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un pigment naturel, une antitumorale et antivirale photoinduite. CetteLÏhype� ricine, possède activite� activite�
pourrait dans une certaine mesure la de ce pigment produire un transfert de proton dans uneü tre lie� e à capacite� à

Partant de cette une par spectroscopie laser de prototropique de danse� tat excite� . ide� e e� tude lÏe� quilibre lÏhype� ricine
son premier triplet a entreprise. Le milieu dans lequel cette a est une dispersion micellairee� tat e� te� e� tude e� te� re� alise� e

de simuler lÏenvironnement dÏune membrane cellulaire dans laquelle esttamponne� e facÓ on à lÏhype� ricine
principalement Les de dans de temps de la microseconde indiquentlocalise� e. expe� riences photolyse-e� clair lÏe� chelle
que dans son premier triplet est un donneur de proton pour lequel acide-base ne peutlÏhype� ricine e� tat lÏe� quilibre
pas totalement pendant la de vie de Une analyse dynamique a donc dueü tre e� tabli dure� e lÏe� tat excite� . eü tre e†ectue� e
de obtenir la valeur correcte : La constante dans triplet augmente fortement parfacÓ on à pKa* \ 7.35. dÏacidite� lÏe� tat
rapport celle dans fondamental et la constante de vitesse de est s~1. A pHP 10 unà lÏe� tat de� protonation kd \ 1800
transfert de proton photoinduit entre dans triplet et son dianion a mis en avec unelÏhype� ricine lÏe� tat e� te� e� vidence
constante de vitesse M~1 s~1 ; ainsi une excitation lumineuse, un transfert de proton peut sekt\ 3 ] 109 après
produire rapidement entre et un accepteur de proton voisin. Ces montrent quÏunetrès lÏhype� ricine re� sultats re� action
de transfert de proton doit comme un des processus responsables des photosensibilisanteseü tre conside� re� e proprie� te� s
de lÏhype� ricine.
Photoinduced proton transfer from the Ðrst 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 bu†ered micellar dispersion in order to
provide a simpliÐed 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 : The acidity constantpKa* \ 7.35.
in the triplet state markedly increases compared to that in the ground state and the proton dissociation rate is

s~1. At pHP 10 a photoinduced proton transfer between the triplet hypericin and its dianion waskd\ 1800
observed with a rate constant M~1 s~1 ; thus after excitation, a proton could be transferred verykt\ 3 ] 109
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.

et certains de ses sont des chromophoresLÏhype� ricine de� rive� s
constitutifs de du et dans unephotore� cepteurs règne ve� ge� tal
moindre mesure du animal.1h3 Au cours des dixrègne

ce naturel, par sa remarquabledernières anne� es compose�
biologique photoinduite, a un ra-activite� suscite� inte� reü t

pidement croissant. Une facette de cette estactivite�
par les manifestations de quÏil peutrepre� sente� e phototoxicite�

provoquer chez lÏanimal ou chez lÏhomme, appele� es
qui sont connues depuis longtemps. Les““hype� ricismeÏÏ,1 très

concernant ses photophysiquespremières e� tudes proprie� te� s
ont la Ðn des 80 dans notre laboratoiree� te� re� alise� es à anne� es

nous avons quÏen solution ou en dispersionoù montre�
(micelles et liposomes) ce est sus-microhe� te� rogène compose�

ceptible de photosensibiliser la formation avecdÏoxygène 1*gun bon rendement par transfert partir de sondÏe� nergie à
premier triplet.4h7 Compte tenu de sa fortee� tat très afÐnite�
pour les membranes et de sa faible noustoxicite� à lÏobscurite�
avons son utilisation en du cancer.8propose� photothe� rapie

Par la suite de nombreux essais sur des cultures de cellules
normales ou malignes ont dans notree� te� e†ectue� s
laboratoire9,10 et par dÏautres pour mettre ene� quipes3,11h16

les de la de ete� vidence me� canismes phototoxicite� lÏhype� ricine
de son antitumorale quie� valuer lÏefÐcacite� activite� sÏavère

souvent celle des photosensibilisateurssupe� rieure à utilise� s
jusquÏalors. dÏautres auteurs ont faitParallèlement e� tat

que et certains de sesdÏexpe� riences de� montrant lÏhype� ricine
des antivirales photoinduites etde� rive� s possèdent proprie� te� s

sont capables dÏinactiver en particulier le virus de
humaine.17h22 Dans un autre registre, deslÏimmunode� Ðcience

travaux plus anciens signalent que des pigments analogues à
constituent des du phototropismelÏhype� ricine photore� cepteurs

de certains organismes monocellulaires comme Stentor coeru-
leus et Blepharisma japonicum.23,24

De lÏensemble des publications bio-consacre� es à lÏactivite�
logique de il ressort que la estlÏhype� ricine lumière ne� cessaire
pour que cette se manifeste, par contre laactivite� pre� sence
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ne semble pas toujours indispensable.25 Dans ladÏoxygène
plupart des cas est dans les e†etslÏoxygène 1*g implique�
phototoxiques cependant lÏintervention dÏautresobserve� s,

