en  pr6- 
sence  d 'O2  ; × --  × ,  5 ' - d A M P ;  • - -  • ,  5 " - d G M P ;  O --  (3,  5 ' - d T M P ; ~ I  --  IS], 5 " -dCMP;  H - -  H , r a d i c a u x  
R H 2  d a n s  la 5 ' - d T M P .  C o n c e n t r a t i o n  en  nuc l6o t ide :  5 . 1 0 -  2 M. C o n c e n t r a t i o n  en  p ro f l av ine :  5 . 1 0  - 4  M. 

NaOH, 10-2 M, ont donn6 des r6sultats identiques, sugg6rant que le pH n'influence 
pas le rendement radicalaire de la photosensibilisation des nucldotides par la profla- 
vine. Dans cette 6tude, l'effet du pH a 6t6 analys6 dans une gamme de valeurs s'6ten- 
dant de 1.2 5. 11.8, l'ajustement 6tant obtenu par addition aux solutions aqueuses dont 
les pH initiaux sont not6s dans le tableau I, de gouttes de HC1 5 .10 -1  M, ou de NaOH 
5 . 1 0 - 1  M suivant les cas. I1 a 6t6 v6rifi6 que la cong61ation et l'irradiation subs6quente 
n'affectent pas le pH des solutions. Toutes les mesures d'intensit6 ont 6t6 r6alis6es sur des 
spectres obtenus apr6s 30 min d'irradiation, dur6e qui correspond au plateau de satura- 
tion caract6risant la courbe de croissance des radicaux libres. Les courbes des figures 1 a 
et lb repr6sentent l'6volution, en fonction du pH, du nombre de radicaux libres induits 
dans les quatre nucl6otides de i 'ADN, respectivement en l'absence et en pr6sence d'oxy- 
g~ne. D'une mani~re g6ndrale, les spectres observ6s sous O2 sont toujours les plus 
intenses et la diff6rence avec les 6chantillons d6gaz6s est particuli6rement significative 
pour les pH acides, probablement, ainsi que nous le verrons dans la suite, ~ cause de la 
pr6sence en quantit6 tr6s importante de radicaux superoxydes HO2. D'autre part, 
l'analyse des r6sultats permet de d6composer le domaine de pH envisag6 en trois 
zones: jusqu'~ 2.0-2.2, le nombre total de radicaux libres augmente rapidement, il 
d6croit ensuite de fagon plus ou moins accentu6e suivant le substrat, jusqu'b. 8 environ. 
Au del5. de cette valeur, la diminution s'accentue consid6rablement sans toutefois 
jamais s'annuler. Dans le cas de la 5'-dTMP, il en est de m6me pour l'6volution du 
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TABLEAU I 

CARACTI~RISTIQUES DES SOLUTIONS AQUEUSES DE NUCLI~OTIDES* 

Nucl6otides pH 

5'-dAMP 8.9 
5'-dG MP 7.4 
5'-dCMP 3.7 
5'-dTMP 6.5 

* Concentration en nucl6otide: 5- 10 -2 M; concentration en proflavine: 5. 10 -4 M. 

nombre  de radicaux d 'addi t ion  d 'hydrog6ne (Fig. la),  ainsi qu ' en  t6moigne la varia- 
t ion de la mesure des intensit6s des raies extrSmes de la structure hyperfine. 

C. Nombre de radicaux libres induits par moHcule de proflavine 
Pour des condit ions exp6rimentales identiques, c'est-/l-dire pH, concentra t ions  

