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Introduction générale 1

INTRODUCTION GENERALE

La photochimiothérapie ou thérapie photodynamique (PDT) antitumorale est basée sur
l'activation par la lumiére de molécules photosensibles préférentiellement retenues par les
tissus néoplasiques. Sous l'effet de l'irradiation lumineuse, ces colorants non toxiques a
l'obscurité générent des espéces chimiques a courte durée de vie, capables de provoquer des
altérations 1étales en réagissant avec les composants biologiques situés dans 1'environnement
immédiat du photosensibilisant. La PDT est utilisée en clinique soit pour réduire le volume
d'une tumeur massive, soit pour obtenir la cure radicale d'une petite tumeur superficielle ou
bien encore comme complément d'une autre méthode chirurgicale ou de radiothérapie.
L'efficacité photodynamique repose, entre autres paramétres, sur les propriétés chimiques et
photochimiques du photosensibilisant. Les dérivés de 1’hématoporphyrine ont été pendant
plus de dix ans les seuls agents utilisés en photothérapie clinique. Cependant, ils sont connus
pour avoir certains inconvénients. Ce sont des mélanges complexes qui ont rendu difficiles

des études précises.

Pour contourner cette difficulté la synthése du photosensibilisant « idéal » a été initiée. Un
colorant parfait doit d'abord étre un photosensibilisateur efficace de la formation d'oxygéne
moléculaire singulet 'O, et/ou de processus radicalaires. Pour cela, I’énergie de I’état excité
triplet du photosensibilisant doit étre supérieure a celle de 1’oxygéne moléculaire singulet
(94,2 kJ/mol) pour permettre un transfert d’énergie efficace. Il doit étre retenu le plus
sélectivement possible par les tumeurs et présenter une absorption élevée dans le domaine du
spectre ou les tissus et ol le sang sont les plus transparents a la lumiére (600 4 900 nm). Enfin,
pour éviter des probleémes de photosensibilité cutanée post-traitement, il doit &tre dénué
d’effets indésirables dans le noir et étre rapidement éliminé par l'organisme et/ou ne pas
absorber fortement entre 300 et 600 nm (domaine de longueurs d'onde ou l'intensité de la
radiation solaire est la plus élevée). Parmi les photosensibilisants qui ont été testés ces

derniéres années, la 5,10,15,20-méso(tetrahydroxyphenyl) chlorine (m-THPC) a montré une
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activité photodynamique élevée. Malgré les €tudes entreprises dans différents domaines, aussi
bien in vitro, in vivo qu'en clinique, les paramétres influengant l'activité photodynamique de
la m-THPC et son mode d'action n’étaient pas vraiment élucidés lorsque cette étude a été
entreprise. C’est pourquoi nous nous sommes plus particuliérement intéressés a cet agent

photosensible.

L’objectif principal de notre étude est d’arriver a4 la compréhension des mécanismes
concernant le comportement photodynamique du sensibilisant m-THPC et ce grice a ’apport
de la microsonde laser FTICRMS (spectrométrie de masse & résonance cyclotronique des ions
par transformée de Fourier). Parallélement a 1’étude particuliére de la m-THPC, deux autres
photosensibilisants feront également 1’objet d’un suivi analytique & savoir la 5,10,15,20-
méso(tetrahydroxyphenyl) porphyrine (m-THPP) et la 5,10,15,20-méso(tetrahydroxyphenyl)
bactériochlorine (m-THPBC).

Ainsi, Pefficacité et les capacités de la technique de désorption/ionisation laser assistée par
matrice (MALDI) couplée a la FTICRMS associée a la spectrophotométrie d’absorption
ultraviolet/visible et de fluorescence, ont €té mis a profit dans le but d’étudier la molécule

m-THPC avant et aprés traitement laser.

Dans ce but, nous avons étudié le comportement de la m-THPC en solution dans divers
milieux de solvatation (organique, aqueux, physiologique avec/sans protéines) pour finir en
milieux biologiques & savoir au contact de plaquettes sanguines. A chaque étape, nous avons
ainsi évalué I’activité photodynamique de la m-THPC, notamment en mettant en évidence la

formation de photoproduits suite & une illumination laser.

Le mémoire présenté s’articulera autour de cinq axes particuliers et sera structuré de la fagon

suivante pour répondre au différents objectifs fixés :

Aprés avoir fait une rapide présentation de la thérapie photodynamique (PDT) et de ses
applications cliniques, nous parlerons, dans le chapitre I, de son développement historique et
des mécanismes entrant en jeu lors de I’activation des photosensibilisants par la lumiére. Nous
insisterons plus particuliérement sur les propriétés physico-chimiques de la m-THPC et sur les
méthodes déja utilisées concernant le suivi de sa photodégradation. Enfin, nous démontrerons

Papport de la spectrométrie de masse et en particulier de la technique MALDI/FTICRMS
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dans le but d’obtenir des données fondamentales supplémentaires sur les mécanismes

photochimiques mis en jeu lors des processus photodynamiques.

Le chapitre II sera consacré a la description des méthodes d’analyses de spectrométrie de
masse et de spectrophotométrie utilisées lors de notre recherche et du protocole d’illumination
laser mis en ceuvre. Le suivi de la réaction de phototransformation des photosensibilisants
~€tudiés a ét¢ effectué tout d’abord par 1’étude des spectres de fluorescence et d’absorption
ultraviolet/visible de ces derniers. La technique MALDI/FTICRMS nous a permis d’identifier
les especes a chaque étape de la réaction photochimique. De plus, I'utilisation de Ia
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse par piégeage des ions
(GC/ITMS) a, quant a elle, été utilisée dans le cadre de la caractérisation de la formation
d’oxygene singulet via une sonde moléculaire spécifique : le 1,3-diphénylisobenzofurane

(DPBF).

Le chapitre III fera I’objet de I’étude du comportement des photosensibilisants en solution
dans I’éthanol. Apreés avoir effectué la description des résultats obtenus lors de 1’analyse des
photosensibilisants seuls, nous nous intéresserons a la photodégradation de la m-THPC et a la
formation de photoproduits suite & une irradiation laser & 650 nm. Dans un second temps,
nous developperons le protocole mis en ceuvre afin d’aboutir 4 la caractérisation par
spectrométrie de masse de la formation d’oxygéne singulet 'O, via 1’emploi de la sonde

moléculaire 1,3-diphénylisobenzofurane (DPBF).

Les travaux sur le comportement de la m-THPC et de la m-THPBC en solution dans un
mélange éthanol/eau, en présence d’un tampon physiologique (Phosphate Buffer Saline, PBS)
avec ou sans ajout de protéines (sérum de veau feetal, SVF) sont rapportés dans le chapitre
IV. Nous y discuterons la nature des photoproduits obtenus et 1’influence que peut avoir le

milieu de solvatation sur celle-ci.

Enfin, les travaux préliminaires effectués sur les plaquettes sanguines font I’objet du
chapitre V. Ces études indiquent que la technique MALDI/FTICRMS offre une voie
prometteuse quant a la mise en évidence de photoproduits directement sur un échantillon de
cellules préalablement mises en contact avec le photosensibilisant ouvrant ainsi la voie a

I’évaluation de la cytotoxicité des photosensibilisants sur les cellules par MALDI/FTICRMS.
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CHAPITRE 1

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

La thérapie photodynamique (PDT), qui est une nouvelle technique en matiére de lutte contre
le cancer, est basée sur 1’utilisation de la lumiére visible ou proche du visible pour activée un
agent thérapeutique sélectif vis-i-vis des tissus néoplasiques’. Le photosensibilisant
préalablement injecté par voie intraveineuse, qui est non toxique a ’obscurité, génére sous
’effet d’une irradiation lumineuse des espéces chimiques cytotoxiques qui vont éradiquer les

tumeurs.

La PDT est basée sur la combinaison de trois paramétres : le photosensibilisant, la lumiére et
I’oxygéne. Mais Defficacité photodynamique repose sur les propriétés chimiques et
photochimiques du photosensibilisant. Depuis ’emploi de cette nouvelle technique en
clinique c’est-a-dire depuis plus de vingt ans, les efforts se sont portés en particulier sur la
synthése de photosensibilisant « idéal ». En effet, celui-ci doit posséder une activité
photodynamique maximale sur les tissus pathologiques tout en ayant des effets secondaires

les plus faibles possibles sur les tissus sains.

Apres un rappel historique sur le développement de la PDT, nous décrirons les mécanismes
qui entrent en jeu durant son utilisation. Puis nous nous intéresserons aux différents
photosensibilisants intervenant dans le développement de cette nouvelle thérapie utilisée pour
lutter contre le cancer. Et en particulier a la 5,10,15,20-méso(tetrahydroxyphenyl) chlorine
(m-THPC) et a la 5,10,15,20-méso(tetrahydroxyphenyl) bactériochlorine (m-THPBC), les

deux photosensibilisants qui ont fait 1’objet de nos travaux.
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1 La thérapie photodynamique : PDT

La littérature rapporte que le photosensibilisant a tendance & se concentrer au niveau des
1ésions néoplasiques’ et d’une fagon plus modeste au niveau des tissus sains. Ceci permet
donc I’éradication des tumeurs sous ’effet d’une irradiation lumineuse, c’est la PDT. Mais en
réalité, cette spécificité est faible et 1’effet discriminant est surtout dii & I’éclairement de la
tumeur. En effet, il faut amener la source lumineuse jusqu’a I’emplacement ou se situent les

tumeurs a traiter. Ainsi, la PDT ne concerne que les tumeurs accessibles directement ou par

endoscopie.

1.1 Utilisation de la PDT en clinique

La PDT est surtout utilisée sur des petites tumeurs. Cette thérapie pourrait étre intégrée dans
un protocole plus complexe. La PDT est aussi utilisée a visée palliative pour de grosses

tumeurs infiltrantes ou des récidives.

Les localisations les plus fréquemment traitées par PDT sont les suivantes :

1.1.1 Les tumeurs cutanées et sous-cutanées

Les traitements conventionnels de ce type de lésions sont la chirurgie et éventuellement la
radiothérapie. 11 en résulte, le plus clair du temps, des séquelles d’ordre esthétique. Dans le
cas de I'utilisation de la PDT, les résultats sont améliorés et présentent une réponse compléte

un an aprés traitement’.