(anion superoxyde, radical-anion deespèces active� es
est quelques fois mise enlÏhype� ricine) e� vidence.26h28

Nous avons pu montrer29 que dans son premierlÏhype� ricine
triplet (3Hyp*) est capable dÏoxyder un donneure� tat

dont le potentiel dÏoxydation est 0,33 VdÏe� lectrons infe� rieur à
par rapport une au calomel en KCl (ECS)à e� lectrode sature� e
dans le avec une constante de vitessedime� thylsulfoxyde
dÏextinction de triplet M~1 s~1 et un ren-lÏe� tat ke P 6,6 ] 109
dement quantique de formation du radical-anion Hyp~~
compris entre 0,32 et 0,48. De 3Hyp* peut unmeü me re� duire
accepteur dont le potentiel de estdÏe� lectrons re� duction

[0,57 V/ECS dans avecsupe� rieur à lÏace� tonitrile ke P 1,8
M~1 s~1 et un rendement quantique de formation du] 109

radical-cation compris entre 0,50 et 0,54. ParHyp~`
dans les conditions in vitro ou in vivo il est pos-conse� quent

sible dÏenvisager la formation de ou par trans-Hyp~~ Hyp~`
fert photoinduit et dans undÏe� lectron e� ventuellement

temps la de selon ladeuxième re� duction lÏoxygène mole� culaire
pour laquelle la varia-re� action Hyp~~ ] O2 ] Hyp ] O2~~tion dÏenthalpie libre est ne� gative.30

Un pourrait expliquer une partie detroisième me� canisme
photobiologique de salÏactivite� lÏhype� ricine : de� protonation

photoinduite. Cette est essentielle-dernière e� ventualite� fonde� e
ment sur deux observations. La concerne le pho-première
totropisme de S. coeruleus et de B. japonicum pre� ce� demment

dont a permis ses auteurs23,24 de montrere� voque� lÏe� tude à
que le mouvement de ces protozoaires serait parprovoque�
une diminution locale du pH au niveau des photore� cepteurs.
La dÏune lÏaidedeuxième de� coule se� rie dÏexpe� riences re� alise� e à
dÏune sonde Ñuorescente en milieu liposomique.mole� culaire
Celle-ci a permis que acide-base de ladÏe� tablir lÏe� quilibre
sonde est dans le sens dÏune acidiÐcation sous lÏe†etmodiÐe�
dÏune excitation lumineuse lorsque les mole� cules dÏhype� ricine
et de la sonde sont toutes deux incluses dans les ve� sicules.31,32
La constatation a faite lorsque la dispersion de lipo-meü me e� te�
somes est par une culture de cellules.33remplace� e

aux transferts de proton,Parallèlement intermole� culaires
ainsi mis en dans lequel joue le dee� vidence, lÏhype� ricine roü le
donneur, un transfert de proton ouintramole� culaire

se traduisant par une a aussidÏhydrogène tautome� risation e� te�
pour expliquer les photophysiques et spec-envisage� proprie� te� s

troscopiques de dans divers milieux.34h37lÏhype� ricine
il a que la deRe� cemment e� te� montre� tautome� risation

dans son premier singulet intervenaitlÏhype� ricine e� tat excite�
par dÏun transfert dÏun atomelÏinterme� diaire intramole� culaire

EnÐn, aux acide-dÏhydrogène.38 lÏinte� reü t accorde� proprie� te� s
base des de prend aussi sae� tats photoexcite� s lÏhype� ricine
source dans le actuellement aux variationsroü le attribue�
locales de pH sur certaines fonctions pharmacologiques
comme antivirale39 ou antitumorale.40lÏactivite�

Nous avons donc entrepris une desre� cemment e� tude
prototropiques de dans unproprie� te� s lÏhype� ricine e� tat

aÐn dÏen lese� lectronique excite� pre� ciser paramètres cine� tiques
et thermodynamiques. Nous avons dÏabord lesde� termine�

spectroscopiques dÏabsorption et desproprie� te� s dÏe� mission
qui interviennent dans les acide-base dans leespèces e� quilibres

domaine 0 O pH O 14 et les constantes de ces danse� quilibres
fondamental et le premier singulet en milieulÏe� tat e� tat excite�

aqueux.41 Ont ainsi mises en quatree� te� e� vidence espèces
formant trois couples acide-base : HypH3`/HypH2 ;

et HypH~/Hyp2~ dont les dans unHypH2/HypH~ pKa e� tat
fondamental sont respectivement 1, 7 et 11 en milieu micel-
laire de Brij35. Dans le premier singulet lese� tat excite� , pKa*selon la de sont dans lee� value� s me� thode Fo� rster42 meü me
ordre 0,3, 7 et 8,3. DÏune lÏautre laespèce à de� protonation
sÏaccompagne dÏun e†et bathochrome sur les spectres

sauf pour le couple dans lequele� lectroniques HypH2/HypH~

les deux formes despossèdent proprie� te� s e� lectroniques très
voisines30,43 ce qui rend la de la constantede� termination

correspondante En e†et, si un accorddÏe� quilibre très de� licate.
assez est maintenant sur les deux valeursge� ne� ral e� tabli