en substrat  et en colorant,  les rendements  radicalaires de la photosensibi l isat ion des 
nucl6otides par  la proflavine sont maximums dans les matrices aqueuses vitreuses. En 
outre, dans celles-ci, la pr6sence de l 'oxyg6ne n ' inf luence ni la forme, ni l ' intensit6 du 
signal. C'est  pourquoi  la d6terminat ion du  nombre  de radicaux libres induits  par  
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Fig. 2. Evolution du nombre total de radicaux libres induits dans des verres (MgCI2, 3 M) de thymine 
( × ) et de 5"-dTMP (~) photosensibilis~s par la proflavine en fonction de la concentration en colorant. 
Irradiation ~ 77 °K avec 2 > 320 rim. 
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mol6cule de proflavine a 6t6 effectu6e dans des solutions aqueuses de MgCI 2, 3 M, et 
de LiC1, 12 M. L'6chantillon de r6f6rence 6tait une solution gel6e de 2,2,6,6-t6tram6- 
thyl-pip&idine-N-oxyle, 3.46- 10 -4  M, dont la dilution 6tait chaque fois ajust6e de 
facon ~t correspondre ~ un spectre d'intensit6 aussi voisine que possible de celle ca- 
ractdrisant la r6sonance de l'6chantillon 6tudi6. Dans les types de matrices utilis6es, 
les rdsultats obtenus ne diff6rent pas entre eux de plus de 5 % et ils restent inchang6s 
quel que soit le nucl6otide photosensibilis6, pour autant que les concentrations en 
colorant soient inf&ieures ~. 1 0 - 4 M  et que les concentrations en substrat soient 
comprises entre 10 -2 et 10-1 M. La figure 2 illustre l'6volution du nombre total de 
radicaux libres dans la thymine et la 5'-dTMP (2.5 • 10 -2 M) en fonction de la con- 
centration en proflavine, le solvant 6tant une solution aqueuse de MgC12, 3 M (pH 4). 
I1 est clair que les courbes relatives aux deux substrats en cause coincident et qu'elles 
se caract&isent par une pente pratiquement 6gale ~t l'unit6. En d'autres termes, le 
nombre de radicaux libres observ6s n'exc6dent jamais le nombre de mol6cules de 
colorant pr6sentes dans la solution. Sur le plan qualitatif, il faut remarquer qu'aucune 
trace d'un signal associ6/t une forme radicalaire du chromophore n'est ddcel6e dans le 
spectre. 

D. D$eomposition ou restauration du photosensibilisateur 
Les exp&iences d6crites dans ce paragraphe ont pour but d'61ucider si l'induc- 

tion des radicaux observ6s implique ou non la d6composition du photosensibilisateur. 
Elles ont fit6 r6alis6es dans une matrice vitreuse (MgC12, 3 M) suivant le plan ci- 
apr+s: l'irradiation (30 min) et les observations de RPE sont faites une premi&e fois h 
77 °K. Les 6chantillons sont ensuite r6chauff6s 10 min ~ la temp&ature ordinaire puis 
sont ~t nouveau refroidis pour une autre photosensibilisation b. la temp6rature de 
l'azote liquide. 

