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L’hypéricine, un pigment naturel, posséde une activité antitumorale et antivirale photoinduite. Cette activité
pourrait étre lice dans une certaine mesure a la capacité de ce pigment a produire un transfert de proton dans un
état excité. Partant de cette idée une étude par spectroscopie laser de I’équilibre prototropique de I’hypéricine dans
son premier état triplet a été entreprise. Le milieu dans lequel cette étude a été réalisée est une dispersion micellaire
tamponnée de fagon a simuler 'environnement d’une membrane cellulaire dans laquelle ’hypéricine est
principalement localisée. Les expériences de photolyse-éclair dans I’échelle de temps de la microseconde indiquent
que I’hypéricine dans son premier état triplet est un donneur de proton pour lequel ’équilibre acide-base ne peut
pas €étre établi totalement pendant la durée de vie de I’état excité. Une analyse dynamique a donc du étre effectuée
de fagon a obtenir la valeur correcte: pK} = 7.35. La constante d’acidité dans I’état triplet augmente fortement par
rapport a celle dans I’état fondamental et la constante de vitesse de déprotonation est k; = 1800s~1. A pH > 10 un
transfert de proton photoinduit entre I’hypéricine dans I’état triplet et son dianion a été mis en évidence avec une
constante de vitesse k, = 3 x 10° M~ ! s~ !; ainsi aprés une excitation lumineuse, un transfert de proton peut se
produire trés rapidement entre I’hypéricine et un accepteur de proton voisin. Ces résultats montrent quune réaction
de transfert de proton doit étre considérée comme un des processus responsables des propriétés photosensibilisantes
de I'hypéricine.

Photoinduced proton transfer from the first triplet state of hypericin in micellar dispersion. Hypericin, a natural
pigment, possesses light-induced antitumor and antiviral activities and it was suggested that these activities may be
related, to some extent, to its ability to undergo a proton transfer reaction in its excited states. Thus a laser study of
the prototropic equilibrium of triplet hypericin has been performed in a buffered micellar dispersion in order to
provide a simplified model of the cellular membrane within which hypericin is thought to partition. Flash
photolysis experiments on the microsecond timescale indicated that hypericin excited in the triplet state is a proton
donor, but acid-base equilibrium cannot be completely established during the lifetime of the excited state. A
dynamic analysis was therefore carried out in order to obtain the correct value: pK¥ = 7.35. The acidity constant
in the triplet state markedly increases compared to that in the ground state and the proton dissociation rate is

ky= 1800 s~ !. At pH > 10 a photoinduced proton transfer between the triplet hypericin and its dianion was
observed with a rate constant k, = 3 x 10° M~ ! s~ !; thus after excitation, a proton could be transferred very
quickly from hypericin to a neighbouring proton acceptor. These results show that a proton transfer reaction in the
triplet state has to be considered as one of the possible processes responsible for the photosensitizing properties of
hypericin.

L’hypéricine et certains de ses dérivés sont des chromophores
constitutifs de photorécepteurs du régne végétal et dans une
moindre mesure du régne animal.!™® Au cours des dix
derniéres années ce composé naturel, par sa remarquable
activité biologique photoinduite, a suscité un intérét ra-
pidement croissant. Une facette de cette activité est
représentée par les manifestations de phototoxicité qu’il peut
provoquer chez l'animal ou chez T'homme, appelées
“hypéricisme”,! qui sont connues depuis trés longtemps. Les
premieres études concernant ses propriétés photophysiques
ont été réalisées a la fin des années 80 dans notre laboratoire
ou nous avons montré qu'en solution ou en dispersion
microhétérogeéne (micelles et liposomes) ce composé est sus-
ceptible de photosensibiliser la formation d’oxygéne 'A, avec
un bon rendement par transfert d’énergie a partir de son
premier état triplet.*~7 Compte tenu de sa trés forte affinité
pour les membranes et de sa faible toxicité a I'obscurité nous
avons proposé son utilisation en photothérapie du cancer.®

DOI: 10.1039/b003235m

Par la suite de nombreux essais sur des cultures de cellules
normales ou malignes ont été effectués dans notre
laboratoire®!° et par d’autres équipes®>!!~' pour mettre en
évidence les mécanismes de la phototoxicité de ’hypéricine et
evaluer lefficacité de son activité antitumorale qui s’avere
souvent supérieure a celle des photosensibilisateurs utilisés
jusqu'alors. Parallélement d’autres auteurs ont fait état
d’expériences démontrant que I’hypéricine et certains de ses
dérivés possédent des propriétés antivirales photoinduites et
sont capables d’inactiver en particulier le virus de
I'immunodéficience humaine.!’~22 Dans un autre registre, des
travaux plus anciens signalent que des pigments analogues a
I’hypéricine constituent des photorécepteurs du phototropisme
de certains organismes monocellulaires comme Stentor coeru-
leus et Blepharisma japonicum.>®**