des dans fondamental (1 1,8 et 11 11,7extreü mes pKa lÏe� tat à à
selon le milieu),23,41,44h47 la valeur estinterme� daire (pKa \ 7)
encore Une des conclusions de cettediscute� e.46 première

est que la photoinduite dee� tude41 de� protonation lÏhype� ricine
neutre ou monoanionique dans un premier singu-e� tat excite�
let, conduisant une acidiÐcation du milieu, est impossible, laà

de cet beaucoup plus rapide que lade� sactivation e� tat e� tant
un transfert dede� protonation. Ne� anmoins intermole� culaire

proton pourrait intervenir dans la mesure la seoù mole� cule
trouve dÏun site basique au moment de la pho-à proximite�
toexcitation. La question qui se pose maintenant est de savoir
dans quelles conditions une photoinduite dede� protonation

dans son premier triplet est un processus pos-lÏhype� ricine e� tat
sible, en particulier dans un milieu simulantmicrohe� te� rogène
lÏenvironnement de cette au sein dÏun organismemole� cule
vivant.

LÏobjet de ce travail est de cette question et dere� pondre à
notamment les des transfertspre� ciser paramètres cine� tiques

photoinduits de protons susceptibles dÏintervenir entre
et son environnement.lÏhype� ricine

Conditions expe� rimentales

Produits

a au laboratoire48 et parLÏhype� ricine e� te� synthe� tise� e puriÐe� e
chromatographie en phase liquide (Sephadex LH20) en uti-
lisant le comme solvant.me� thanol

de pour les membranes biologiquesLÏafÐnite� lÏhype� ricine
constitue une de ses remarquables5,6 qui aproprie� te� s e� te�

dans le cas dÏune bicouche lipidique dee� value� e re� cemment
liposomes.49 LÏenvironnement choisi pour de seslÏe� tude

acide-base a donc celui dÏune micelle de Brij35proprie� te� s e� te�
qui simule de un milieu membranaire. Les dis-facÓ on simpliÐe� e
persions micellaires de Brij35 (Merck) ont selone� te� pre� pare� es
une et la concentration du Brij35me� thode de� jà de� crite41 e� tait
de 5] 10~2 M, ce qui correspondait une concentration deà
micelles de 1,25] 10~3 M. La phase aqueuse e� tant constitue� e
dÏune solution tampon (Merck), le pH a dans certains case� te�

par addition dÏacide chlorhydrique ou de soude. Laajuste�
concentration de (5] 10~6 M) petitelÏhype� ricine e� tant très
devant celle des micelles, pratiquement une seule semole� cule
trouve au sein dÏune micelle.encapsule� e

Les ont lÏabri de la puise� chantillons e� te� pre� pare� s à lumière
soigneusement en e†ectuant plusieurs cyclessde� gaze� s

ce que laconge� lation-vide-re� chau†ement-agitation jusquÏà
pression soit 10~2 Pa.re� siduelle infe� rieure à

Appareillage et me� thode

Les spectres dÏabsorption ont lÏaide dÏune� te� re� alise� s à
PerkinÈElmer Lambda 17. Les impulsionsspectrophotomètre

lumineuses lÏobservation des transitoiresne� cessaires à espèces
ont par un laser colorant (coumarine 153)e� te� de� livre� es à

un laser exciplexes LambdaÈPhysik EMG 100. Lacouple� à à
longueur dÏonde dÏexcitation de 550 nm et dÏunee� tait lÏe� nergie
impulsion dÏenviron 10 mJ avec une mi-hauteur de 10dure� e à
ns.

LÏabsorbance des transitoires adi†e� rentielle espèces e� te�
lÏaide dÏun montage classique.4 Le traitement desmesure� e à

signaux sur un oscilloscope Tektronixenregistre� s nume� rique
TDS 520A a permis de une analyse dere� aliser cine� tique

de lÏabsorption au cours du temps.lÏe� volution

Re� sultats
Nous avons les de lÏabsorption transitoiremesure� paramètres
de dans son premier triplet et des autreslÏhype� ricine e� tat
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1 Formes acide/base de (5O pH O 11,5) dans fondamental. Les formes possibles ne sont pasSche� ma lÏhype� ricine lÏe� tat di†e� rentes tautomères
repre� sente� es.

partir de cet Dans laespèces e� ventuellement forme� es à e� tat.
dispersion micellaire le pH de la phase aqueuse aoù e� te� ajuste�

une valeur variable entre 5 et 11,5, est sous uneà lÏhype� ricine
forme neutre, monoanionique ou dianionique selon le pH.41
La forme monoanionique correspond au dÏun protonde� part

au voisinage de lÏaxe de et la forme dianion-situe� syme� trie C2ique au dÏun proton au voisinage dÏunde� part deuxième situe�
groupement carbonyle 1).(Sche� ma

du premier triplet 3AH* deLÏe� volution e� tat lÏhype� ricine
une excitation est a priori, lÏaide duaprès repre� sente� e, à