Pour les bases, nucl6osides et nucl6otides caract6ristiques de I'ADN, les r6sultats 
mettent en 6vidence un spectre RPE dont la forme est identique en tous points d'une 
fois b. l'autre, mais dont l'intensit6 d6croit ainsi que l'illustrent, pour la thymine et ses 
d6riv6s, les courbes des figures 3a et 3b. Alors que l'oxyg~ne n'influem;ait pas le rende- 
ment de la premiere photosensibilisation, l'analyse de ces courbes montre que sa 
pr6sence d6termine une ddcroissance plus importante du signal, d'une irradiation ~t 
l'autre. Des observations parall+les ont 6t6 faites b. l'aide de la spectrophotom6trie 
d'absorption. I1 est connu qu'en pr6sence d'un substrat purique ou pyrimidique, le 
maximum de la bande d'absorption de la proflavine est d6plac6 vers les grandes 
longueurs d'onde ~. la temp&ature ordinaire [25, 26]. A basse temp6rature, le spectre 
pr6sente un maximum situ6 vers 465 nm qui caract6rise la proflavine complex6e et un 
6paulement, vers 440nm, probablement dfi h la proflavine agr6g6e [27, 28]. Les 
mesures d'intensit6 ont 6t6 r6alis6es 5. 115 °K et ~. 300 °K, la photosensibilisation 
6tant toujours effectu6e 5. 77 °K. La figure 3c repr~sente les r6sultats obtenus avec la 
5 '-dGMP comme substrat. I1 est clair que les courbes relatives aux deux temp6ratures 
pr~cit6es coincident et traduisent une diminution continue de rabsorption. La coinci- 
dence de ces deux courbes indique, d'autre part, que les mesures peuvent ~tre effec- 
tu6es 5. la temp&ature ordinaire sans aucune influence sur le sens des variations 
mises en 6vidence. La figure 3d rassemble les r~sultats obtenus, dans ces conditions, 
respectivement avec la thymine, la thymidine et la thymidine-5'-monophosphate. 
Comme en r6sonance paramagn~tique 61ectronique, une d6croissance de l'intensit6 
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Fig. 3. Evolution (a) du hombre total de radicaux libres; (b) du rtombre de radicaux d'addition 
d'hydrog~ne, induits dans des solutions gel6es de thymine (×) ,  thymidine (O) et 5'-dTMP 
( 0 )  photosensibilis6es par la proflavine en fonction du nombre d'irradiations successives (2 > 320 
rtm, T = 77 °K) d'urt m6me ~chantillort, Apr6s chaque irradiation, celui-ci est r6chauff6 10 minh la 
temp6rature ordinaire. Traits irtterrompus: photosensibilisation en absence d'O2; Traits continus: 
photosensibilisation en pr6sertce d'O2. Concentration en substrat: 2.5 • 10 -2 M. Concentration en 
proflavine: 2 • 10 -5 M; 4 . 1 0  -5 M; 8 • 10 -5 M; (c) de la densit6 optique du 2,.ax de la proflavine 
(8 • 10 -5 M) en fonctiort de la dur6e d'irradiation (2 ~> 320 nm, T = 77 °K) en pr6sence de dGMP 
et sous N2. × -- ×, mesure h basse temp6rature; • -  O, mesure h la temp6rature ambiante; (d) de 
la densit6 optique du 2,,ax de la proflavine (8 • 10-5 M) en fonctiort de la dur6e d'irradiation (2 > 320 
rim, T = 77 °K) en pr6sence de x -- x,  thymine; O - - O ,  thymidine; 0 - - 0 ,  5'-dTMP, sous O2 
et de 5'-dTMP, []--UI, en absence d'O2. Mesure h la temp6rature ambiante. 

p lus  r ap ide  en  pr6sence  q u ' e n  absence  d ' oxyg6ne  est  observ6e.  Enfin,  l o r sque  la p h o t o -  
sens ib i l i sa t ion  est  r6alis6e avec  de la lumi6re  c o r r e s p o n d a n t  h des l ongueu r s  d ' o n d e  

compr i se s  en t re  300 et  700 nm,  la  d i m i n u t i o n  de l ' in tens i t6  du  s ignal  R P E  est p lus  
i m p o r t a n t e  que  si on  uti l ise des l ongueu r s  d ' o n d e  sup6rieures  ~. 320 nm,  c 'es t -h-di re  un  

d o m a i n e  c o m p r e n a n t  la bande  d ' a b s o r p t i o n  du  rad ica l  ca t ion  de la p ro f l av ine  (2ma ~ = 
810 rim). 

E. R61e de l'oxygOne: formation de peroxydes 
1. Radicaux superoxydes. P o u r  des  va leurs  du  p H  vois ines  de  2, les spectres  

observ6s  avec  les q u a t r e  nuc l6o t ides  son t  i den t iques  b. celui  i l lustr6 darts la  f igure 4a  et 
r e l a t i f  ~ la 5 ' - d T M P .  O n  y d6c61e du  c6t6 des hau t s  champs ,  les t races  de  la  s t ruc tu re  

la t6rale  associ6e au  rad ica l  d ' a d d i t i o n  d ' h y d r o g 6 n e  en  C6. La f o r m e  g6n6rale du  
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g ~  ~ g= 2.002/-,3 
1g=2,00243 ~g= 1,96712 