De I'ensemble des publications consacrées a lactivité bio-
logique de I’hypeéricine il ressort que la lumiére est nécessaire
pour que cette activité se manifeste, par contre la présence
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d’oxygéne ne semble pas toujours indispensable.?® Dans la
plupart des cas l'oxygéne 'A, est impliqué dans les effets
phototoxiques observés, cependant lintervention d’autres
espéces activées (anion superoxyde, radical-anion de
I’hypéricine) est quelques fois mise en évidence.?6~28

Nous avons pu montrer?® que I’hypéricine dans son premier
état triplet (PHyp*) est capable doxyder un donneur
d’¢lectrons dont le potentiel d’oxydation est inférieur a 0,33 V
par rapport a une électrode au calomel saturée en KCI (ECS)
dans le diméthylsulfoxyde avec une constante de vitesse
d’extinction de I’état triplet k, > 6,6 x 10° M~ ! s~ ! et un ren-
dement quantique de formation du radical-anion Hyp'~
compris entre 0,32 et 0,48. De méme 3Hyp* peut réduire un
accepteur d’¢lectrons dont le potentiel de réduction est
supérieur a —0,57 V/ECS dans l'acétonitrile avec k, > 1,8
x 10° M~1 s~ 1 et un rendement quantique de formation du
radical-cation Hyp'* compris entre 0,50 et 0,54. Par
conséquent dans les conditions in vitro ou in vivo il est pos-
sible d’envisager la formation de Hyp'~ ou Hyp'* par trans-
fert d’¢lectron photoinduit et éventuellement dans un
deuxiéme temps la réduction de 'oxygéne moléculaire selon la
réaction Hyp'~™ + O, —» Hyp + O, ™ pour laquelle la varia-
tion d’enthalpie libre est négative.>®

Un troisiéme mécanisme pourrait expliquer une partie de
lactivité photobiologique de Ihypéricine: sa déprotonation
photoinduite. Cette dernicre eéventualité est fondée essentielle-
ment sur deux observations. La premiére concerne le pho-
totropisme de S. coeruleus et de B. japonicum précédemment
évoqué dont I'étude a permis a4 ses auteurs?®2* de montrer
que le mouvement de ces protozoaires serait provoqué par
une diminution locale du pH au niveau des photorécepteurs.
La deuxiéme découle d’une série d’expériences réalisée a I'aide
d’une sonde moléculaire fluorescente en milieu liposomique.
Celle-ci a permis d’établir que I’équilibre acide-base de la
sonde est modifi¢ dans le sens d’une acidification sous leffet
d’une excitation lumineuse lorsque les molécules d’hypeéricine
et de la sonde sont toutes deux incluses dans les vésicules.3!32
La méme constatation a été faite lorsque la dispersion de lipo-
somes est remplacée par une culture de cellules.??

Parallélement aux transferts intermoléculaires de proton,
ainsi mis en évidence, dans lequel ’hypéricine joue le role de
donneur, un transfert intramoléculaire de proton ou
d’hydrogene se traduisant par une tautomeérisation a aussi été
envisagé pour expliquer les propriétés photophysiques et spec-
troscopiques de I'hypéricine dans divers milieux.>+—37
Récemment il a été montré que la tautomérisation de
I’hypéricine dans son premier état excité singulet intervenait
par l'intermédiaire d’un transfert intramoléculaire d’un atome
d’hydrogene.?® Enfin, l'intérét accordé aux propriétés acide-
base des états photoexcités de I’hypéricine prend aussi sa
source dans le rble actuellement attribué aux variations
locales de pH sur certaines fonctions pharmacologiques
comme l’activité antivirale*® ou antitumorale.*°