2.50,51 Des variantes de ce serontSche� ma sche� ma envisage� es
par la suite dans la discussion pour tenir compte des autres

possibles.re� actions
lÏexcitation lumineuse (t \ 100 ls)Imme� diatement après

dÏune dispersion le spectrede� soxyge� ne� e dÏhype� ricine
de lÏabsorption triplet-triplet52 de ce pigment acaracte� ristique

dans tout le domaine de pH compris entre 5 ete� te� observe�
11,5, sans changement qui traduirait la dÏune autrepre� sence

A partir de pH \ 10 lÏabsorbance transitoire, uneespèce. à
longueur dÏonde diminue par 2donne� e, jusquÏà eü tre divise� e à
pH \ 11,5 et sÏannuler pH\ 13. Cette diminution corre-à
spond exactement celle de la concentration de la formeà
monoanionique lorsque acide-base de fonda-lÏe� quilibre lÏe� tat
mental est vers la forme dianionique avecde� place� pKa \ 11,5
dans les conditions de cette Parexpe� rience. conse� quent
aucune absorption transitoire nÏa pu mise eneü tre e� vidence à
partir de lÏexcitation directe de la forme dianionique de

De en milieu aucune variationlÏhype� ricine. meü me, ae� re�
dÏabsorption nÏa pu entre 400 et 800 nm quelleeü tre de� tecte� e
que soit la valeur du pH. Le spectre dÏabsorption triplet-
triplet deux maxima 520 (e \ 32 000 M~1 cm~1) etpre� sente à
630 (e \ 13 000 M~1 cm~1) nm, qui sont les longueurs dÏonde
choisies pour lÏobservation des cine� tiques.

A 520 nm la vitesse de de lÏabsorbancede� croissance
augmente avec le pH (Fig. 1) ; 630 nm ladi†e� rentielle à

de est identique lacine� tique de� croissance à pre� ce� dente jusquÏà
pH \ 7 puis de (Fig. 2).e� volue manière di†e� rente

Lorsque pH \ 7, le spectre dÏabsorption transitoire de� croit
au cours du temps mais la distribution des absorbances en
fonction de la longueur dÏonde reste identique (Fig. 3 et 4).

Au de pH \ 7 lÏaugmentation de pH provoque undelà
changement de cette distribution traduisant la formation
dÏune autre transitoire dont la bande dÏabsorption estespèce

630 nm. La Fig. 3 montre que lÏabsorption 520 nmcentre� e à à
de triplet a fortement 300 lscaracte� ristique lÏe� tat de� cru après

dÏexcitation alors que la bande vers 630 nm alÏe� clair centre� e
de forme mais nÏa pas globalement Dans lechange� diminue� .
temps lÏabsorbance 596 nm,meü me di†e� rentielle ne� gative à

2 Processus de du premier triplet deSche� ma de� sactivation e� tat
mettant en le des prototropiqueslÏhype� ricine e� vidence roü le re� actions

de lÏabsorbance transitoire dÏune dis-Fig. 1 Cine� tiques di†e� rentielle
persion micellaire 520 nm pour diversesdÏhype� ricine mesure� e à
valeurs du pH.

longueur dÏonde pour laquelle lÏabsorption de fonda-lÏe� tat
mental est dominante, a peu indiquant que tran-varie� lÏespèce
sitoire prend naissance partir de triplet. Cetteforme� e à lÏe� tat

pourrait donc la forme basique 3Hyp2~*. La Fig. 4espèce eü tre
permet de comparer le spectre de pH \ 5 avec celui3HypH2* à
de 3Hyp2~* pH \ 11,5 ; en e†et 600 lsà après lÏe� clair
dÏexcitation le premier est encore parfaitement observable sans

notable pH \ 7 alors quÏil nÏest plusde� formation jusquÏà de� jà
mesurable dans le milieu le plus basique seul le secondoù
subsiste.

Les observations peuvent donc lepre� ce� dentes eü tre re� sultat
dÏune photoinduite de pH [ 7de� protonation lÏhype� ricine à
dont la fera lÏobjet dÏune argumentation plusre� alite� de� taille� e
dans la partie discussion. Dans ce domaine de pH la vitesse de

de lÏabsorbance transitoire dÏune dis-Fig. 2 Cine� tiques di†e� rentielle
persion micellaire pH\ 11,5 520 et 630dÏhype� ricine à observe� es à
nm.
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Fig. 3 Spectres dÏabsorption 300 lsdi†e� rentielle mesure� s après
lÏexcitation dÏune dispersion micellaire pour deux valeursdÏhype� ricine
du pH.

ne peut pas celle de lade� protonation eü tre très supe� rieure à
de triplet par les autres voies (vide infra) ;de� sactivation lÏe� tat

cÏest dire acide-base entre nÏa pasà lÏe� quilibre espèces excite� es
le temps de pendant la de vie de cessÏe� tablir dure� e espèces.
Une est donc poure� tude cine� tique de� taille� e ne� cessaire

la constante de acide-base dede� terminer Ka* lÏe� quilibre
dans son premier triplet et pluslÏhype� ricine e� tat ge� ne� ralement

pour les qui interviennent dans les pro-e� valuer paramètres
cessus Ðgurant sur le 2.50,51 Il faut souligner que lesSche� ma

doivent sur des soi-expe� riences eü tre e†ectue� es e� chantillons
gneusement et des dede� soxyge� ne� s de� barrasse� s impurete� s

autant que possible la vitesse defacÓ on à re� duire de� sactivation

Fig. 4 Spectres dÏabsorption 600 lsdi†e� rentielle mesure� s après
lÏexcitation dÏune dispersion micellaire pour deux valeursdÏhype� ricine
du pH

des selon des voies autres que celle de laespèces excite� es
de� protonation.