1.1.2 Les tumeurs bronchiques

La PDT n’a pas fait preuve de sa supériorité par rapport 4 d’autres techniques dans le
traitement des tumeurs bronchiques obstructives. Elle est plut6t indiquée dans le traitement de
petites tumeurs bronchiques (carcinomes in situ et carcinomes microinvasifs ; carcinomes

épidermoides ou adénocarcinomes)™ *.
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1.1.3 Les tumeurs vésicales
L’indication principale est axée essentiellement sur le diagnostic du carcinome in situ de la
vessie. Dans 80 % des cas, le cancer de la vessie présente des 1ésions multifocales. La PDT

permet la conservation de I’organe et de sa fonction’.

1.1.4 Les tumeurs digestives

L’application de la PDT au traitement de 1’cesophage et de l’estomac peut induire des
complications, comme des fistules, dues a des doses de lumiére trop importantes. Mais les
taux de réussite sont tres élevés, sur 15 cas de carcinomes précoces de 1’cesophage traités avec
le Photofrin®, 3 ont récidivé et 10 patients n’ont eu aucune récidive avec un recul de 60

mois®.

1.2 Rappels historiques

Les premiéres publications relatant ’association entre la lumiére et une substance
photosensible datent du début du 20° siécle. En effet, Raab a remarque que 1’éosine ou
’acridine orange en contact avec des protozoaires induisent leur destruction sous 1’effet de la

lumiére solaire’.

Mais c’est en 1903 que le premier essai d’élimination d’une tumeur cutanée par exposition a

la lumiére a été effectué en utilisant I’éosine comme photosensibilisant®.

Policard® a quant 4 lui mis en évidence I’accumulation des porphyrines endogenes dans les

tissus néoplasiques. De plus, il a montré 1’émission de fluorescence lors de leur exposition a la

lumiére ultraviolette.

En 1942, il a été observé que I’hématoporphyrine était retenue préférentiellement dans les
tumeurs transplantées chez des souris et que sous I’action de la lumiére, une nécrose partielle
était induite'®. Ceci a été confirmé plus tard par Figge'!, qui a montré par fluorescence la
rétention de I’hématoporphyrine dans les lésions néoplasiques en excitant les tumeurs avec

une lumiéres ultraviolette.
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Mais le plus grand essor de la PDT date de 1961, quand Lipson'? a décrit la synthése d’un
dérivé de I’hématoporphyrine appelé HpD ou « hématoporphyrine dérivée ». L’HpD s’est
montrée beaucoup plus efficace que son produit d’origine, et semblait donc un
photosensibilisant trés adapté au développement de la PDT. C’est ainsi qu’en 1966, le premier
traitement photodynamique a été effectué en utilisant ’HpD sur un cancer du sein en
récidive’®. Puis les premiers essais in vivo ont été réalisés par Dougerthy'* en 1975 sur des
tumeurs implantées chez des souris et des rats. Et en 1976, ce fut le tour du premier cancer de
la vessie traité pas I’HpD suite 4 une irradiation en lumiére blanche'®. Les essais cliniques en
PDT de phase I (volontaires sains pour étudier la répartition et la durée de vie des
médicaments dans 1’organisme) et de phase II (petit nombre de malades pour étudier le

rapport bénéfice/risque) ont été rapportés en 1977 et 1978.

Le Photofrin®, qui est la fraction purifiée de I’HpD, a eu I’autorisation d’étre utilisé en
clinique a partir de 1987. Ainsi, les premiers essais cliniques en phase III (grand nombre de
malades pour évaluer 1’efficacité et la tolérance par rapport a un placebo et un médicament du

méme type) ont débuté en 1988.

La thérapie photodynamique a connu un grand intérét depuis 1989 avec I’apparition de

nouveaux photosensibilisants'®, le développement des lasers, des diodes lasers et des fibres

optiques.

1.3 Mécanismes intervenant durant la PDT

Une réaction photochimique nécessite I’absorption par une molécule, d’une radiation
électromagnétique de longueur d’onde appropriée (loi de Grothus-Drapper). Un état
électronique excité de la molécule est ainsi créé et peut alors induire une transformation
chimique directe en produit stable, ou conduire a un intermédiaire réactif capable d’amorcer
la réaction. Cependant, un tel état excité peut également dissiper son énergie sans changement

chimique du réactif (processus photophysiques de désactivation).

Ainsi I’absorption d’un photon d’énergie hv par une molécule, va permettre le passage de
I’état fondamental (Sp) qui est 1’état d’énergie le plus bas & un niveau d’énergie supérieur. La
molécule sera transférée a un niveau vibrationnel de 1’état singulet excité (S;) a condition que

la longueur d’onde soit correctement ajustée. La molécule perd ensuite de 1’énergie
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vibrationelle pour atteindre la configuration d’équilibre de cet état excité avant de réagir. A

partir de cet état la molécule rejoint sont €tat énergétique le plus bas (Sp) par deux types de

processus photophysiques.

Les processus de désactivation radiative

La molécule dans son état excité peut se désactiver par émission d’une radiation: ce
processus est appelé luminescence. Si cette émission se produit entre deux états de méme
multiplicité, par exemple entre (S;) et (So) ; elle est appelée fluorescence. Si 1’émission se
produit entre deux états de multiplicité différents, par exemple (T;) et (So), elle est appelée
phosphorescence. Ces émissions ont lieu a partir des niveaux vibrationnels zéro des états
excités, car la relaxation vibrationnelle est trés rapide (10> 4 107'? 5). Mais il est a noté que
(T,) possede une durée de vie plus longue, ce qui entraine deux processus de désactivation : le

radiatif correspondant a la phosphorescence et le non radiatif que nous allons développer dans

le paragraphe suivant.
L’émission de fluorescence est utilisée dans un but diagnostic.

Les processus de désactivation non radiative

L’état excité instable (état singulet) a une durée de vie de comprise entre 107% et 107 s. Le
photosensibilisant (PS) a I’état excité singulet PS*(SI) peut conduire par croisement

intersysteme (1) a son état triplet PS*(TI). Cet état est I’état « photoactif » dont la durée de
vie est plus longue que celle de 1’état singulet et peut étre comprise entre une microseconde et
quelques secondes, il s’agit alors d’un état métastable. Ainsi, le photosensibilisant a le temps

de réagir avec une molécule environnante (réactions types I et IT détaillées dans la suite), il

perd alors son excédent d’énergie et revient 4 son état fondamental PS’ (SO ).

croisement
PS(S,)—2— PS’(S, ) —merytme , pS*(T, ) (1)

Le croisement intersysttme est utilis¢é dans un but thérapeutique suivant les processus

photochimiques définis par Foote'” dont nous allons faire le détail.
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Le processus photochimique de type I

Le photosensibilisant qui est sous sa forme triplet PS*(TI) (1) va réagir dans un premier
temps avec un substrat en produisant des radicaux libres, chargés ou neutres (2) et (3). Ainsi
les composés formés résultent soit d’un transfert d’hydrogéne vers le photosensibilisant dans
le cas de la formation de radicaux libres neutres, soit d’un transfert d’électrons dans le cas de

la formation d’une forme ionique.

croisement

PS(S,)—2 > PS"(S, ) —nieryme_, pg* (T, ) )]
PS"(T, )+ R —tmmsfeidhydrogine , ppye | pe .
PS* (T, )+ R —nsfertdélectrons jps;é—d +RY N

“|psit +RE;

réd

Les radicaux ou les ions ainsi formés peuvent ensuite étre oxydés par I’oxygéne moléculaire
dans son état fondamental. Cette combinaison va aboutir & la formation de photooxydants trés

puissants'®.

R*+’0, —ROO’ (4)
ROO* + PH* —— P+ ROOH 5
— 3 O;_
PS4+ 0, — PSS+ (6)
anion superoxyde

Le processus photochimique de type 11

Dans le mécanisme de type II, I’intermédiaire réactif est I’oxygéne moléculaire singulet 'O,.

celui-ci est formé par transfert d’énergie entre 1’état triplet du photosensibilisant PS*(TI) et
1’état fondamental de ’oxygeéne moléculaire >0, (7). C’est une réaction prédominante dans les
milieux oxygénés. La phototoxicité des photosensibilisants est dépendante de la concentration
de I’oxygéne dans le milieu". L’oxygéne moléculaire singulet est une forme trés active et
cytoxique'® 2> 2 1l va réagir a son tour avec les substrats (RH) du milieu pour former des

substrats oxydés (ROOH) trés actifs (8).
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croisement .
PS(S,)—2—PS’(S, ) —Rieryme_, pg*(T, ) (1)
PS"‘ (Tl )_|_3 02 Tranfert d'énergie N PS+1 02 (7)
RH+'0, —— ROOH (8)

Ces deux mécanismes type I et type II, tout deux faisant intervenir I’état triplet du

photosensibilisant PS™(T,), peuvent étre schématisés selon la figure 1.1. Cette derniére
indiquant que la réaction photochimique est oxygéno-dépendante, I’oxygéne est nécessaire &

toute réaction photochimique, dans les processus liés a Ia PDT.

PS (S,)

lhv

PS*(S,)

TYPE I l TYPE 11
Radicaux <« PS*(TI) —_ 102 (Oxygéne moléculaire singulet)

Substrats 0,
0, Substrats
Photoproduits Photoproduits oxydés
oxydeés, Réaction spécifique a ’oxygéne singulet
ion superoxyde. (Type Diels Alder)

Figure I.1 — Schéma résumant les réactions photochimiques de type I et de type II.

2 Les agents photothérapeutiques utilisés en PDT

Les mécanismes de la photosensibilisation sont dépendants de plusieurs variables: la
localisation, la pharmacocinétique et la photophysique du photosensibilisant. Le paramétre
photophysique consiste en la nécessité d’utiliser une longueur d’onde d’absorption du
photosensibilisant pour activer I’effet cytotoxique. Une absorption optimale dans la région
spectrale du rouge (650 a 800 nm) représente un grand intérét dans le développement de la
PDT car cette absorption correspond a la région ou les tissus sont les plus transparents a la
lumicre. Le photosensibilisant doit posséder un rendement quantique en oxygéne singulet

élevé afin d’induire les réactions photochimiques ci-dessus. Il doit posséder une sélectivité
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vis-a-vis de la tumeur en étant de préférence amphiphile, c’est-a-dire qu’il doit avoir une
affinité vis-a-vis a la fois des milieux hydrophiles et hydrophobes. Cette caractéristique va lui
permettre une excellente incorporation au sein des organites cellulaires comme les lysosomes
et comme les mitochondries. L action directe sur les cellules sera donc optimale. Et il doit &tre
pur et non toxique en absence de lumicre. Tout ceci constitue les propriétés idéales requises
pour un photosensibilisant en vue d’aboutir 3 une action photodynamique efficace'® '*. 11 a été
conclu que le futur réle de la PDT dépendrait du développement des photosensibilisants qui
dotvent étre purs et posséder une structure bien définie. L’élimination de ces
photosensibilisants par le corps doit étre maximal d’éviter aux patients des réactions aprés

session en PDT suite & I’exposition a la lumiére naturelle.