Nous avons donc entrepris récemment une étude des
propriétés prototropiques de I'hypéricine dans un état
¢électronique excité afin d’en préciser les paramétres cinétiques
et thermodynamiques. Nous avons d’abord déterminé les
propriétés spectroscopiques d’absorption et d’émission des
espéces qui interviennent dans les équilibres acide-base dans le
domaine 0 < pH < 14 et les constantes de ces équilibres dans
I’état fondamental et le premier état excité singulet en milieu
aqueux.*! Ont été ainsi mises en évidence quatre espéces
formant trois couples acide-base: HypH,*/HypH,;
HypH,/HypH~ et HypH /Hyp?~ dont les pK, dans un état
fondamental sont respectivement 1, 7 et 11 en milieu micel-
laire de Brij35. Dans le premier état singulet excité, les pKF
évalués selon la méthode de Forster*? sont dans le méme
ordre 0,3, 7 et 8,3. D’une espéce a l'autre la déprotonation
s’accompagne d’un effet bathochrome sur les spectres
¢lectroniques sauf pour le couple HypH,/HypH ™~ dans lequel
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les deux formes possédent des propriétés électroniques trés
voisines®*®*3 ce qui rend la détermination de la constante
d’equilibre correspondante tres délicate. En effet, si un accord
assez général est maintenant établi sur les deux valeurs
extrémes des pK, dans I’¢tat fondamental (1 a 1,8 et 11 a 11,7
selon le milieu),2341#4=47 1a valeur intermédaire (pK, = 7) est
encore discutée.*® Une des conclusions de cette premiére
étude*! est que la déprotonation photoinduite de I’hypéricine
neutre ou monoanionique dans un premier état excité singu-
let, conduisant a une acidification du milieu, est impossible, la
désactivation de cet état étant beaucoup plus rapide que la
déprotonation. Néanmoins un transfert intermoléculaire de
proton pourrait intervenir dans la mesure ou la molécule se
trouve a proximité d’un site basique au moment de la pho-
toexcitation. La question qui se pose maintenant est de savoir
dans quelles conditions une déprotonation photoinduite de
I’hypéricine dans son premier état triplet est un processus pos-
sible, en particulier dans un milieu microhétérogéne simulant
Ienvironnement de cette molécule au sein d’un organisme
vivant.

L’objet de ce travail est de répondre a cette question et de
préciser notamment les parametres cinétiques des transferts
photoinduits de protons susceptibles d’intervenir entre
I’hypéricine et son environnement.

Conditions expérimentales

Produits

L’hypéricine a été synthétisée au laboratoire*® et purifiée par
chromatographie en phase liquide (Sephadex LH20) en uti-
lisant le méthanol comme solvant.

L’affinité de I'hypéricine pour les membranes biologiques
constitue une de ses propriétés remarquables>® qui a été
évaluée récemment dans le cas d’une bicouche lipidique de
liposomes.*® L’environnement choisi pour Iétude de ses
propriétés acide-base a donc été celui d’'une micelle de Brij35
qui simule de fagon simplifiée un milieu membranaire. Les dis-
persions micellaires de Brij35 (Merck) ont été préparées selon
une méthode déja décrite*! et la concentration du Brij35 était
de 5 x 1072 M, ce qui correspondait & une concentration de
micelles de 1,25 x 1073 M. La phase aqueuse étant constituée
d’une solution tampon (Merck), le pH a été dans certains cas
ajusté par addition d’acide chlorhydrique ou de soude. La
concentration de Ihypéricine (5 x 1076 M) étant trés petite
devant celle des micelles, pratiquement une seule molécule se
trouve encapsulée au sein d’une micelle.

Les échantillons ont été préparés a I'abri de la lumiére puis
dégazés soigneusement en effectuant plusieurs cycless
congélation-vide-réchauffement-agitation jusqu’a ce que la
pression résiduelle soit inférieure 4 102 Pa.

Appareillage et methode

Les spectres d’absorption ont été réalisés a l'aide d’un
spectrophotomeétre Perkin—Elmer Lambda 17. Les impulsions
lumineuses nécessaires a 'observation des espéces transitoires
ont éteé deélivrées par un laser 4 colorant (coumarine 153)
couplé a un laser a exciplexes Lambda—Physik EMG 100. La
longueur d’onde d’excitation était de 550 nm et ’énergie d’une
impulsion d’environ 10 mJ avec une durée a mi-hauteur de 10
ns.

L’absorbance différentielle des especes transitoires a été
mesurée A I'aide d’'un montage classique.* Le traitement des
signaux enregistrés sur un oscilloscope numérique Tektronix
TDS 520A a permis de réaliser une analyse cinétique de
I’évolution de ’absorption au cours du temps.

Resultats

Nous avons mesuré les paramétres de ’absorption transitoire
de T'hypéricine dans son premier état triplet et des autres
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Schema 1 Formes acide/base de I'hypéricine (5 < pH < 11,5) dans I'état fondamental. Les différentes formes tautomeéres possibles ne sont pas

représentées.

especes éventuellement formées a partir de cet état. Dans la
dispersion micellaire ou le pH de la phase aqueuse a été ajusté
a une valeur variable entre 5 et 11,5, ’hypéricine est sous une
forme neutre, monoanionique ou dianionique selon le pH.*!
La forme monoanionique correspond au départ d’un proton
situé au voisinage de ’axe de symétrie C, et la forme dianion-
ique au départ d’un deuxiéme proton situé au voisinage d’un
groupement carbonyle (Schéma 1).