Partant du 2 de la concentration desSche� ma lÏe� volution
la formation deespèces excite� es après mole� cules dÏhype� ricine

dans le premier triplet est lÏaide dese� tat repre� sente� e à
suivantes :50,51e� quations

x \ x0(A e~at ] B e~bt) (1a)

y \ x0
kd

Jm
(e~bt[ e~at) (1b)

avec x \ [3AH*], y \ [3A~*], a \ (a ] a@] Jm)/2,
B\ (a@[ ab \ (a ] a@[ Jm)/2, A\ (a[ a@ ] Jm)/2Jm,

m\ (a [ a@)2] Jm)/2Jm, a \ kd] kT , a@\ kp@ ] kT@ ,
A lÏinstant initial t \ 0,] 4kd É kp@ , kp@ \ kp É [H3O`].

lÏexcitation dont la estimme� diatement après dure� e très brève
par rapport la de vie de triplet, les concentra-à dure� e lÏe� tat
tions initiales sont respectivement M etx0 \ 6 ] 10~7 y0 \ 0.

A la longueur dÏonde de 520 nm la forme basique excite� e
3Hyp2~* une absorbance devant celle depossède ne� gligeable
la forme acide (Fig. 4). Par lÏabsorbance3HypH2* conse� quent

peut sÏexprimer par est ladi†e� rentielle *A520 \ *eAlx où *eAentre le coefficient dÏabsorption molaire dansdi†e� rence lÏe� tat
fondamental et celui dans le premier triplet. Cette expres-e� tat
sion, compte tenu des relations (1), devient :

*A520\ *A5200 (A e~at ] B e~bt) (2)

A 630 nm les deux contribuent au spectreespèces excite� es
dÏabsorption transitoire ; par contre lÏabsorbance de la forme
acide dans fondamental est nullelÏe� tat (eA \ 0).

Dans le domaine de pH pour lequel la protonation du
dianion est lente par rapport la du dianionà de� sactivation

une variation de la concentration z du dianionexcite� , kp@ @ kT@ ,
est alors M~1 cm~141) :observe� e (eB \ 16 000

z\ kT@ x0
kd

Jm

A1
a

e~at[
1

b
e~bt
B

] C (3)

LÏabsorbance doncdi†e� rentielle sÏe� crit *A630 \ eA*lx] eB*ly
Avec les relations (1) et (2) cette expression] eBl(z[ z0).devient :

*A630\ *A6300 (A@ e~at] B@ e~bt) ] *A630= (4)

est la variation dÏabsorbance par la for-où *A630= provoque� e
mation du dianion dont la de vie est grande par rapportdure� e

celle des Lorsque la protonation du dianionà espèces excite� es.
dans fondamental est rapide par rapport lalÏe� tat à

du dianion dans le terme estde� sactivation lÏe� tat excite� , *A630=
nul.

Un bon accord entre les relations (2) et (4) et lestrès
de lÏabsorbance 520cine� tiques expe� rimentales di†e� rentielle à

et 630 nm est dans le domaine 5O pH O 9 avec lesconstate�
dans le Tableau 1 qui correspondentparamètres rassemble� s

aux constantes de vitesse Au de pH \ 9, leindique� es. delà

Tableau 1 Evolution en fonction du pH des de lÏabsorption transitoire dÏune dispersion micellaireparamètres cine� tiques dÏhype� ricinea

pH a/s~1 b/s~1 A B A@ B@

5 4] 105 1100 \0,1 1 \0,1 1
6 4] 104 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

a Les ci-dessus ont partir des constantes de vitesse des processus sur le 2 : s~1 ;paramètres e� te� calcule� s à indique� s Sche� ma kT\ 1100 kT@ \ 3000
s~1 ; s~1 ; M~1 s~1 et M~1 s~1.kd0\ 1800 kP \ 4 ] 1010 kt \ 3 ] 109
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Fig. 5 Variation des a et b (relation 1) enparamètres cine� tiques
fonction du pH. En de a en lÏabsence depointille� : e� volution the� orique
transfert de protons sur le dianion 5).(re� action

par le 2 avec les con-modèle cine� tique repre� sente� Sche� ma
stantes de vitesse un a qui tendraitdonne� es pre� voit paramètre
vers une valeur Ðnie de 2900 s~1 (Fig. 5). montreLÏexpe� rience
au contraire une augmentation rapide de a (Tableau 1)
lorsque le pH croit. Ce comportement est (voir lainterpre� te�
discussion) lÏaide dÏune dont leà re� action supple� mentaire roü le
sur la de triplet augmente en tempsde� sactivation lÏe� tat meü me
que la concentration de 1Hyp2~ lors du dede� placement

acide-base dans fondamentallÏe� quilibre lÏe� tat (pKa \ 11,5) :

kt3HypH~* ] 1Hyp2~ ÈÈÈÕ 3Hyp2~*] 1HypH~ (5)