<J : 2,03051 

b) 

lg= 2,00263 
g = 2,0/d86 ~g=2,00243 ~ g= 1,96722 

Fig. 4. Spectres de R P E  obtenus  par  photosensibi l isat ion (2 :> 320 nm,  T = 77 °K, proflavine, 
5 • 10 -4  M) d 'une  solution de (a) 5 ' -dTMP (5 • 10 -z ,  p H  = 2); observat ion  h 77 °K, en pr6sence 
d 'O2 ;  (b) identique h (a) apr~s 5 min de r6chauffement  h 183 °K. Observat ion b. 77 °K. (c) 5 - d A M P  
(5 • 10 -2  M, p H  = 2), apr~s 5 min  de r ~ h a u f f e m e n t  h 133 °K. Observa t ion  ~. 77 °K en absence 
d 'Oz .  (d) Spectre de RPE obtenus  par  i r radiat ion X (77 °K) (80 kV, 25 m A )  d.'une solut ion aqueuse  
de 5 ' - d A M P  (10 -1 M) apr~s 5 min  de r ~ h a u f f e m e n t  h 133 °K. Observat ion  ~t 77 °K, en absence 
d ' 0 2 .  

signal s'apparente 6troitement 5̀  celle du spectre des radicaux H O  2. On est renforc6 
darts cette opinion 5̀  l'analyse des valeurs de gll et g±. Pour les spectres de la figure 4a, 
celles-ci sont respectivement 6gales 5̀  2.0392 et 2.0046, les valeurs correspondantes 
pour les radicaux HO2, induits par photolyse de HI (4 °K) dans une matrice d'argon 
contenant de l'oxyg~ne, s'616vent 5̀  2.0393 et 2.0044 [29]. II est 5̀  noter que la valeur de 
gll reste inchang6e d'un nucl6otide 5̀  l'autre. Quant 5̀  la mesure de g±, elle d6pend de la 
pr6sence sous-jacente d'autres esp6ces radicalaires dont l'influence se manifeste 
surtout dans le centre du signal: elle est 6gale respectivement 5̀  2.0055, 2.0049 et 
2.0046, pour la 5'-dAMP, 5'-dGMP et 5'-dCMP. Ces radicaux superoxydes disparais- 
sent g6n6ralement entre 158 et 163 °K, ne laissant subsister que des radicaux d'addi- 
tion d'hydrog6ne RH 2 et des radicaux peroxydes ROO. Ces derniers sont facilement 
identifiables par une disym6trie tr6s nette du pic central et une r6sonance unique du 
c6t6 des bas champs, dont le maximum est caract6ris6 par une valeur de g 6gale 5. 
2.0305 (Fig. 4b). 

Formation des radicaux RO0. Dans la glace, apr6s une 616vation de temp6ra- 
ture de 77 5̀  183 °K, soit directement, soit par paliers successifs, seuls des radicaux 
ROO sont encore observ6s jusqu'5` 215 °K environ. En pr6sence d'un pi6geur d'61ec- 
trons comme KNO3, les RH2" ne sont pas form6s et le r6chauffement jusqu'5` 183 K ne 
fait pas apparaltre de ROO'. En outre, ainsi qu'il ressort de l'analyse des r6sultats du 
tableau II, la temp6rature h laquelle s'effectue la transformation en cause d6pend de la 
nature de la matrice. Cet ensemble de constatations est en faveur d'une transforma- 
tion li6e 5̀  la diffusion de l'oxyg6ne. A 77 °K, celle-ci n'influence pas la population de 
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T A B L E A U  1I 

TEMPI~RATURE D ' A P P A R I T I O N  DES ROO" D A N S  DIFFI~RENTES MATRICES 

Syst~me Matrice Temp6rature d 'appari t ion 
~'~ K) 

Proflavine ÷ n ucl6otide H20  183 
Proflavine+nucl6otide H2504 1 M 160 
Prof lavine÷ Me2SO Me2SO/H20 (1:1 ) 165 

l'6tat triplet du chromophore [30] et, de plus, peu de radicaux ROO sont observ6s. 
Par contre, si la photosensibilisation est r6alis6e /l 205 °K, par exemple, l'oxyg6ne 
peut diffuser dans la matrice et d6peupler cet 6tat triplet, probablement par un 
transfert du type: 