Lévolution du premier état triplet >AH* de I’hypéricine
aprés une excitation est représentée, a priori, a l'aide du
Schéma 2.5%3! Des variantes de ce schéma seront envisagées
par la suite dans la discussion pour tenir compte des autres
réactions possibles.

Immediatement aprés l'excitation lumineuse (f < 100 ps)
d’'une dispersion désoxygénée d’hypéricine le spectre
caractéristique de I'absorption triplet-triplet>? de ce pigment a
été observé dans tout le domaine de pH compris entre 5 et
11,5, sans changement qui traduirait la présence d’une autre
espéce. A partir de pH = 10 I'absorbance transitoire, a une
longueur d’onde donnée, diminue jusqu’a étre divisée par 2 a
pH = 11,5 et s’annuler a pH = 13. Cette diminution corre-
spond exactement a celle de la concentration de la forme
monoanionique lorsque I’équilibre acide-base de ’¢tat fonda-
mental est déplacé vers la forme dianionique avec pK, = 11,5
dans les conditions de cette expérience. Par conséquent
aucune absorption transitoire n’a pu étre mise en évidence a
partir de lexcitation directe de la forme dianionique de
Phypéricine. De méme, en milieu aéré aucune variation
d’absorption n’a pu étre détectée entre 400 et 800 nm quelle
que soit la valeur du pH. Le spectre d’absorption triplet-
triplet présente deux maxima a 520 (¢ = 32000 M~ ! cm™1) et
630 (¢ = 13000 M~ ! cm™!) nm, qui sont les longueurs d’onde
choisies pour I'observation des cinétiques.

A 520 nm la vitesse de décroissance de I’absorbance
différentielle augmente avec le pH (Fig. 1); a 630 nm la
cinétique de décroissance est identique a la précédente jusqu’a
pH = 7 puis évolue de maniére différente (Fig. 2).

Lorsque pH < 7, le spectre d’absorption transitoire décroit
au cours du temps mais la distribution des absorbances en
fonction de la longueur d’onde reste identique (Fig. 3 et 4).

Au dela de pH = 7 l'augmentation de pH provoque un
changement de cette distribution traduisant la formation
d’une autre espece transitoire dont la bande d’absorption est
centrée a4 630 nm. La Fig. 3 montre que I’absorption & 520 nm
caractéristique de I'état triplet a décru fortement 300 ps apres
léclair d’excitation alors que la bande centrée vers 630 nm a
changé de forme mais n’a pas globalement diminué. Dans le
méme temps labsorbance différentielle négative a 596 nm,

K

SAHS + Hp0 =S AT + HiO"
kp

TAH + Ho0 AT + Hy0"
Ka

Schema 2 Processus de désactivation du premier état triplet de
I’hypéricine mettant en évidence le role des réactions prototropiques
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Fig. 1 Cinétiques de 'absorbance différentielle transitoire d’une dis-
persion micellaire d’hypéricine mesurée a 520 nm pour diverses
valeurs du pH.

longueur d’onde pour laquelle 'absorption de I’état fonda-
mental est dominante, a peu varié indiquant que I’espéce tran-
sitoire formée prend naissance a partir de 1’¢état triplet. Cette
espéce pourrait donc étre la forme basique *Hyp? ~*. La Fig. 4
permet de comparer le spectre de *HypH% a pH = 5 avec celui
de 3Hyp?~* a pH =11,5; en effet 600 ps aprés Déclair
d’excitation le premier est encore parfaitement observable sans
déformation notable jusqu’a pH = 7 alors qu’il n’est déja plus
mesurable dans le milieu le plus basique ou seul le second
subsiste.

Les observations précédentes peuvent donc étre le résultat
d’une déprotonation photoinduite de I'hypéricine a pH > 7
dont la realité fera 'objet d’une argumentation plus détaillée
dans la partie discussion. Dans ce domaine de pH la vitesse de
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0.004
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Absorbance

-0.002

- P S

-0.004
-0.000!

0.0015 0.002

© fuw

0.0005 0.001
temps /s

Fig. 2 Cinétiques de 'absorbance différentielle transitoire d’une dis-
persion micellaire d’hypéricine a pH = 11,5 observées a 520 et 630
nm.
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Fig. 3 Spectres d’absorption différentielle mesurés 300 ps aprés
I’excitation d’une dispersion micellaire d’hypéricine pour deux valeurs
du pH.