Fig. 6 Courbes (relations 2 et 4) obtenues lÏaide desthe� oriques à
du Tableau 1 et points des deparamètres expe� rimentaux cine� tiques

lÏabsorbance transitoire dÏune dispersion micellaire (a)dÏhype� ricine :
pour pH \ 7 520 nm; (b) pour pH \ 11,5 630 nm.à à

Cette celles du 2, se traduit parre� action, ajoute� e à Sche� ma
une augmentation de la constante de vitesse de
de� protonation :

kd \ kd0] kt[Hyp2~] (6)

qui rend compte des valeurs avecexpe� rimentales kt \ 3 ] 109
M~1 s~1.

La (5) au 2 conduit une variationre� action ajoute� e Sche� ma à
de la concentration du dianion dans fondamental :lÏe� tat

z[ z0 \ kt z0x0
e~at
a

] kT@ x0
kd

Jm

A1
a

e~at [
1

b
e~bt
B

(7)

qui remplace la relation (3). LÏabsorbance peutdi†e� rentielle
donc lÏaide de la expression (4) queeü tre exprime� e à meü me

avec :pre� ce� demment

A@\ A[
kd

Jm

*eB
eA*

(8a)

B@\ B]
kd

Jm

*eB
eA*

(8b)

Ces relations permettent de calculer desoù *eB \ eB* [ eBvaleurs limites de A@ et B@ lorsque le pH atteint sa valeur
maximum mais dans tout le domaine (pHP 9)conside� re�

entre les exacts et ces valeurslÏe� cart the� orique paramètres
limites est lÏincertitude des mesures.infe� rieur à

Dans le Tableau 1 sont lesrassemble� s paramètres cine� tiques
de au cours du temps de lÏabsorption transitoirelÏe� volution
dÏune dispersion micellaire en fonction du pH,dÏhype� ricine

520 et 630 nm selon les relations (2) et (4). Cesobserve� e à
ont lÏaide des relations (1) et (6) avecparamètres e� te� calcule� s à

les constantes de vitesse sur le Tableau 1. Ces con-porte� es
stantes ont en deux domaines dee� te� de� termine� es conside� rant
pH pour lesquels le comportement descine� tique espèces

est A pH O 6 la deexcite� es très di†e� rent. de� croissance
lÏabsorbance toutes longueurs dÏonde est pratiquementà
monoexponentielle avec une constante de vitesse Ab \ kT .
pH P 9 la forme basique 3Hyp2~* en concen-excite� e appara•ü t
tration notable et de lÏabsorbance 630 nm estlÏe� volution à
biexponentielle. Le b pour les valeurs les plusparamètre

du pH correspond la de la formee� leve� es à de� sactivation
basique et tend vers la constante Par exemple,kT@ . à
pH \ 11,5, la totale de la forme acideaprès de� sactivation
3HypH~* (t [ 300 ls), la de lÏabsorbance estde� croissance
monoexponentielle avec une constante de vitesse b \ kT@ .
Dans le domaine de pH, de lÏabsorbancemeü me lÏe� volution

520 nm est monoexponentielle avec une constanteobserve� e à
de vitesse Ainsi pour les valeurs de pHa \ kd ] kT . extreü mes

la constante de vitesse de protonation est soit beaucoupoù kP@plus grande soit beaucoup plus petite que les autres con-
stantes de vitesse, les valeurs de et ont pukT , kT@ kd eü tre
obtenues.

La constante a ensuite de obtenir unekP@ e� te� ajuste� e facÓ on à
de lÏabsorbance conformee� volution the� orique à lÏe� volution

pour pH \ 7 ou 8 lorsque a une valeur duexpe� rimentale kP@ordre que celles des autres constantes de vitesse. Lameü me
valeur de la constante de vitesse de protonationexpe� rimentale
des basiques, M~1 s~1, est en bonespèces kp \ 4 ] 1010
accord avec les valeurs obtenues par auteurs en cedi†e� rents
qui concerne par exemple des des 1- et 2-naphtol,53 dude� rive� s

de lÏacide de denaphtalène,54 benzo•� que, nitrophe� nols,
et de lÏacide urique.55lÏace� tylace� tone

Comme la simulation des courbesindique� pre� ce� demment
de lÏabsorbance lÏaide des dudÏe� volution à paramètres