T 1 ~ - 3 0 2  ~ 5 o + 1 0 2  (1 )  

S o et T 1 repr6sentant le photosensibilisateur respectivement dans l'6tat fondamental et 
dans l'6tat triplet le plus bas. En cons6quence, aucun peroxyde n'est observ6 mais le 
nombre total de radicaux est plus faible qu'en l'absence d'oxyg6ne et cette diff6rence 
est particuli6rement significative dans le cas des d6riv6s pyrimidiques (Tableau III). 
En pr6sence de NaNa (10-3-10 -1 M), qui diminue la dur6e de vie de 10 2 [3l], les 
seuls radicaux observ6s sont des peroxydes. 

F. Prksence de radicaux formyles 
D'une mani~re g~n6rale, pour les syst~mes proflavine-nucl6otides, lorsqu'on 

61~ve la temp6rature de l'6chantillon de 77 b. 133 °K, on voit se pr6ciser dans le 
spectre (Fig. 4c) une raie caract6ris6e par une valeur de 9 6gale ~. 1.96712. Celle-ci 
correspond en position, forme et largeur 5. une des deux composantes du signal 
obtenu par irradiation X de solutions aqueuses des nucl6osides et nucl6otides consti- 
tuants des acides nucl6iques (fig. 4d) et attribu6/t des radicaux formyles HCO [32]. 
La raie en cause est particuli~rement intense dans le cas des d6riv6s puriques et plus 
sp6cialement dans la 5'-dAMP. En outre, son intensit6 est ind6pendante de la pr6sence 
de l'oxyg~ne. 

T A B L E A U  1II 

N O M B R E  TOTAL DE R A D I C A U X  INDUITS  P A R  PHOTOSENSIBILISAT1ON lk 205 CK D E  
SOLUTIONS A Q U E U S E S  DE NUCLI~OTIDES* 

Nucl6otide Nombre  total de radicaux 
( × 1 0  -~ M) 

en pr6sence d'O2 en absence d'Oz 
(unit. arbit.) (unit. arbit.) 

5 ' -dAMP 12 15 
5 ' -dCMP 12 20 
5 ' -dGMP 16 19 
5 ' -dTMP 6 25 

* Concentrat ion en proflavine: 5 • 10 -4  M. 
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DISCUSSION 

A l'heure actuelle, il ne fait pas de doute que c'est la forme proton6e de la 
proflavine qui est photosensibilisatrice [30]. C'est ce qui explique l'observation d'un 
rendement radicalaire maximum darts une zone de pH oll cette forme du colorant 
pr6domine. La diminution observde darts le nombre de radicaux induits pour des 
valeurs du pH approchant 8, alors que la population de l'6tat triplet du chromophore 
reste pratiquement constante [30], paralt indiquer que les modifications de l'6tat 
chimique du substrat influencent le processus d'induction en cause. I1 ne peut ~tre 
exclu, en effet, que celles-ci s'accompagnent d'une variation du pouvoir accepteur 
d'61ectron du nucl6otide ou d'une alt6ration de ses interactions par empilement avec le 
photosensibilisateur, ces deux cons6quences n'6tant pas n6cessairement li6es. Au niveau 
de I'ADN l'intercalation des mol6cules de proflavine entre les paires de bases est un 
facteur favorable ~ la photosensibilisation [17]. Dans les m61anges nucldotide/profla- 
vine, il enest de m~me pour l'insertion des mol6cules de substrat entre les mol6cules de 
colorant: ~t pH constant, cette insertion augmente non seulement la population de 
l'6tat triplet du chromophore par d6sagr6gation [30], mais elle facilite en outre le 
transfert des 61ectrons, 6mis par photosensibilisation, le long des mol6cules empil6es 
[33]. 

En ce qui concerne les conclusions de ce travail; elles peuvent se r6sumer en 
quatre points. Au cours de la photosensibilisation des nucl6otides: 

1. Chaque mol6cule de proflavine donne naissance, au maximum, ~t un 
radical libre darts le substrat. 

2. Le chromophore est largement restaur6 en l'absence d'oxyg6ne: la destruc- 
tion observ6e sous  N 2 pouvant notamment r6sulter de la pr6sence d'une certaine 
q u a n t i t 6  d ' O  2 r6siduel. 