déprotonation ne peut pas étre trés supérieure a celle de la
désactivation de I’état triplet par les autres voies (vide infra);
c’est a dire I’équilibre acide-base entre espéces excitées n’a pas
le temps de s’établir pendant la durée de vie de ces espéces.
Une étude cinétique détaillée est donc nécessaire pour
déterminer la constante K¥ de l'équilibre acide-base de
I’hypéricine dans son premier état triplet et plus généralement
pour évaluer les paramétres qui interviennent dans les pro-
cessus figurant sur le Schéma 2.5%-°! 11 faut souligner que les
expériences doivent étre effectuées sur des échantillons soi-
gneusement désoxygénés et débarrassés des impuretés de
fagon a réduire autant que possible la vitesse de désactivation
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Fig. 4 Spectres d’absorption différentielle mesurés 600 ps aprés
I’excitation d’une dispersion micellaire d’hypéricine pour deux valeurs
du pH

des especes excitées selon des voies autres que celle de la
déprotonation.

Partant du Schéma 2 I’évolution de la concentration des
espéces excitées apres la formation de molécules d’hypéricine
dans le premier état triplet est représentée a l'aide des

équations suivantes: %31

x=xoAde ®+ Be P (1a)

Y = xol (e H — e
Jm
avec x=[3AH*], y=[*A"*], oa=(a+d+ \/11_1)/2,
B=(a+d—=/mp2, A=(@—d+/m)2/m B=(@ —a
+ m)/Zﬁ, a=ky+kp, ad=k,+ky, m=(@—a)
+ 4kg- ki, ki =k,-[H;O%]. A Tlinstant initial t=0,
immédiatement aprés I'excitation dont la durée est trés bréve
par rapport a la durée de vie de I'état triplet, les concentra-
tions initiales sont respectivement x, = 6 x 10~7 M et y, = 0.

A la longueur d’onde de 520 nm la forme basique excitée
3Hyp?~* posséde une absorbance négligeable devant celle de
la forme acide *HypH} (Fig. 4). Par conséquent I'absorbance
différentielle peut s’exprimer par AA4s,, = Ag,lx ou Ag, est la
différence entre le coefficient d’absorption molaire dans I’état
fondamental et celui dans le premier état triplet. Cette expres-
sion, compte tenu des relations (1), devient:

Adsyo = AAg0(Ae™™ + Be )

(1b)

@

A 630 nm les deux espéces excitées contribuent au spectre
d’absorption transitoire; par contre ’'absorbance de la forme
acide dans I’état fondamental est nulle (¢, = 0).

Dans le domaine de pH pour lequel la protonation du
dianion est lente par rapport a la désactivation du dianion
excité, k;, « ky, une variation de la concentration z du dianion
est alors observée (g5 = 16000 M~ cm ™ 141):

1 e"") +C

kg <1 o
- €
o B

Jm
L’absorbance différentielle s’écrit donc AAg; = eXlx + efly
+ ggl(z — z,). Avec les relations (1) et (2) cette expression
devient:

©)

z = ki x,

Adgyo = AAG30(A' e ™ + B e ™7) + AAZ;, (C)]

ou AAZ;, est la variation d’absorbance provoquée par la for-
mation du dianion dont la durée de vie est grande par rapport
a celle des espéces excitées. Lorsque la protonation du dianion
dans létat fondamental est rapide par rapport a la
désactivation du dianion dans I'état excité, le terme AAZ;, est
nul.

Un trés bon accord entre les relations (2) et (4) et les
cinétiques expérimentales de I’absorbance différentielle a 520
et 630 nm est constaté dans le domaine 5 < pH < 9 avec les
paramétres rassemblés dans le Tableau 1 qui correspondent
aux constantes de vitesse indiquées. Au dela de pH =09, le

Tableau 1 Evolution en fonction du pH des paramétres cinétiques de 'absorption transitoire d’une dispersion micellaire d’hypéricine®

pH afs™! B/st A B A B
5 4 x 103 1100 <0,1 1 <0,1 1
6 4 x 10* 1200 <0,1 1 <0,1 1
7 8300 1600 0,20 0,80 —0.3 1,3
8 4000 2300 0,36 0,64 —1,6 2,6
9 3200 2700 0,37 0,63 —6,1 7,1

10 3600 3000 1 <0,1 -7 8

11 6500 3000 1 <0,1 -2,1 3,1

11,5 10100 3000 1 <0,1 —-1,5 2,5

“ Les paramétres ci-dessus ont été calculés a partir des constantes de vitesse des processus indiqués sur le Schéma 2: k; = 1100 s~ *; k. = 3000

sTH kY =1800s"1; kp=4x 10"°M ts tetk,=3x 10°M s L
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Fig. 5 Variation des parameétres cinétiques a« et f (relation 1) en
fonction du pH. En pointillé: évolution théorique de o en I'absence de
transfert de protons sur le dianion (réaction 5).