Tableau 1 conduit une bonne concordance avec lesà très
courbes (Fig. 6) aussi bien 520 nm (relationexpe� rimentales à
2) 630 nm (relation 4). Cet accord a en choi-quÏà e� te� re� alise�
sissant une valeur du rapport (relations 8), ce*eB/eA* \ 2 ^ 0.1
qui permet de que M~1 cm~1.de� duire eB* \ 42 000
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Discussion
Nous examinons ici les permettantdi†e� rentes hypothèses

la variation de la vitesse de dudÏinterpre� ter de� sactivation
premier triplet de en fonction du pH.e� tat lÏhype� ricine

deRoü le lÏe� quilibre HypH
2
/HypH—

Dans qui dans fon-lÏe� tude cine� tique pre� cède lÏhype� ricine lÏe� tat
damental se trouve soit sous forme neutre soit sous forme
monoanionique selon le pH. Ainsi la question se pose de
savoir si les changements ne pourraientcine� tiques observe� s
pas ou par deeü tre inÑuence� s meü me provoque� s lÏe� volution

acide-base LÏanalyse deslÏe� quilibre HypH2/HypH~. re� sultats
montre que le de cet en fonc-de� placement e� quilibre (pKa \ 7)
tion du pH nÏa aucune inÑuence notable sur les proprie� te� s
prototropiques du premier triplet. En e†et lese� tat excite�
variations des a et b neparamètres cine� tiques pre� sentent
aucune pour la valeur pH\ 7 (Fig.discontinuite� particulière
5) et la vitesse de de triplet qui augmentede� sactivation lÏe� tat à
partir de pH \ 6 continue de lorsque pH P 8, valeurcro•ü tre

de laquelle la forme neutre a disparu.au-delà HypH2De plus le spectre dÏabsorption triplet-triplet enregistre�
dÏexcitation (t O 100 ls) resteimme� diatement après lÏe� clair

identique dans tout le domaine de pH de que leexplore� meü me
rendement quantique de formation de triplet. Ces obser-lÏe� tat
vations conÐrment les ayant que ete� tudes e� tabli HypH2HypH~ en solution despossèdent proprie� te� s e� lectroniques

voisines,30,43 si bien que les travaux de Altmannextreü mement
et Falk46 concernant cette question ces auteursamènent à

quÏen solution, dans le domaine 3\ pH \ 10, seuleconside� rer
la forme monoanionique existe.

des anions ou des protonsRoü le

Une extinction du premier triplet de par lese� tat lÏhype� ricine
anions de la solution tampon mettant en jeu un transfert

et la formation du radical-anion de estdÏe� lectron lÏhype� ricine
envisageable.56 Cependant, cette est carhypothèse à e� carter
lÏabsorption du radical anion 735 nm29 nÏacaracte� ristique à
pas et aucune entre lese� te� observe� e corre� lation paramètres

de lÏextinction et la concentration en anions de lacine� tiques
solution tampon nÏa pu mise en Par exemple,eü tre e� vidence. à
pH \ 5 [anions] \ 0,296 M et pH\ 10 pour lequel laà dure� e
de vie de triplet est beaucoup plus courte [anions]\ 0,lÏe� tat
144 M.

Pareillement une extinction par les ions estH3O`57,58 très
improbable pour deux raisons au moins : la est quepremière
la concentration au de pH\ 7 est trop faible[H3O`] delà
pour que lÏextinction par ces ions entre en aveccompe� tition
les autres voies de de triplet ;58 lade� sactivation lÏe� tat deuxième
est que la vitesse de du premier tripletde� sactivation e� tat cro•ü t
avec le pH, cÏest dire varie en sens inverse de ce qui està
attendu pour ce processus dÏextinction.

photoinduite deDe� protonation lÏhype� ricine

LÏaccroissement de la vitesse dÏextinction du premier e� tat
triplet de lorsque le pH augmente ne peut donclÏhype� ricine

que par une qui intervienteü tre provoque� de� protonation
majoritairement ou totalement partir de la forme mono-à
anionique de HypH~ et concerne donc un sitelÏhype� ricine
hydroxyle voisin dÏun groupement carbonyle.41 LÏe� quilibre
acide-base dans triplet est par la constantelÏe� tat caracte� rise�

soit La constante de vitesseKa* \ kd0/kp , pKa* \ 7,35 ^ 0,15.
de la protonation partir dÏunekp e� tant de� termine� e à cine� tique
de pH \ 7, la valeur de est doncde� sactivation observe� e à pKa*dans le cas dÏune phase aqueuse dont la force ioniquecalcule� e
est 0,067 M.

En outre la photoinduite de estde� protonation lÏhype� ricine
adiabatique et respecte la de conservation du spin. Si cerègle

pas le cas la se produirait selon lanÏe� tait de� protonation
qui seraitre� action 3HypH~* ] H2O ] 1Hyp2~] H3O`

Par contrairement ce qui estirre� versible. conse� quent, à
la variation de pH nÏaurait aucune inÑuence sur laobserve� ,

vitesse de de triplet et modiÐerait parde� sactivation lÏe� tat
contre la constante de vitesse qui correspondrait alors lakT@ à
protonation du dianion.