3. En pr6sence d'oxyg6ne, des radicaux superoxydes sont induits dans ie 
milieu. 

4. Des radicaux formyles sont observds. 
A c e  propos, l'analyse des radicaux libres induits par radiolyse de solutions 

gel6es de nucl6otides [32] a montr6 que ces radicaux HCO proviennent d'une r6action 
de radicaux OH et de produits de d6gradation de la partie pentose. I1 peut en ~tre de 
m~me pour la photosensibilisation, puisqu'aussi bien la lib6ration du ribose est une 
des cons6quences importantes de Faction photodynamique de l'acridine orange, par 
exemple, sur la guanosine [34]. Dans ces conditions, l'observation de radicaux formy- 
les pourrait 6tre consid6r6e comme une preuve indirecte de l'induction de radicaux 
hydroxyles dans le milieu, lors de la photosensibilisation par la proftavine. 

En partant de ces conclusions, le sch6ma g6n6ral suivant peut ~tre propos6. Le 
potentiel d'ionisation de PH + 6tant suppos6 plus 61ev6 que celui de P, le processus de 
photoionisation a deux photons peut se r6sumer comme suit: 

pH + by, lpH+ • 3pH+ • 3 p - ~ H +  (2) 

% (P+)'+e- (3) 

A partir des 61ectrons 6mis, peuvent ~tre form4s les radicaux anions de la base (r6ac- 
tion 4a) qui, par r6action avec les protons lib4r6s en (2) conduisent finalement aux 
radicaux d'addition d'hydrog4ne (r6action 4b). Si l'oxyg4ne est pr4sent, on doit 
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s 'at tendre h ce qu'il  pi6ge les 61ectrons et donne ainsi des radicaux O2-  (r6action 4c), 
don t  la forme proton6e est effectivement observ6e. 

R H ÷ e -  • R H -  

R H - ÷ H  + • ( R H - ) H  + • R H  2 

O 2 + e -  ~ 0 2- ~ HO 2 

(4a) 

(4b) 

(4c) 

Cette comp6tit ion entre les mol6cules d 'oxyg6ne et celles de substrat pour  la capture 
des 61ectrons permet  de comprendre  pourquoi  le nombre  de radicaux d 'addi t ion 
d 'hydrog~ne est toujours plus faible lorsque ce gaz est dissous dans la matrice. I1 est ~t 
noter  que l 'on ne peut  exclure b. priori la format ion d 'a tomes d 'hydrog6ne ~ partir  des 
protons  du solvant. Mais dans la glace ~t 77 °K, ces atomes ne sont pas suffisamment 
stables pour  ~tre observ6s [35]. 

Quant  h la restauration du chromophore ,  elle peut r6sulter d 'une  r6action du 
type: 

(P+) '+H20 • ( P + ) ' + H + + O H  _   .lo.m pH++OH . (5) 

favoris6e par l ' i rradiation dans la b~mde du radical cation et en pr6sence d 'oxyg6ne 
comp&itive de la r6action (6) 

( P + ) ' + H O  2 , P O O H  (6) 

qui conduit  alors ~ la destruction du photosensibilisateur. Dans ces conditions, ce 
seraient les radicaux O H  lib~ris par  la r6action (5) qui induiraient finalement les 
radicaux formyles. 

RI~SUMI~ 

I1 est montr6 que l ' insertion des mol6cules de nucldotides entre celles de pro-  
flavine favorise la photosensibilisation. De plus, (1) chaque mol6cule de proflavine 
donne  naissance, au maximum, ~t un radical libre dans le substrat, (2) le ch romophore  
est largement restaur6 en l 'absence d 'oxyg6ne, (3) des radicaux superoxydes sont  
observ6s en pr6sence d 'oxyg6ne, et (4) des radicaux formyles sont d6tect6s. Le sch6ma 
6labor6 pour  le m6canisme permet de rendre compte de toutes ces observations.  
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