modéle cinétique représenté par le Schéma 2 avec les con-
stantes de vitesse données prévoit un parameétre a qui tendrait
vers une valeur finie de 2900 s~! (Fig. 5). L’expérience montre
au contraire une augmentation rapide de o (Tableau 1)
lorsque le pH croit. Ce comportement est interprété (voir la
discussion) a I'aide d’une réaction supplémentaire dont le role
sur la désactivation de I’état triplet augmente en méme temps
que la concentration de Hyp?~ lors du déplacement de
I’equilibre acide-base dans I’état fondamental (pK, = 11,5):

ki

SHypH™* + 'Hyp?~ ———3Hyp? * + 'HypH~ (5
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Fig. 6 Courbes théoriques (relations 2 et 4) obtenues a l'aide des
paramétres du Tableau 1 et points expérimentaux des cinétiques de
I’absorbance transitoire d’une dispersion micellaire d’hypéricine: (a)
pour pH = 7 a 520 nm; (b) pour pH = 11,5 a 630 nm.

Cette réaction, ajoutée a celles du Schéma 2, se traduit par
une augmentation de la constante de vitesse de
déprotonation:

kq = kg + k[Hyp®~] (6)
qui rend compte des valeurs expérimentales avec k, = 3 x 10°
M- ls1

La réaction (5) ajoutée au Schéma 2 conduit a une variation
de la concentration du dianion dans I’état fondamental:

e ky (1 1
z—zo =k zgXg — + KXo ——= (— e —— e"‘") 7
o Jm\o B
qui remplace la relation (3). L’absorbance différentielle peut
donc étre exprimée a l'aide de la méme expression (4) que
précédemment avec:

ky A
A=A LB (8a)
Jm &
ky A
B=B+—+—2 (8b)
m €A

ou Aegz = ¢f — g Ces relations permettent de calculer des
valeurs limites de A" et B’ lorsque le pH atteint sa valeur
maximum mais dans tout le domaine considéré (pH = 9)
l’écart théorique entre les parameétres exacts et ces valeurs
limites est inférieur a I'incertitude des mesures.

Dans le Tableau 1 sont rassemblés les parameétres cinétiques
de I'évolution au cours du temps de ’absorption transitoire
d’une dispersion micellaire d’hypéricine en fonction du pH,
observée a 520 et 630 nm selon les relations (2) et (4). Ces
paramétres ont été calculés a I'aide des relations (1) et (6) avec
les constantes de vitesse portées sur le Tableau 1. Ces con-
stantes ont été déterminées en considérant deux domaines de
pH pour lesquels le comportement cinétique des especes
excitées est trés différent. A pH < 6 la décroissance de
l’absorbance a toutes longueurs d’onde est pratiquement
monoexponentielle avec une constante de vitesse f = kr. A
pH > 9 la forme basique excitée >Hyp? ~* apparait en concen-
tration notable et I’évolution de I'absorbance a 630 nm est
biexponentielle. Le paramétre f pour les valeurs les plus
¢levées du pH correspond a la désactivation de la forme
basique et tend vers la constante kT. Par exemple, a
pH = 11,5, aprés la désactivation totale de la forme acide
SHypH ™ * (t > 300 ps), la décroissance de I'absorbance est
monoexponentielle avec une constante de vitesse f = ky.
Dans le méme domaine de pH, I’évolution de I'absorbance
observée a 520 nm est monoexponentielle avec une constante
de vitesse & = k4 + kp. Ainsi pour les valeurs de pH extrémes
ou la constante de vitesse de protonation kp est soit beaucoup
plus grande soit beaucoup plus petite que les autres con-
stantes de vitesse, les valeurs de kp, kp et k; ont pu étre
obtenues.

La constante kp a été ensuite ajustée de fagon a obtenir une
évolution théorique de I'absorbance conforme a I'évolution
expérimentale pour pH = 7 ou 8 lorsque kp a une valeur du
meéme ordre que celles des autres constantes de vitesse. La
valeur expérimentale de la constante de vitesse de protonation
des espéces basiques, k, =4 x 10’ M™! 57!, est en bon
accord avec les valeurs obtenues par différents auteurs en ce
qui concerne par exemple des dérivés des 1- et 2-naphtol,>* du
naphtaléne,* de lacide benzoique, de nitrophénols, de
I'acétylacétone et de I'acide urique.®3

Comme indiqué précédemment la simulation des courbes
d’é¢volution de Il'absorbance a l'aide des paramétres du
Tableau 1 conduit & une trés bonne concordance avec les
courbes expérimentales (Fig. 6) aussi bien a 520 nm (relation
2) qu’a 630 nm (relation 4). Cet accord a été réalisé en choi-
sissant une valeur du rapport Aeg/eX = 2 + 0.1 (relations 8), ce
qui permet de déduire que & = 42000 M~ cm ™1
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Discussion

Nous examinons ici les différentes hypothéses permettant
d’interpréter la variation de la vitesse de désactivation du
premier état triplet de ’hypéricine en fonction du pH.