Dans des il a que lÏexcitationlÏexpose� re� sultats, e� te� indique�
directe de fondamental 1Hyp2~ ne permettait pas delÏe� tat
peupler le premier triplet de ce dianion ainsie� tat (UT \ 0,01),
la photoinduite de semble lade� protonation lÏhype� ricine eü tre
seule voie de formation de cette dans les condi-espèce excite� e
tions de ce travail. Par ailleurs le rendementexpe� rimentales
quantique de Ñuorescence de la forme basique 1Hyp2~ est
relativement faible Ces deux constatations(UF\ 0,02341).
montrent lÏexistence dÏune voie de rapide dude� sactivation
premier singulet du dianion qui pourrait une� tat excite� eü tre
transfert de proton ou commeintramole� culaire dÏhydrogène
dans le cas de neutre mais avec deslÏhype� ricine conse� quences
di†e� rentes.34h36

Extinction du premier triplet du monoanion dee� tat lÏhype� ricine
par son dianion dans fondamentallÏe� tat

de la du monoanion dans leLÏacce� le� ration de� sactivation
premier triplet lorsque le pH la valeur 10 (Fig. 5)e� tat de� passe
est par lÏintervention de la (5). Celle-ciinterpre� te� re� action

la fois un transfert de proton et un transfertrepre� sente à
qui sont ici thermodynamiquementdÏe� nergie e� quivalents.

La voie non adiabatique de lÏextinction
3HypH~* ] 1Hyp2~] 1HypH~ ] 1Hyp2~ ne permet pas
quant elle de rendre compte des des mesures quià re� sultats
montrent clairement la formation dÏune transitoire.espèce

Ainsi nous avons que la demontre� cine� tique de� protonation
du monoanion dans le premier triplet la relatione� tat obe� it à
(6) avec une constante dÏextinction par le dianion kt \ 3 ] 109
M~1 s~1 dont la valeur est par deux par rapport ladivise� e à
constante de di†usion en milieu aqueux (kdiff \ 6,4] 109
M~1 s~1). Dans les conditions de nos uneexpe� riences,

qui comporte des groupements hydro-mole� cule dÏhype� ricine
philes et une partie hydrophobe occupe vrai-hydrocarbone� e
semblablement une position dans une micelleexcentre� e hoü te.
Un transfert de proton ou inter-intermole� culaire dÏe� nergie
viendrait donc au cours dÏun choc entre deux micelles

mais du transfert serait plus ou moinsoccupe� es lÏefÐcacite�
importante selon la position relative des deux mole� cules

De la nous avonsconcerne� es. meü me manière explique�
auparavant52 la plus faible de lÏannihilation triplet-efÐcacite�
triplet en milieu micellaire M~1 s~1) par(kTT\ 6,4 ] 108
rapport un milieu Dans le cas ce dernierà homogène. pre� sent
processus est compte tenu de la concentration dene� gligeable

dans triplet (O6 ] 10~7 M).lÏhype� ricine lÏe� tat
dans le premier triplet plus acide queLÏhype� ricine e� tat e� tant

dans fondamental, lÏenthalpie libre de la (5) estlÏe� tat re� action
*G0 \ [RT (ln Un cycle dene� gative : Ka* [ ln Ka). Fo� rster42

ce permet une de duapplique� à système e� valuation lÏe� nergie
premier triplet du dianion par rapport son fonda-e� tat à e� tat
mental 3) :(Sche� ma l6 [ l6 ~B 2,3kT (pKa [ pKa*)/hcB 2000
cm~1. Connaissant le nombre dÏonde de la transition
3HypH~* ] 1HypH~ cm~136), celui de la tran-(l6 \ 13 250

Scheme 3 Cycle de lÏextinction du premierFo� rster applique� à e� tat
triplet de par son dianion pH [ 10lÏhype� ricine à
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sition 3Hyp2~* ] 1Hyp2~, qui nÏa pas pu esteü tre mesure� ,
donc approximativement cm~1.l6 \ 11 250

Conclusion
La photoinduite de a souventde� protonation lÏhype� ricine e� te�

au cours des cinq poure� voque� e, dernières anne� es,31h33
certaines de ses photobiologiques, eninterpre� ter proprie� te� s

particulier son antivirale.activite�
Pour la fois les dans cepremière expe� riences de� crites

mettent en cette lorsque lame� moire e� vidence de� protonation
est dans son premier triplet.mole� cule dÏhype� ricine excite� e e� tat

Par rapport fondamental le passage au premierà lÏe� tat e� tat
triplet provoque une augmentation sensible deexcite� lÏacidite� :

relativement Une constatation ana-pKa* \ 7,35 à pKa \ 11,5.
logue avait faite pour le premier singulet :e� te� e� tat excite�
pKa* \ 8,3.41

Cependant la vitesse de la s~1)de� protonation (kd \ 1800
devrait en plus faible que celle des autres voies deeü tre ge� ne� ral

de triplet en milieu biologique et il seraitde� sactivation lÏe� tat
donc que provoque une acidiÐca-exage� re� dÏe� crire lÏhype� ricine
tion du milieu sous lÏe†et dÏune excitation lumineuse comme

a quelque foiscelà e� te� avance� .
Par contre lÏobservation dÏun transfert deintermole� culaire

proton entre monoanionique dans triplet etlÏhype� ricine lÏe� tat
son dianion dans fondamental qui a icilÏe� tat e� te� caracte� rise�
montre que peut efficacement provoquer unelÏhype� ricine
protonation photoinduite dÏun site basique place� à proximite� .
Une conclusion analogue a e� te� tire� e dÏexpe� riences re� centes

par de Petrich31,32 lÏaide de sondesre� alise� es lÏe� quipe à
Ñuorescentes.mole� culaires
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