La premiére génération de photosensibilisants était basée sur I’hématoporphyrine (Hp) et
I’hématoporphyrine dérivée (HpD). Cette derniére est un mélange complexe de produits basés
sur la structure des porphyrines. Le Photofrin®, qui est la fraction oligomérique de I’HpD,
s’est avéré un photosensibilisant plus actif. Il a permis 4 la PDT d’améliorer son
développement. Mais ce photosensibilisant posséde certains inconvénients dus notamment a
une complexité chimique (mélange de plusieurs porphyrines) et une photosensibilisation

cutanée importante.

Puis la seconde génération de photosensibilisants est apparue. Ce ne sont plus des mélanges
de porphyrines mais des composés purs qui ne sont pas nécessairement des porphyrines. Ceci
a permis d’améliorer leur activité et leur sélectivité durant les essais cliniques, ce qui a permis
de résoudre les problémes rencontrés avec le Photofrin®. De plus, certains de ces
photosensibilisants (les chlorines) présentent une forte absorption dans la région spectrale du

rouge, ce qui est un atout pour leur utilisation en PDT.

Nous allons décrire les avantages et les inconvénients de chacune de ces deux familles de
photosensibilisants ainsi que les principaux agents thérapeutiques utilisés dans le cadre du

développement de la thérapie photodynamique.

2.1 Les photosensibilisants de premiére génération

L’ hématoporphyrine dérivée, ainsi que ces variantes commerciales comme le Photofrin®, le

Photosan®, le Photogem® et le Photocarcinorin® ont une place importante dans I’histoire de
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la PDT. Ce sont des photosensibilisants de premiére génération. Les premiéres observations
d’activité photodynamique ont été obtenus avec ces composés, et la premiére autorisation

d’essais cliniques a été obtenue pour le Photofrin®.

L’hématoporphyrine dérivée (HpD) a été décrite par Lipson et coll.'? en 1961 comme un outil
utile pour le diagnostic. En effet, aprés une administration systématique de HpD, les tissus
tumoraux pouvaient €tre observés par le biais d’une émission de fluorescence dans le rouge.

C’est plus tard que son utilisation en PDT 4 été testée'>.

L’HpD est un mélange complexe de diverses porphyrines résultant de la transformation de
I’hémoglobine difficile a reproduire. L’activation de ce photosensibilisant se fait 4 longueur
d’onde de 630 nm qui ne correspond pas au maximum d’absorption de celui-ci. De ce fait,
elle n’induit pas un effet photochimique important. En revanche, elle posséde un taux de
pénétration dans les tissus élevé (2-4 mm)?2. De plus, elle n’est pas sélective par rapport aux

tumeurs, ce qui entraine une photosensibilisation cutanée de huit & douze semaines.

Mais I’HpD posséde certains avantages telle qu’une préparation qui est aisée 3 mettre en
oeuvre'?. La littérature fait aussi état d’expériences extensives au niveau clinique® qui ont

montré systématiquement 1’activité clinique de I’HpD.

Le Photofrin® correspond a la solubilisation de I’'HpD dans une base en milieu aqueux. Il est
formé de dimeéres d’HpD et de grands oligoméres, qui sont les espéces actives de I’HpD.
Ainsi, le Photofrin® posséde une grande activité photodynamique, ce qui fait de lui un bon
agent thérapeutique trés utilisé en PDT?. Mais celui-ci n’échappe pas aux mémes critiques
que P’HpD par rapport a la complexité de sa composition. Egalement, son utilisation nécessite
une période sans lumiére pour le patient aprés traitement (4 3 6 semaines)®*. De plus, celui-ci
absorbe dans la région de faibles longueurs d’ondes (404 nm) qui correspondent a une faible

pénétration dans les tissus.

2.2 Les photosensibilisants de seconde génération

Une nouvelle variété d’agents photosensibles a été proposée avec pour objectif 1’élimination

des problémes associés au Photofrin®, i.e. la structure complexe, une photosensibilisation
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importante de la peau et I’utilisation de longueur d’onde faiblement pénétrante au niveau des

tissus.

Ainsi, les photosensibilisants de seconde génération ont été développés avec un certain
nombre de critéres apparents® : il doit posséder une faible cytotoxicité - voire nulle - en
absence de lumiére. Leur composition se limite a une structure chimique bien définie. Leur
synthese doit comporter un faible nombre d’étapes avec un rendement de réaction élevé, ce
qui garantit un colit moindre. De plus, il faut qu’ils aient un fort caractére amphiphile et
posséder une forte absorption dans la région spectrale du rouge. Nous allons faire une revue

d’effectifs des principaux composés®®.

Les chlorines sont des porphyrines dont une double liaison a été réduite. Ce qui a entrainé
I’apparition d’une nouvelle et importante bande d’absorption dans la région spectrale du

rouge. Il existe deux chlorines importantes :

Le dérivé aspartyl de la chlorine-e6 (NPe6)®’ posséde deux pics d’absorption a 400 et
654 nm, son rendement quantique est tres élevé, d’ou sa grande utilisation en PDT. Mais la

NPeb6 posséde une photosensibilisation cutanée trés similaire a celle du Photofrin®.

La 5,10,15,20-méso(tetrahydroxyphenyl) chlorine ou Foscan® (m-THPC)'®, qui posséde
une absorption importante dans le rouge et un effet thérapeutique trés intéressant pour la PDT.
Ainsi, on peut I'utiliser avec de faibles concentrations et des doses de lumiére plus faibles. Le
probleme provient de son insolubilit¢é dans 1’eau ce qui requiert un mélange
¢thanol/polyéthyleéne glycol/eau (20:30:50, v/v/v) en vue de son injection. Ce caractére
amphiphile entraine aussi des interactions avec le plasma et/ou les tissus, ce qui joue un grand
role dans la biodistribution de la m-THPC. Mais nous reverrons plus en détails ce composé

car c’est celui qui a fait I’objet de nos travaux.

Les Purpurines™ * qui absorbent & 660 nm, possedent une efficacité photodynamique plus
grande que le Photofrin®. Mais elles sont aussi peu solubles dans ’eau et nécessitent
Iutilisation d’un agent de solubilisation (Cremophor EL) en vue de leur injection aux

patients?®. Ce composé est utilisé dans le traitement des cancers de la prostate par PDT>.
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Les Benzoporphyrines dérivées™, qui absorbent 2 690 nm, comme la plupart des porphyrines
hydrophobes, présentent une agrégation en milieu aqueux. L’addition de solvants organiques
ou de protéines entraine une disruption des formes agrégées, voire une monomeérisation, ce
qui facilite son incorporation intracellulaire. Mais elles s’avérent étre un bon agent

thérapeutique notamment dans le traitement des cancers de la peau®”.

Les Phtalocyanines™ ont une structure similaire aux porphyrines mais absorbent entre 650 et
700 nm, et possédent aussi un caractere amphiphile. Ce sont des colorants utilisés dans les
encres de stylo bille. En les conjuguant avec des métaux, elles s’avérent étre de bon agents

thérapeutiques.

Les Texaphyrines™, ce sont des structures de porphyrines stabilisées par I’insertion de
métaux dans le centre de I’anneau pyrrolique. Elles possédent des bandes d’absorption autour

de 732 nm.

L’Acide A Aminolévulinique (ALA)> est un acide aminé en position A utilisé en PDT et en
diagnostic depuis ces dix derniéres années. L’ALA est le premier intermédiaire métabolique
de la synth¢se des protoporphyrines, c’est un processus multiétapes. La Protoporphyne IX
ainsi obtenu absorbe peu & 630 nm et montre une cytotoxicité marquée envers les cellules

endothéliales™.

Nous avons porté notre choix sur I’étude de la 5,10,15,20-méso(tetrahydroxyphenyl) chlorine
ou Foscan® (m-THPC)'®, car c’est un des photosensibilisants le plus étudié a I’heure actuelle,
mais aussi parce qu’il posséde certaines caractéristiques d’un photosensibilisant idéal et
notamment une grande activité photodynamique. Il constitue donc un bon candidat pour notre
étude sur le comportement photodynamique des agents thérapeutiques par MALDV
FTICRMS. Concernant le choix de la 5,10,15,20-méso(tetrahydroxyphenyl) bactériochlorine
(m-THPBC), il s’est avéré judicieux car il s’agit d’un composé final issu de la synthése de la
m-THPC et il posséde également des propriétés photophysiques intéressantes en vue de son

utilisation en PDT.
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3 La temoporfine et la bactériochlorine

La 5,10,15,20-méso(tetrahydroxyphenyl) chlorine ou Foscan® (m-THPC, temoporfine) et la
5,10,15,20-meso(tetrahydroxyphenyl) bactériochlorine (m-THPBC, bacteriochlorine) sont
deux photosensibilisants de seconde génération qui présentent respectivement des bandes
d’absorption importantes a 652'¢ et 739%" nm. Ces bandes d’absorption dans la région
spectrale du rouge et du proche infrarouge - correspondant au meilleur taux de pénétration de

la lumiére dans les tissus - font de ces deux photosensibilisants d’intéressants candidats en

vue de leur utilisation en PDT.

Dans cette partie, nous allons faire I’état des lieux concernant la caractérisation et le suivi de
la phototransformation de ces deux molécules. Nous allons également revenir sur leurs

structures, leurs syntheses et leurs utilisations dans le cadre du développement de la PDT.