Role de ’equilibre HypH,/HypH ™

Dans I’¢tude cinétique qui préceéde ’hypéricine dans I’état fon-
damental se trouve soit sous forme neutre soit sous forme
monoanionique selon le pH. Ainsi la question se pose de
savoir si les changements cinétiques observés ne pourraient
pas étre influencés ou méme provoqués par I’évolution de
I’équilibre acide-base HypH,/HypH ™. L’analyse des résultats
montre que le déplacement de cet équilibre (pK, = 7) en fonc-
tion du pH n’a aucune influence notable sur les propriétés
prototropiques du premier état excité triplet. En effet les
variations des paramétres cinétiques a« et S ne présentent
aucune discontinuité pour la valeur particuliere pH = 7 (Fig.
5) et la vitesse de désactivation de I’état triplet qui augmente a
partir de pH = 6 continue de croitre lorsque pH > 8, valeur
au-dela de laquelle la forme neutre HypH, a disparu.
De plus le spectre d’absorption triplet-triplet enregistré
immeédiatement aprés l'éclair d’excitation (t < 100 ps) reste
identique dans tout le domaine de pH exploré de méme que le
rendement quantique de formation de I’état triplet. Ces obser-
vations confirment les études ayant établi que HypH, et
HypH™ possédent en solution des propriétés électroniques
extrémement voisines,3%#3 si bien que les travaux de Altmann
et Falk*® concernant cette question aménent ces auteurs a
considérer qu’en solution, dans le domaine 3 < pH < 10, seule
la forme monoanionique existe.

Role des anions ou des protons

Une extinction du premier état triplet de ’hypéricine par les
anions de la solution tampon mettant en jeu un transfert
d’électron et la formation du radical-anion de I’hypéricine est
envisageable.’® Cependant, cette hypothése est a écarter car
I’absorption caractéristique du radical anion & 735 nm?° n’a
pas été observée et aucune corrélation entre les parameétres
cinétiques de I'extinction et la concentration en anions de la
solution tampon n’a pu étre mise en évidence. Par exemple, a
pH = 5 [anions] = 0,296 M et a pH = 10 pour lequel la durée
de vie de l’etat triplet est beaucoup plus courte [anions] = 0,
144 M.

Pareillement une extinction par les ions H;O* 5758 est trés
improbable pour deux raisons au moins: la premicre est que
la concentration [H;O*] au dela de pH = 7 est trop faible
pour que 'extinction par ces ions entre en compétition avec
les autres voies de désactivation de I’état triplet;>® la deuxiéme
est que la vitesse de désactivation du premier état triplet croit
avec le pH, c’est a dire varie en sens inverse de ce qui est
attendu pour ce processus d’extinction.

Deéprotonation photoinduite de ’hypéricine

L’accroissement de la vitesse d’extinction du premier état
triplet de I’hypéricine lorsque le pH augmente ne peut donc
étre provoqué que par une déprotonation qui intervient
majoritairement ou totalement a partir de la forme mono-
anionique de l'hypéricine HypH™ et concerne donc un site
hydroxyle voisin d’'un groupement carbonyle.*! L’équilibre
acide-base dans I’état triplet est caractérisé par la constante
K¥ = k3/k,, soit pK¥ = 7,35 +0,15. La constante de vitesse
de la protonation k, étant déterminée a partir d’une cinétique
de désactivation observée a pH = 7, la valeur de pK¥ est donc
calculée dans le cas d’une phase aqueuse dont la force ionique
est 0,067 M.

En outre la déprotonation photoinduite de I'hypéricine est
adiabatique et respecte la régle de conservation du spin. Si ce
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n’était pas le cas la déprotonation se produirait selon la
réaction 3HypH™ * + H,0 — 'Hyp?~ + H;O* qui serait
irréversible. Par conséquent, contrairement a ce qui est
observe, la variation de pH n’aurait aucune influence sur la
vitesse de désactivation de I'état triplet et modifierait par
contre la constante de vitesse kT qui correspondrait alors a la
protonation du dianion.