3.1 Définition structurale

Les porphyrines possédent une nomenclature appropriée a leur structure chimique composée
de quatre noyaux pyrroliques reliés entre eux par des ponts comportant un carbone au sommet
appel€ position méso (aux positions 5, 10, 15, 20 sur la figure 1.2). Par convention, les deux
hydrogénes appelés imino-hydrogénes sont placés sur les atomes d’azote en position N-21 et
N-23 et les quatre pyrroles portent les labels de A a D. Les positions 2, 3,7, 8, 12,13, 17 et 18
correspondent aux positions B du pyrrole, leurs liaisons sont appelées Bp’. Tandis que les

positions a du pyrrole correspondent aux positions 1, 4, 6, 9, 11, 14, 16 et 19, et leurs liaisons

sont nommeées oo.’.

Les chlorines ont une double liaison PP’ saturée, tandis que les bactériochlorines ont deux
liaisons réduites qui sont opposées 1’une et I’autre. Les chlorines et les bactériochlorines sont
respectivement des B-dihydroporphyrines et des p-tétrahydroporphyrines, qui peuvent subir
une déshydrogénation pour atteindre une porphyrine plus stable (m-THPP) par réaction

d’autooxidation’®. Tous ces composés possedent un systéme aromatique comportant

18 électrons 7.
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Figure 1.2 — Nomenclature des porphyrines (numérotation suivant le systéme [UPAC)*.

3.2 Propriétés spectrales

Les spectres d’absorption des porphyrines sont sensibles & la symétrie du noyau
tetrapyrrolique’®. La réduction des doubles liaisons B’ dans le cas de la m-THPC et de la
m-THPBC par rapport a la m-THPP (figure 1.3), entraine une asymétrie de la molécule et un
effet bathochrome et hyperchrome probant sur la Q-bande 1. En effet, la m-THPP en solution
dans le méthanol posséde une bande d’absorption a 644 nm (¢ = 3400), tandis que les bandes
d’absorption de la m-THPC et de la m-THPBC sont respectivement a 650 nm (g = 29600) et
735 nm (g = 91000).

Figure 1.3 — Structures moléculaires de (a) m-THPP, (b) m-THPC, (c) m-THPBC.

En fluorescence avec une longueur d’onde d’excitation de 415 nm qui correspond a la bande
d’absorption de Soret, la m-THPP et la m-THPC en solution dans le méthanol présentent deux
bandes de fluorescence : pour la m-THPP & 649 nm et &2 715 nm et pour la m-THPC a 653 nm
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et 4 720 nm. Quant & la m-THPBC, elle posséde trois bandes de fluorescence a 612, 653 et
746 nm. En réalité comme cela a été déja suggéré, la bande & 653 nm était due au 5 % de
m-THPC présent dans la bactériochlorine. Quant a celle a 612 nm, elle dépend probablement
d’une autre impureté absorbant autour de 610 nm. En principe, la m-THPBC ne posséde
qu'une seule bande & 746 nm qu’il est possible de mesurer lorsque ’on utilise comme
longueur d’onde d’excitation 680 nm au lieu de 500 nm en spectrophotométric de

fluorescence®®. Nous avons vérifié ce point au chapitre III (cf. Ch.III § 1.4).

3.3 Synthése®

P-MeC H,SO,NHNH,

K,CO;-pyridine
[HN=NH]

_— <

=
+ [HN=NH] o-chloranil

Figure 1.4 — Synthése de la m-THPC et de la m-THPBC par la réduction de la m-THPP'®,

Il existe deux procédures pour réduire une porphyrine en sa chlorine correspondante. La
premiére consiste en une réduction acide via un complexe de fer. La seconde utilise un
traitement avec le diimide HN=NH, généré par la p-tosyl hydrazide et le K;COs- pyridine. 11
est & noter que les deux réactions entrainent la formation de la m-THPC, mais aussi la
formation de la bactériochlorine en méme temps. Car il est difficile de contréler la réduction a
la seule premicre étape. Alors, si 1’objectif est d’atteindre la chlorine, il est nécessaire
d’utiliser le o-chloranil qui va entrainer une déshydrogénation des bactériochlorines. 11 faudra
ensuite effectuer une chromatographie afin d’isoler la chlorine. De plus, la réduction par le

HN=NH en présence de zinc d’une métalloporphyrine conduit préférentiellement a des
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chlorines et des bactériochlorines. Toutefois, il s’avére difficile d’éliminer complétement le

zinc lors des purifications (cf. Ch.III § 2.2.1).

Ainsi, la réduction utilisant le diimide de la m-THPP donne sa chlorine correspondante la
m-THPC et ensuite sa bactériochlorine : la m-THPBC (figure 1.4). De plus, la synthése de la
m-THPC a partir de 163 mg de m-THPP entraine la formation de 77 mg de poudre solide
violette, soit une rendement de réaction de 47 %. Concernant la m-THPBC, le rendement de

réaction est de 26 %!°.

3.4 Photodégradation de la m-THPC et de la m-THPBC

La m-THPC et la m-THPBC, comme tous les autres photosensibilisants, subissent une
dégradation suite a une exposition a la lumiére. Ce processus est plus communément appelé
photoblanchiment. Il est associé a la décroissance de certaines bandes d’absorption et de

fluorescence et/ou a I’apparition de nouvelles bandes d’absorption et de fluorescence®.

La cinétique de la photodégradation de la m-THPC a fait I’objet de nombreuses études dans
différents systémes expérimentaux, mais aussi au niveau clinique. Cependant, les études
datant du début de nos travaux n’avaient pas encore ¢élucidé la ou les causes de la forte activité
induite par la m-THPC. En effet, outre le rendement important en oxygéne singulet, Peng et
son équipe®® affirment que Pactivité photodynamique de la m-THPC ne se résume pas i ce
seul paramétre mais a plusieurs paramétres liés aux propriétés chimiques et spectrales du
photosensibilisant : une grande pureté (98 %), une bonne sélectivité tumorale, une
exceptionnelle phototoxicité, un bon rendement quantique de fluorescence et une grande

absorption dans le domaine spectral du rouge 4 652 nm'®.

La m-THPC étant un produit amphiphile, sa distribution dans les cellules est diffuse*’. Elle se
localise de maniére préférentielle au niveau de la bicouche lipidique de la membrane des
mitochondries, mais aussi au niveau des organites hydrophiles comme les lysosomes. Ceci est
dii a son caractére a la fois hydrophobe et lipophile (amphiphile). Cette particularité pourrait

expliquer sa grande activité photodynamique comparé a celle des autres photosensibilisants.

Ma et coll.*? ont mis en évidence I’efficacité du photoblanchiment de la m-THPC au sein des

cellules V79 (hamster chinois). En effet, ils ont exposé a la lumiére (tubes fluorescents
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émettant de 375 a 450 nm) les cellules contenant le photosensibilisant. Ainsi, ils ont montré
que le rendement de photoblanchiment (caractérisé par la baisse de fluorescence) de la

m-THPC était supérieur a celui de la m-THPP et du Photofrin®.

Le suivi de la photodégradation de la m-THPC en solution dans un tampon (Phosphate Buffer
Saline, PBS) avec ou sans protéines (Sérum de Veau Feetal, SVF) irradié a 415 nm (Laser a
Kripton, 3,1 mW/cm?) a montré I’apparition de nouvelles bandes 4 325 nm et 450 nm
caractéristiques de la formation de photoproduits*’. Mais cette étude a aussi montré une
hausse de I’efficacité du photoblanchiment liée & la présence des protéines. Belitchenko* a
expliqué ce comportement par le fait que la m-THPC se trouve dans un état d’agrégation
lorsqu’elle est en solution dans le PBS seul. Et I’ajout de protéines (SVF) entraine une
monomérisation de la m-THPC, car I’efficacité du photoblanchiment de la m-THPC en
solution dans le méthanol a été lié¢ au fait que la m-THPC se trouvait 4 1’état de monomeére

dans ce solvant.

L’équipe de Forrer*! a mené des études sur les cinétiques de disparition de fluorescence in
vivo de la m-THPC dans la cavité bucale et dans I’esophage aprés injection intraveineuse
chez plusieurs patients (0,15 mg/kg de m-THPC, illumination laser 4 514 nm a 100 mW/cm?
96 heures aprés I’injection). Il en ressort que les résultats expérimentaux indiquent une
cinétique de second ordre et que les niveaux de nécrose peuvent étre mis en relation avec

Pinverse du taux de disparition de fluorescence.

La m-THPC a montré une excellente capacité a éradiquer certaines tumeurs (des
mésothéliomes malins et des tumeurs au niveau de la cavité buccale) et une sélectivité vis-a-

vis des tissus in vivo, permettant un traitement jusqu’a 6 mm d’épaisseur™.

Les informations concernant la m-THPBC sont plus clairsemées. Elles font état de ses

3% 38 mais aussi de Defficacité photodynamique

propriétés photophysiques dans divers milieux
de la m-THPBC mise en contact avec des cellules tumorales Colo 26 (colon de souris)*.
Toutefois celle-ci reste moins efficace que la m-THPC car les phénoménes d’aggrégation et
d’oxydation entrainent une baisse de son activité photodynamique*®. Une étude récente a mis
en évidence I’avantage d’un traitement dans le proche infrarouge (740 nm) via la m-THPBC

. . 4
sur des tumeurs in vivo chez les rats*’.
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3.5 Caractérisation de I’oxygéne singulet

La réaction de photodégradation de la m-THPC produit de 1’oxygéne singulet par le biais du
mécanisme de type II. Hadjur et coll.*® ont étudié le comportement de la m-THPC dans des
solutions aqueuses contenant 10 % de SVF aprés irradiation & 650 nm. Ils ont ajouté aux
solutions de m-THPC des enzymes antioxydantes (superoxyde dismutase, catalase) pour
mettre en évidence le mécanisme de type I et de la deferoxamine. Ils ont également utilisé des
« quenchers » d’oxygene singulet pour mettre en évidence le mécanisme de type II
(1,4-diazabicyclo-[2,2,2] octane (DABCO) et I’histidine), mais aussi la molécule de
1,3-diphénylisobenzofurane (DPBF) qui réagit avec 1’oxygéne singulet pour produire de
I’orthodibenzoylbenzéne (o-BB). Ainsi, en comparant les spectres d’absorption et de
fluorescence des solutions de m-THPC avec ou sans ces différentes molécules sondes - mais
aussi les rendements quantiques de production de ’oxygéne singulet - Hadjur et coll. ont
démontré que ’oxygeéne singulet jouait un role important dans la photodégradation de la

m-THPC et dans la formation de ses photoproduits.

4 Spectrométrie de masse et photosensibilisant

Les porphyrines et les métalloporphyrines ont été trés étudiées ces vingt derniéres années par
spectrométrie de masse. Afin d’obtenir les empreintes spectrales de ces composés, un certain
nombre de méthodes d’ionisation ont été utilisées comme 1’impact électronique (EI)*,
Iionisation chimique (CI)*°, le bombardement rapide d’atome (FAB)®, la désorption par
plasma®, la désorption laser®, I’électrospray (ESI)*, I’ionisation chimique & pression
atmosphérique (APCI)®, et la désorption laser assistée par matrice (MALDI)*®* 7,
L’utilisation de la spectrométrie de masse par impact électronique a permis d’établir et
d’obtenir des informations sur la structure des molécules analysées a partir des fragments des
ions ayant une ou plusieurs charges®. Dans ce cas, les empreintes spectrales montrent la
présence de ’ion moléculaire M ce qui permet une identification précise de la porphyrine
étudiée. La forte fragmentation en impact électronique pour certaines porphyrines, mais aussi
I’interaction entre I’analyte et la matrice utilisée en FAB, ont montré les limites de ces deux
techniques. Ainsi, la désorption laser assistée par matrice est apparue comme une alternative
intéressante, car elle offre des avantages certains par rapport aux autres méthodes

d’ionisation. En effet, elle procure une certaine compatibilité avec ses matrices et elle permet
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un controle du degré de fragmentation qui peut étre ajusté avec la puissance laser. De plus, les

études en MALDI/TOFMS sur les porphyrines y ont montré une grande sensibilité®® 7.

L’analyse de photosensibilisant comme la protoporphyrine IX*®, ’hématoporphyrine dérivée®
ou le Photofrin®> utilisant la désorption laser directe comme méthode d’ionisation a mis en
évidence la présence de leur ion moléculaire M*" respectif. Dans le cas plus précis du
Photofrin®, qui est composé de plusieurs porphyrines a I’état de diméres ou d’oligomeres,
chacun des composés de son mélange a été identifié, mais aucune masse élevée prouvant la
présence de dimére n’a été détectée™. Ce fut également le cas lors de I’analyse de la m-THPC

par cette méme méthode™, ou seuls les ions moléculaires ou cationisés ont été détectés.

Toutes ces études ont en majeure partie été effectuées sur des porphyrines standard sans
traitement photodynamique en vue d’obtenir leur empreinte caractéristique. En effet, seul
Jones®! avait étudi¢ la formation de produits issus d’une exposition a la lumiére de la

m-THPC par HPLC/ESIMS, au moment ol nous avons débuté nos travaux en 1998.

En faisant le bilan de tous ces résultats, nous étions convaincus que 1’association de la
technique d’ionisation par MALDI couplée & la spectrométrie de masse combinée avec
I’étude conjointe en spectrophotométrie d’absorption ultraviolet/visible et de fluorescence,
nous permettrait une identification plus précise des espéces intervenant a chaque étape de la
réaction photochimique. Ainsi, nous pouvions envisager une meilleure compréhension des
mécanismes intervenant dans les processus de la thérapie photodynamique. Parallélement 4
nos travaux, Blais et coll.®® ont mis en évidence I’hydroxylation du photosensibilisant (dissous

dans un mélange éthanol/eau) suite a une irradiation laser 3 514 nm.



Chapitre I : Bibliographie 22

5

9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.
24.

Références

Kessel D, Woodburn K, Int. J. Biochem. , 25, 1377, 1993.

Fischer AMR, Murphree AL, Gomer CJ, Lasers in surgery & medicine, 17, 2, 1995.
Guillemin F, Meunier A, Lignon D, Kosminski P, Diller ML, Falcoz-Vigne V, Med. Chir.
Dig., 21, 197, 1992.

Guillemin F, Patrice T, Brault D, D’Hallewin MA, Lajat Y, Leroy M, Meunier A, Lignon
D, Path. Biol. , 41, 110, 1993.

Forrer M, Mizeret J, Braichotte D, Wagniéres G, Savary JF, Monnier P, Jichlinski P,
Leisinger HJ, Van den Bergh H, Proc. SPIE, 2371, 109, 1995.

Monnier Ph, Savary M, Fontolliet Ch, Wagniéres G, Chatelain A, Cornaz P, Depeursinge
Ch, Van den Bergh H, Laser Tumour Therapy, Eds Telles MA, Espagne, Madrid, 1990.
Svanberg K, Svanberg S, La Recherche, 24, 686, 1993.

Von Tappeiner H, Jesionek A, Muench Med Worchschr, 1, 2042, 1903.

Policard A, C. R. Hebdomadaires Soc. Biol. , 91, 1422, 1924.

Auler H, Banzer G, Z. Krebsforsch, 53, 65, 1942.

Figge FHJ, Weiland GS, Manganiello LOJ, Proc. Soc. Exp. Viol. Med. , 68, 640, 1948.
Lipson LR, Balds EJ, Olsen EM, J. Natl. Cancer Inst. , 26, 1, 1961.

Lipson LR, Gray MJ, Baldes EJ, Cancer Congr. Tokyo, (abstract) 393, 1966.

Dougherty TJ, Grinder GB, Weishaupt KR, Boyle D, J. Natl. Cancer Inst. , 55, 115, 1975.
Kelly JF, Snell ME, J. Urol. , 155, 150, 1976.

Bonnett R, White RD, Winfield UJ, Berenbaum MC, Biochem. J., 261, 277, 1989.

Foote CS, Photochem. Photobiol. , 54, 659, 1991.

Laustriat G, Biochimie, 68, 771, 1996.

Mac Robert AJ, Bown SG, Pillps D, Ciba Foundation Symposium, 146, 4, 1989,

Epe B, Chem. Bio. Interaction, 80, 239, 1991.

Weishaupt KR, Brakhage P, Dietel W, Proc. SPIE, 2324, 276, 1995.

Meunier-Reynes A, Dieblod S, Lignon D, Granjon Y, Guillemin F, Proc. SPIE, 1525, 177,
1991.

Kato H, J. Photochem. Photobiol. , B : Biol. , 42, 96, 1998.

Dougherty TJ, Kaufman JE, Goldfarb A, Weishaupt KR, Boyle D, Mittleman A, Cancer
Res. , 38, 2628, 1978.



Chapitre I : Bibliographie 23

25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

35.
36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,
43.

44.

45.

46.

47.

Bonnett R, Chemical Aspects of Photodynamic Therapy, Ed. Gordon and Breach Science
Publishers, 2000.

Kessel D, Dougherty TJ, Rev. Contemp. Pharmacother. , 10, 19-24, 1999.

Taber SW, Fingar VH, Coots CT, Wieman TJ, Clin. Cancer Res. , 4, 2741, 1998.

Morgan AR, Garbo GM, Keck RW, Selman SH, Proc. Soc. Photo-Opt. Instrum. Eng .,
847,172, 1987.

Morgan AR, Garbo GM, Keck RW, Selman SH, Cancer Res. , 48, 194, 1988.

Selman SH, Keck RW, Hamptom JA, J. Urol. , 156, 258, 1996.

Levy JG, Waterfield E, Richter A, Proc. Soc. Photo-Opt. Instrum. Eng ., 2078, 99, 1994.
Leung J, Semin. Oncol. , 21, 4, 1994,

Bonnett R, Chem. Soc. Rev. , 24, 19, 1995.

Woodburn KM, Qing F, Miles DR, Kessel D, Luo Y, Young SW, Photochem. Photobiol. ,
65, 420,1997.

Kennedy JC, Pottier RH, J. Photochem. Photobiol. , B : Biol. , 14, 275, 1992.

Strauss WSL, Sailer R, Schneckenburger H, Akgiin N, Gottfried V, Chetwer L, Kimel S,
J. Photochem. Photobiol. , B : Biol. , 39, 176, 1997. \

Bonnett R, Djebal BD, Hamilton PA, Martinez G, Wierrani F, J. Photoche;h. Photobiol. ,
B : Biol. , 53, 136, 1999.

Bonnett R, Charlesworth P, Djebal BD,. Foley S, McGarvey MJ, Truscott TG, J. Chem.
Soc. , Perkin Trans. 2, 325, 1999.

Wessels JM, Spoka R, Heil P, Seidlitz HK, Int. J. Radiat. Biol. , 64, 475, 1993.

Peng Q, Moan J » Ma LW, Nesland SM, Cancer Res. , 55, 2620, 1995.

Rezzoug H, Barberi-Heyol M, Merlin JL, Bolotine L, Lgnon D, Guillemin F, Bull.
Cancer, 83, 816, 1996.

Ma LW, Moan J, Berg K, Lasers Med. Sci., 9, 127, 1994.

Belitchenko I, Melnikova V, Bezdetnaya L, Rezzoug H, Merlin JL, Potapenko A,
Guillemin F, Photochem. Photobiol. , 67, 584, 1998.

Forrer M, Glanzmann T, Braichotte D, Wagniéres G, Van den Bergh H, Savary JF,
Monnier Ph, Proc. SPIE, 2627, 33, 1995.

Gupta G, Morton CA, Whitehurst C, Moore JV, Mackie RM, Brit. J. Dermato. , 141, 385,
1999.

Grahn MF, McGuinness A, Benzie R, Boyle R, De Jode ML, Dilkes MG, Abbas B,
Williams NS, J. Photochem. Photobiol. , B : Biol. , 37, 261, 1997.

Rovers JP, De Jode ML, Grahn MF, Lasers in Surgery and Medicine, 27, 235, 2000.



Chapitre I : Bibliographie 24

48.

49.
50.
S1.
52.
53.
54.
55S.
56.
57.

58.

59.

60.

61.

Hadjur C, Lange N, Rebstein J, Monnier P, Van den Bergh H, Wagniéres G, J.
Photochem. Photobiol. , B : Biol. , 45, 170, 1998.

Beato BD, Yost RA, Quirke JME, Org. Mass. Spectrom. , 24, 875, 1989.

Shaw GJ, Elington G, Quirke JME, A4nal. Chem. , 53, 2014, 1981.

Miller IM, Mass. Spectrom. Rev. , 9, 319, 1990.

Lindsey JS, Chaudary T, Chait BT, Anal. Chem. , 64, 2804, 1992.

Ha G, Hogan JD, Laude DA, J. Am. Soc. Mass Spectrom. , 4, 159, 1993,

Van Berkel GJ, McLuckey SA, Glish GL, Anal. Chem. , 63, 1098, 1991.