Dans I'exposé des résultats, il a été indiqué que I'excitation
directe de létat fondamental 'Hyp?~ ne permettait pas de
peupler le premier état triplet de ce dianion (@1 < 0,01), ainsi
la déprotonation photoinduite de I’hypéricine semble étre la
seule voie de formation de cette espéce excitée dans les condi-
tions expérimentales de ce travail. Par ailleurs le rendement
quantique de fluorescence de la forme basique 'Hyp?~ est
relativement faible (@5 = 0,023*!). Ces deux constatations
montrent P'existence d’une voie de désactivation rapide du
premier état singulet excité du dianion qui pourrait étre un
transfert intramoléculaire de proton ou d’hydrogéne comme
dans le cas de ’hypéricine neutre mais avec des conséquences
différentes.34—3¢

Extinction du premier état triplet du monoanion de I’hypéricine
par son dianion dans I’état fondamental

L’accélération de la désactivation du monoanion dans le
premier état triplet lorsque le pH dépasse la valeur 10 (Fig. 5)
est interprété par lintervention de la réaction (5). Celle-ci
repréesente a la fois un transfert de proton et un transfert
d’énergie qui sont ici thermodynamiquement équivalents.
La voie non adiabatique de Pextinction
SHypH™ * + 'Hyp?~ —» 'HypH~ + 'Hyp?~ ne permet pas
quant a elle de rendre compte des résultats des mesures qui
montrent clairement la formation d’une espéce transitoire.

Ainsi nous avons montre que la cinétique de déprotonation
du monoanion dans le premier état triplet obéit a la relation
(6) avec une constante d’extinction par le dianion k, = 3 x 10°
M~! 57! dont la valeur est divisée par deux par rapport a la
constante de diffusion en milieu aqueux (kg = 6,4 x 10°
M~! s71). Dans les conditions de nos expériences, une
molécule d’hypéricine qui comporte des groupements hydro-
philes et une partie hydrocarbonée hydrophobe occupe vrai-
semblablement une position excentrée dans une micelle hote.
Un transfert intermoléculaire de proton ou d’énergie inter-
viendrait donc au cours d’'un choc entre deux micelles
occupées mais lefficacité du transfert serait plus ou moins
importante selon la position relative des deux molécules
concernées. De la méme maniére nous avons expliqué
auparavant®? la plus faible efficacité de 'annihilation triplet-
triplet en milieu micellaire (kpp = 6,4 x 108 M~! s™!) par
rapport a un milieu homogene. Dans le cas présent ce dernier
processus est négligeable compte tenu de la concentration de
I’hypéricine dans Iétat triplet (<6 x 1077 M).

L’hypéricine dans le premier état triplet étant plus acide que
dans I’état fondamental, I’enthalpie libre de la réaction (5) est
négative: AG® = —RT(In K¥ — In K,). Un cycle de Forster*?
appliqué a ce systéme permet une évaluation de I’énergie du
premier état triplet du dianion par rapport a son état fonda-
mental (Schéma 3): v — 9~ ~ 2,3kT(pK, — pK¥)/hc ~ 2000
cm~ !, Connaissant le nombre d’onde de la transition
SHypH * - 'HypH ™~ (v = 13250 cm™13%), celui de la tran-

*HypH™ + "Hyp*

i
I, AG"

Hyp®* + HypH-

-

[

"HypH™ + "Hyp?

Scheme 3 Cycle de Forster appliqué a I'extinction du premier état
triplet de I’hypéricine par son dianion a pH > 10



sition 3Hyp?~* — 'Hyp?~, qui n’a pas pu étre mesuré, est
donc approximativement ¥ = 11250 cm ™ L.

Conclusion

La déprotonation photoinduite de I'hypéricine a été souvent
évoquée, au cours des cing derniéres années,>!3® pour
interpréter certaines de ses propriétés photobiologiques, en
particulier son activité antivirale.

Pour la premicre fois les expériences décrites dans ce
mémoire mettent en évidence cette déprotonation lorsque la
molécule d’hypéricine est excitée dans son premier état triplet.
Par rapport a 'eétat fondamental le passage au premier état
excité triplet provoque une augmentation sensible de l'acidité:
pK¥ = 7,35 relativement a pK, = 11,5. Une constatation ana-
logue avait été faite pour le premier état excité singulet:
pK* = 834!

Cependant la vitesse de la déprotonation (k, = 1800 s~ 1)
devrait étre en général plus faible que celle des autres voies de
désactivation de I’état triplet en milieu biologique et il serait
donc exageéré d’écrire que I’hypéricine provoque une acidifica-
tion du milieu sous l'effet d’une excitation lumineuse comme
cela a été quelque fois avance.

Par contre 'observation d’un transfert intermoléculaire de
proton entre ’hypéricine monoanionique dans Iétat triplet et

.....

montre que I’hypéricine peut efficacement provoquer une
protonation photoinduite d’un site basique placé a proximité.
Une conclusion analogue a été tirée d’expériences récentes
réalisées par Déquipe de Petrich3!*2 a l'aide de sondes
moléculaires fluorescentes.
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