Rosell-Mele A, Carter JF, Maxwell JR, J. Am. Soc. Mass Spectrom. , 7, 965, 1996.

Bartlet MG, Busch KL, Wells CA, Schey KL, J. Mass Spectrom. , 31, 275, 1996.

Green MK, Medforth CJ, Muzzi CM, Nurco DJ, Shea KM, Smith KM, Lebrilla CB,
Shelnutt JA, Eur. Mass Spectrom. , 3, 439, 1997.

Hahn JH, Zenobi R, Zare RN, J. Am. Chem. Soc. , 109, 2842, 1987.

Zhan Q, Voumard P, Zenobi R, Anal. Chem. , 66, 3259, 1994.

Kasselouri A, Bourdon O, Demore D, Blais JC, Prognon P, Bourg-Heckly G, Blais J.,
Photochem. Photobiol. , 70, 275, 1999.

Jones RM, Wang Q, Lamb JH, Djebal BD, Bonnett R, Lim CK, J. Mass Chromatogr. A ,
722,257, 1996.



CHAPITRE II

MATERIELS ET METHODES



Chapitre II : Matériels et méthodes 25

CHAPITRE 11

MATERIELS ET METHODES

L’¢étude de la photodégradation de la m-THPC et des photosensibilisants en général en
solution ou en milieu cellulaire fait 1’objet de nombreuses études. Mais la majeure partie de
ces travaux consiste en un suivi du comportement du spectre d’absorption et/ou de
fluorescence au cours du traitement photodynamique (cf. Ch.I § 3.4). Les conclusions sont
donc basées sur les changements d’aspect des bandes caractéristiques et/ou sur I’apparition de
nouvelles bandes, mais ne permettent pas une identification précise des espéces jouant un role
dans les mécanismes photodynamiques.

Les résultats obtenus lors des analyses de porphyrines par spectrométric de masse et les
études récentes sur la photodégradation de la m-THPC (cf. Ch.I § 4) prouvent 1’utilité de cette
technique d’analyse dans la compréhension de la PDT.

Ainsi, I'utilisation de la spectrométrie de masse a transformée de Fourier par résonance
cyclotronique des ions couplée a la technique de désorption/ionisation laser assistée par
matrice (MALDI/FTICRMS) s’avere un outil complémentaire a la spectrophotométrie pour
lever I’ambiguité sur la nature des espéces présentes dans les solutions de photosensibilisant
avant et apres illumination laser.

Nous nous sommes aussi intéressés, durant nos travaux, a identifier la présence de I’oxygeéne
moléculaire singulet en utilisant une sonde moléculaire spécifique. En effet, en réagissant
avec ’oxygene singulet, elle se transforme en une autre molécule qui peut étre caractérisée
par MALDI/FTICRMS. De plus, I'utilisation de la chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse par piegeage d’ions (GC/ITMS) a permis de vérifier la pureté des
solutions étudiées. Cette étude a fait 1’objet du mémoire de DEA de Jéréme Bour.

Ce chapitre va donc étre consacré a la description des différentes techniques de spectrométrie
de masse et de spectrophotométrie utilisées durant ces travaux. Nous nous attacherons aussi a
décrire les protocoles mis en ceuvre concernant 1’étude des photosensibilisants (m-THPC et

m-THPBC) avant et aprés illumination laser dans divers milieux de solvatation.
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1 Spectrométrie de masse par résonance cyclotronique des ions a

transformée de Fourier (FTICRMS)

1.1 Introduction

La spectrométrie de masse a transformée de Fourier par résonance cyclotronique des ions est
une technique d’analyse dont le principe repose sur la détermination du rapport masse sur
charge des ions formés. Ce rapport est obtenu par la mesure des fréquences cyclotroniques
engendrées par un champ magnétique. C’est en 1974 que Alan Marshall et Melvin
Comisarow' ont couplé pour la premiére fois la transformée de Fourier 4 une cellule ICR.
Depuis, cette technique a connu un développement rapide et constant. A I’heure actuelle, il
existe prés de 300 instruments qui équipent les laboratoires de recherche a travers le monde,

et les domaines d’applications vont de I’analyse des protéines a celle de composés minéraux’"
8
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Figure IL.1 — Schéma descriptif de la microsonde FTICRMS.

L’appareil que nous possédons au sein du laboratoire est un prototype unique (figure 1I.1). En
effet, I’instrument initial, le FTMS 2000, était doté d’une source d’ionisation en impact
électronique qui a subi des modifications pour étre utilisé en tant que microsonde laser” .
Dans le cadre de notre étude sur les photosensibilisants utilisés en PDT, nous avons utilisé la
technique de désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI) couplée a la

FTICRMS. Nous allons décrire les principales caractéristiques de ce couplage.
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1.2 Principe de la FTICRMS

Notre appareil posséde une configuration du type double cellule cubique (5 cm de coté
chacune). L’échantillon est placé a I’intérieur de la cellule source cubique centrée dans un
champ magnétique de 3,04 T. Un pompage différentiel, qui assure un vide poussé de I’ordre
de 10 2 107 Pa, permet le transfert des ions entre la cellule source et la cellule d’analyse. La
cellule est constituée de trois paires de plaques nécessaires au piégeage des ions, deux plaques
de détection et deux plaques d’excitation (figure I1.2). Ainsi les ions, qui sont générés durant
la désorption/ionisation laser sur la surface de 1’échantillon, sont piégés selon I’axe z grace au
puits de potentiel établi par la tension appliquée sur les plaques de piégeage
(+ 0,5 2 2 V en mode de détection positif). Les ions sont focalisés au centre de la cellule et
contraints a adopter une orbite circulaire perpendiculaire au champ magnétique (mouvement

cyclotronique) de faible rayon dans le plan xy.

Plaque
réceptrice

e
Mwm}{'}mgmmme

T.F.

Balayage
en

/]

Plaqu{ de
piégeage

Plaque

excitatrice Spectre de masse

Figure I1.2 — Schéma de la cellule de la microsonde FTICRMS.

La présence du champ magnétique et du champ électrique entraine un mouvement complexe
des ions au sein de la cellule. Ce mouvement se décompose en trois modes d’oscillation

différents, dont le plus remarquable est le mouvement cyclotronique.

Lors de leur génération par désorption/ionisation laser, les ions sont animés d’une vitesse v

au sein du plasma. La présence du champ magnétique B, les soumet 2 la force de Lorentz F.
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L’accélération angulaire (en rad/s) est définie par :

dVv

dt

Vv
:( ’;Y)z =r-®? avec Yoy =\/W

Le champ magnétique est dirigé selon 1’axe z et la force de Lorentz est dans le plan xy. Ainsi,

nous pouvons définir la condition d’équilibre :

m-(v,, f

r =q-Vy B,

(r : le rayon de I’orbite en m, m : la masse de I’ion en kg et q : la charge de I’électron en C)

Nous en déduisons les formules de la vitesse angulaire et de la fréquence cyclotronique :

‘B
o, = 4% (rad/s)
m
‘B
VC = q_o (Hz)
2n-m

Nous constatons ainsi pour chaque ion donné, que le rapport m/z correspond a une fréquence

cyclotronique unique.

Il y a deux étapes distinctes dans la mesure de la fréquence cyclotronique :
— Excitation du mouvement cyclotronique.

— Détection du mouvement cyclotronique.

Excitation du mouvement cyclotronique

Dans un champ magnétique uniforme, tous les ions se déplacent selon leur propre fréquence
cyclotronique. Ce mouvement d’ensemble est désordonné (chaque ion a sa propre trajectoire).
En vue d’une détection des ions, leur mouvement orbital doit devenir cohérent, ainsi les ions
de méme masse ont une trajectoire identique. Tout ceci est obtenu pas 1’application d’un
balayage en fréquence rapide. Ce balayage en fréquence couvre toutes les fréquences
cyclotroniques des ions piégés pour une gamme de masse allant de 17 a 5000 u. Quand la

fréquence appliquée est égale a la fréquence cyclotronique d’un ion donné, 1I’ion absorbe de
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I’énergie. Son énergie cinétique E. augmente par un processus de transfert d’énergie. Elle a

pour expression :

E, =%'m-V2 =m-o? r’
Ainsi, il y a augmentation du rayon r de la trajectoire de I’ion. Aprés un temps trés court
d’interaction avec la fréquence responsable de ce phénoméne, tous les ions d’une méme
masse sont en phase et ont la méme trajectoire : leur mouvement est devenu cohérent et un
signal peut alors étre détecté. Ce phénomeéne de transfert d’énergie est appelé Résonance

Cyclotronique des Ions (ICR). Il peut étre utilisé pour accélérer les ions ou n’importe qu’elle

particule chargée.

Détection du mouvement cyclotronique cohérent

Lors de l'excitation, les ions sont animés d'un mouvement circulaire cohérent. Ainsi leur
trajectoire les améne au voisinage des plaques de détection. Si nous prenons le cas des ions
positifs, en s'approchant de fagon alternative de l'une des deux plaques, ils vont attirer les
électrons, ce qui induit un courant alternatif ou courant image. Les deux plaques sont

connectées a un circuit électrique qui permet la détection d'un courant alternatif sous une

forme temporelle (figure I1.3).

Dans la pratique, c'est un circuit RLC qui permet la détection du courant et sa conversion en

tension alternative V(t) :

V(t) = uc%c_j_s_(h

N : Nombre d'ions de masse m détectés.

q : Charge des ions (C).

r : Rayon de l'orbite circulaire des ions (m).

d : Distance séparant les deux plaques de la capacité (0,05 m).
Valeur de la capacité (12 uF).

. : Vitesse angulaire des ions (rad/s).

t : Temps de mesure (s).
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Figure I1.3 — Principe de détection des ions (en mode positif).

Une tension Vp(t) est induite par chaque ion a la masse m. Il en résulte un signal composite,

qui est la superposition de toutes les tensions images Vp(t) :
V(t)=> V(1) cos(w,t)
m

La tension V(t) subit alors un certain nombre de traitements mathématiques afin d’obtenir un
spectre de masse. L’application mathématique la plus importante est I’application de
Palgorithme Fast Fourier Transform (FFT).

Avant de réaliser la transformée de Fourier, nous pouvons employer divers artifices pour
améliorer les spectres obtenus. Il s’agit de 1’apodisation et du « remplissage » de la mémoire

par des zéros (zero filling).

L’apodisation consiste & combiner le signal temporel obtenu a une fonction définie. Son but

est la réduction des oscillations de la ligne de base du spectre a proximité des pics.

Le remplissage des zéros a une autre fonction qui permet d’obtenir plus d’informations a
partir d’un interférogramme donné. En effet, la transformée de Fourier génére des fréquences
positives et négatives. Le nombre de points du spectre réel dans le domaine des fréquences est
donc la moitié du nombre de points détectés. En ajoutant en mémoire a la suite du signal
détecté un certain nombre de fois autant de zéros qu’il y a de points de mesure, il y a une
augmentation artificielle du nombre de points du spectre dans le domaine des fréquences.
Ceci est important notamment pour la précision en masse et en intensité car plus un pic est

constitué de points, meilleur sera la détermination de son maximum®’.
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L’opération de transformée de Fourier permet de convertir le signal V(t) appartenant au

domaine du temps en un signal appartenant au domaine des fréquences. Chaque fréquence est

. o . a
ensuite associce a une masse selon la relation v, = —+-— (a et b sont deux constantes
m m

déterminées par calibration et m correspond a la masse de I'ion). Le résultat obtenu est un
spectre de masse qui porte en ordonnée I’intensité du signal et en abscisse le rapport

masse/charge des ions détectés.

Ce type d'analyse est appelé mode direct ou large bande. Il permet une résolution en masse de

100 a 10000 environ.

Pour augmenter considérablement cette résolution, il faut utiliser le mode hétérodyne :
I'analyse s'effectue alors sur une plage réduite de masses. Grice a l'addition et 4 la
soustraction d'un signal sinusoidal de référence ayant une fréquence proche de celle de la
plage de masse étudiée, et aprés un filtrage adéquat et une transformée de Fourier, nous

obtenons des résolutions en masse allant de 10.000 & 1.000.000%.

1.3 Séquence expérimentale

La séquence conventionnelle d'une analyse FTICRMS est constituée de cinq événements

principaux : l'ionisation, le délai d'ionisation, l'excitation, la détection et I'éjection finale de

tous les ions (figure I1.4).

Formation des ions __- ) > Temps

Délais d’ionisation g

Excitation des ions - > Temps

R
Délais d’excitation ig—p

Détection des ions . > Temps

Délais de détection :g—p

« Quench » L Temps

Figure I1.4 — Séquence expérimentale standard d’une analyse FTICRMS.




Chapitre 11 : Matériels et méthodes 32

L'ionisation laser : le temps d'ionisation est fixé par le temps de pulse du laser. Nous ne
fixons dans cette séquence que le potentiel de piégeage. Il prendra cependant une valeur se
situant entre +0,25 et +2,0 V, suivant la quantité d'ions positifs détectés au cours de toutes
nos séquences.

Le délai d'ionisation : il sert généralement lors des études des réactions ion-molécule. Il
sera fixé a 0,001 s lors de nos analyses standard.

Pour l'excitation, nous fixons dans cette séquence la vitesse de balayage (Hz/s) et les
limites en masse. Le temps d'excitation est alors déduit des paramétres précédents. On
peut en revanche modifier l'atténuation du signal en dB (5 dB dans notre cas). La gamme
de masse a été définie de m/z = 30 4 2000 avec une vitesse de balayage de l'ordre de
1250 Hz/ps.

La détection : en mode de détection positif, nous définissons la masse initiale de détection,
le nombre de points d'acquisition et l'atténuation du signal. Nous débutons la détection
généralement 8 m/z = 17 ce qui correspond a une fréquence d'acquisition de 5333Hz.
L'éjection finale de tous les ions "Quench"” : un fort potentiel est appliqué sur les plaques

pour éjecter tous les ions de la cellule et effectuer une nouvelle analyse.

1.4 Performances et limites de la FTICRMS

Performances de la FTICRMS

Les performances de la microsonde laser FTICRMS sont nombreuses, mais en particulier :

Elles possédent une trés haute résolution : en mode hétérodyne une résolution supérieure a
1.500.000 2 la masse m/z = 1000 permet la séparation des ions isobariques’>.

C’est une technique parfaitement adaptée pour étudier des réactions ion/molécule mais
également a I’isolement d’un ion et & I’étude des ions fils produits par CID (Collision
Induced Dissociation), procédé utile a la détermination structurale des ions.

La possibilité d’analyser des échantillons massifs solides.

Limites de la FTICRMS

Certaines limites ou contraintes sont cependant inhérentes a ’emploi de la spectrométrie de

masse FTICR :

L’analyse en FTICRMS demande une maitrise de nombreux paramétres ayant une

influence certaine sur la formation et la détection des ions.
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— La maintenance de 1’aimant supraconducteur 4 4K nécessite I’utilisation de fluides
cryogéniques (hélium et azote liquide) onéreux.
— Les produits présentant une tension de vapeur trop faible se vaporisent dans 1’enceinte

d’échantillonnage qui est sous ultravide (10 Pa).

1.5 Désorption/Ionisation laser

L’ionisation est une étape primordiale en spectrométrie de masse. C’est elle qui détermine le
nombre d’ions présents et leur répartition géométrique. Elle définit également leur distribution
en énergie cinétique donc leur rayon de giration initial et leur répartition d’énergie interne
c’est leur capacité a se fragmenter. Les phénoménes se produisant pendant I’ionisation

dépendel}t de la technique utilisée, certains sont bien connus, d’autres restent trés obscurs.

L’appareil FTICRMS dont nous disposons au sein de notre laboratoire, est couplé a une

source d’ionisation laser. Cette méthode permet I’analyse d’échantillons solides massifs, mais

aussi sous formes de dépéts.

La désorption/ionisation laser des molécules organiques posséde de nombreux avantages :

— Choix d’échantillons trés large (non volatils ou thermolabiles, isolants).

— Grande liberté de choix dans les paramétres expérimentaux en raison de la diversité des
sources laser disponibles. Dans notre cas, il est possible d’utiliser trois lasers différents
permettant d’obtenir des longueurs d’onde allant de 193 4 355 nm.

— Focalisation du faisceau laser sur une surface trés petite (de ’ordre du um) permettant

d’effectuer des microanalyses.

1.5.1 Les lasers

Notre appareil est dot¢ d’un systtme d’optique de Cassegrain inversée. Il permet la
focalisation du laser sur la cible, I’éclairage et la visualisation de I’échantillon. Cette optique
est située a I'intérieur de la chambre du spectrométre. La position des lentilles centrales est
réglable de I’extérieur afin d’ajuster la focalisation du laser sur I’échantillon en fonction de la
longueur d’onde utilisée (de 193 a 355 nm). La qualité du point de focale d’un laser dépend
de la qualité de ’optique du spectrométre, mais aussi de plusieurs paramétres intrinséques au

laser utilisé. En effet le rayonnement laser est fonction de la géométrie de la cavité et de son
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mode rayonnement qui détermine sa longueur d’onde, sa directivité, sa brillance spectrale (ou

irradiance), sa cohérence et sa divergence.

L’irradiance (Irr), qui est reliée a ’énergie du laser, est définie comme la puissance émise par

unité de surface.

Irr(W/cm?) = E
S.
E : Energie photonique déposée sur la cible (J).
S : Surface irradiée (cm?).

Tt : Durée de I'impulsion laser (s).

Nous mesurons ’énergie du laser a ’entrée du hublot de la chambre du spectrométre a 1’aide
d’une cellule photosensible connectée a un oscilloscope numérique Hewlett Packard (type
54600A Oscilloscope). Nous effectuons ensuite une mesure exacte de 1’énergie déposée sur
I’échantillon a ’aide d’un terme correctif provenant du facteur d’absorption des lentilles. Le
diamétre des impacts est mesuré quant a lui sur des échantillons d’aluminium ou de
polyéthyléne téréphtalate. Un télescope permet la variation du diamétre d’impact laser sur
I’échantillon donc de I’irradiance. Nous pouvons ainsi calculer les valeurs d’irradiances pour
chaque position possible des lentilles du télescope.
\

Dans le cadre de nos analyses en FTICRMS, nous avons utilisé un laser a colorant TDL 90
(Quantel, Les Ulis, France) utilisant la rhodamine (Exciton, Optilas, France) comme colorant
organique. Le pompage est effectué par la seconde harmonique (A = 532 nm) d’un laser Nd-
YAG (Brillant B, Quantel, Les Ulis, France). Il émet une longueur d’onde de 710 nm qui,
apres utilisation de cristaux doubleurs (KDP), permet d’obtenir la longueur d’onde de 355 nm
(contrdlé & 1’aide d’un monochromateur), que nous utiliserons comme +19Xd’ionisation

laser.

1.5.2 Désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI)

Hillemkamp et coll.** sont les premiers a évoquer le concept de désorption/ionisation laser
assistée par matrice (MALDI) dans leur travaux en 1988'®. IIs décrivent une nouvelle

technique qui permet le passage en phase gazeuse de molécules a détecter sous formes
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intactes en les incluant dans une matrice. Cette demniére, pour étre efficace, doit répondre a

certains critéres :

— Elle doit favoriser la séparation des molécules cibles les unes des autres.

— Elle doit posséder une solubilité identique aux molécules cibles.

— Elle doit absorber a la longueur d’onde du laser d’ionisation.

~ Elle doit permettre la formation de liaisons hydrogénes intermoléculaires favorisant les
transferts d’énergie au sein de 1’échantillon.

~ Elle doit favoriser I’ionisation en induisant notamment des transferts de protons de la

matrice vers la molécule cible.

En premier lieu, la technique MALDI a été couplée 4 un spectrométre de masse a temps de
vol'*. Dans un second temps, d’autres séparateurs ont été testés notamment les spectrométres
de masse a transformée de Fourier a résonance cyclotronique des ions (FTICRMS)', mais
aussi les pieges a ions'®. Ces deux types de couplage ont permis d’obtenir des résolutions

spectrales plus importantes, mais aussi d’effectuer des études en mode MS/MS*®.

Nos études ont été réalisées au laboratoire avec un couplage MALDI/FTICRMS. Nous
développerons plus en détail dans les paragraphes suivants la méthode de préparation des

échantillons qui est adaptée au milieu utilisé.

1.5.2.1 Le Principe du MALDI

La technique MALDI fait intervenir la détection des échantillons dans un composé organique
de faible poids moléculaire, celui-ci étant en excés par rapport aux molécules cibles
(échantillon/matrice = 1/1000). Aprés évaporation du solvant, le dépdt solide cristallisé
résultant est irradi€ par un laser a impulsions dont la longueur d’onde correspond 4 une bande
d’absorption de la matrice. Pour obtenir un résultat maximal, il est préférable que la molécule

cible a analyser n’absorbe pas a cette longueur d’onde.

En MALDI, I’excés de matrice par rapport a la molécule cible fait que les photons du laser
rencontrent statistiquement plus de molécules de matrice que de molécules cibles. La matrice
va notamment servir a protéger les molécules cibles des photons incidents de 1’impact laser.
Lors de I’irradiation, il y a absorption sélective de I’énergie par la matrice. Cet apport

d’énergie induit un processus de désorption correspondant & un changement de phase hors
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équilibre thermodynamique (phase condensée vers phase gazeuse). Au cours du processus de
désorption qui suit I’impact laser, une trés faible partie de I’énergie absorbée par la matrice est
transférée au x molécules cibles ; ce qui se traduit par une co-éjection d’espeéces moléculaires

(M) intactes et de fragments de la matrice (figure I1.5).

Molécules cibles
o+ protonées ou cationisées

@ Transfert de protons

Ejection rapide de la matiére

Cristal de matrice

Figure I1.5 - Le principe du MALDI.

Le rendement d’ionisation est faible. Il a été estimé a 10 environ'’. Les ions sont
majoritairement produits par des processus de protonation [M+H]", de déprotonation [M+H]
et de cationisation [M+K]" et [M+Na]".

Les principaux atouts de la méthode MALDI :

— La désorption de molécules intactes en mode positif du type : [M+H]*, [M+Na]" ou
[M+KT".

~ La faible détection des fragments.

— La sensibilité élevée qui rend Iutilisation de cette technique compatible avec les
exigences des biologistes : la quantité de produit 3 analyser sur le porte-échantillon est de
I’ordre de la picomole sans purification exhaustive.

— Une détermination précise des masses moléculaires (0,1 4 0,01 %).

— Larapidité et la simplicité de mise en ceuvre.
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1.5.2.2 Les mécanismes du MALDI

Le phénomeéne MALDI est influencé par de nombreux parameétres. En effet, des études ont
porté sur les effets de I’irradiance'® '°, de la longueur d’onde et de la durée de I’impulsion
laser”® sur le rendement d’ions. Les auteurs ont constaté que de bons résultats étaient obtenus
uniquement dans une gamme d’irradiances trés étroites supérieures ou égales au seuil de
formation des ions qui est typiquement de 10° & 10’ W/cm? selon la longueur d’onde et

I’échantilion analysé.

Le transfert de protons de la molécule de matrice vers la molécule cible demeure I’hypothése

la plus communément admise pour expliquer I’ionisation des molécules.

Soit une molécule de matrice mH (notation qui rend compte de la présence d’un atome
d’hydrogene labile dans la molécule) et une molécule cible M, la molécule mH sous I’effet de

I’impulsion laser absorbe les photons et se retrouve dans un état excité :
mH—"mH"

Les molécules mH", ainsi excitées, possédent un excés d’énergie qui est ensuite redistribué
soit par fragmentation, soit par transfert d’énergie vibrationnelle aux molécules cibles et de

matrices environnantes.

Il s’ensuit une transition de phase instantanée d’un petit volume de I’échantillon au cours de
laquelle 1l y a co-éjection de molécules de matrices intactes ou fragmentées et de molécules
cibles intactes sous forme gazeuse. Le gaz résultant de cette éjection de matiére subit alors

une expansion adiabatique dans le vide sous la forme d’un jet supersonique.

C’est dans ce gaz en expansion qu’est supposé intervenir 1’ionisation des molécules cibles par

, . . 2
réaction acide/base?!.

mH* +M—"5m™ +(M+H)*

mH* + MH—">m" +(MH + H)*
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Les molécules de matrices excitées agissent comme des acides, transférant leur(s) proton(s)

aux molécules cibles ou a d’autres molécules de matrices.

Ainsi, nous allons mettre a profit cette méthode pour réaliser la détection de molécules de

photosensibilisants sous forme intacte.

1.5.2.3 Les facteurs importants du MALDI

Les travaux publiés a ce jour ont fait ressortir I’importance de trois facteurs lors de
I’utilisation du MALDI : les caractéristiques laser (comme nous 1’avons vu précédemment), le

choix de la matrice et le mode de préparation des échantillons.

La matrice

La matrice joue un role prépondérant dans le processus MALDI. Elle assure trois fonctions

principales :

— Elle sert « d’agent dispersant » afin de minimiser les interactions intermoléculaires de
I’analyte. La formation d’une solution solide homogene représente le cas idéal.

— Elle constitue un centre de transfert d’énergie entre le rayonnement laser et le composé
analysé ; elle protége ainsi les molécules du composé étudié d’une dégradation thermique
ou photochimique durant I’irradiation laser.

- Elle favorise I’ionisation par protonation, déprotonation ou cationisation. Mais les

meécanismes régissant les processus d’ionisation ne sont pas clairement établis.

Comme nous I’avons vu précédemment, les criteres de choix d’une matrice sont multiples. En

effet, cette derniére doit obéir a certaines conditions :

— La compatibilité¢ physico-chimique. Afin d’obtenir une solution solide homogene, le
compos€ €tudie et la matrice doivent étre solubles dans les mémes solvants. Il faut que
Iintégrité des molécules cibles soit préservée. Il ne faut pas que la matrice présente une
réactivité vis-a-vis du composé a étudier.

~ L’absorption photonique. La valeur optimale de cette grandeur est difficile 4 déterminer
car elle dépend a la fois du coefficient d’absorption molaire € et de la structure du film
cristallisé de la matrice. En pratique, les matrices efficaces ont un € > 10° L/cm/mol, ce
qui limite le choix des matrices & des composés aromatiques possédant des substituants,

qui ont des effets hypsochromes ou bathochromes sur les spectres d’absorption. Mais, il
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faut garder a ’esprit qu’un fort coefficient d’absorption molaire n’implique pas forcément
une matrice efficace.

— Lavolatilité. La matrice doit présenter une vitesse d’ablation relativement importante, afin
de créer un jet supersonique permettant la co-désorption des molécules cibles. Elle doit
étre également stable a I’irradiation laser car des photoproduits trop nombreux pourraient
rendre I'interprétation spectrale difficile.

— D’autres parameétres importants tels que la formation possible de liaisons hydrogéne avec
les molécules cibles - dues en particulier a la présence sur la matrice de groupements OH
(ou NH) - et les propriétés physico-chimiques du réseau cristallin sont a prendre en
considération. Dans le cas présent, compte tenu de la structure du photosensibilisant

(fonction OH et délocalisation ), les deux types d’interactions sont envisageables.

En pratique, parmi de nombreux composés sélectionnés selon ces critéres, seul un nombre trés
restreint donne des résultats. En outre, certaines matrices semblent étre moins sensibles que
d’autres en présence de contaminants, souvent rencontrés dans les échantillons biologiques
(cations métalliques, détergents, ...). Il est donc nécessaire d’adapter la nature de la matrice a

chaque type de famille de composés étudiés.

Préparations des échantillons
De mani¢re générale, la préparation des échantillons en vue d'une analyse par la technique
MALDI passe par deux étapes. La premiére consiste a préparer une solution contenant la

matrice et les molécules cibles et 1a seconde est relative a la déposition de cette solution sur le

porte échantillon MALDI.

Dans notre cas particulier, il nous a fallu adapter les deux étapes en fonction du milieu utilisé

lors des analyses.

Durant I'étude du photosensibilisant en solution (organique, aqueuse et physiologique), nous
avons mélangé de maniere intime les molécules cibles et la matrice. Pour cela, nous avons
utilisé 20 pL d'une solution contenant la matrice 4 une concentration de 102 M et 180 pL
d'une solution contenant le photosensibilisant a la concentration de 10° M. Le rapport
échantillon/matrice était de 1/1000. 6 pL de cette solution ont ensuite été déposés sur le porte
échantillon métallique en titane utilisé pour les analyses MALDI. Aprés évaporation du

solvant sous un flux d'air chaud, nous avons obtenu un film di a la co-cristallisation des
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molécules de matrice et des molécules cibles (figure I1.5). L'échantillon est alors prét pour
l'analyse MALDI/FTIRCMS.

2 Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse par piégeage des ions

Le dispositif expérimental (Varian, Les Ulis, France) utilisé est composé d’un four
chromatographique (GC 3800) équipé d’un injecteur programmable en mode split/splitless
(1079 universal capillary) suivi d’un spectrométre de masse a piégeage d’ions (Saturn™
2000). Cet appareil a la particularité de posséder deux sources d’ionisation, une par impact

électronique (EI) et une par ionisation chimique (CI).

2.1 Chromatographique en phase gazeuse

%]1 - Injecteur 1079 Universal Capillary

2 - Colonne DBS-MS m]:H
Il'\\:‘."r' .//:i

V.. Y
|

Spectrométre de masse
A piégeage d’ions
(SATURN™ 2000)

Chromatographe en Phase Gazeuse
(GC 3800)

3 - Ligne de transfert : GC < ITMS

Figure I1.6 — Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse & piégeage d’ions.

En chromatographie en phase gazeuse, I’échantillon est vaporisé et injecté au sommet de la
colonne. La séparation et le déplacement des échantillons sont assurés par un flux de gaz
vecteur qui sert de phase mobile. Contrairement a la plupart des autres types de
chromatographie, il n’y a pas d’interaction entre les molécules a analyser et la phase mobile ;
sa seule fonction est de transporter les échantillons dans la colonne. Celle-ci est composée
d’une phase stationnaire solide sur laquelle la rétention des échantillons résulte d’une
adsorption physique. Ainsi la chromatographie en phase gazeuse permet la séparation de

mélanges de composés par rapport a leur température de vaporisation.
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La figure I1.6 nous montre les trois zones qui conditionnent le transfert des espéces vers le

détecteur, dont nous allons décrire les parametres spécifiques qui leur sont associés.

L’injecteur (Varian 1079) peut étre utilisé dans cinq modes différents : avec ou sans division
du flux (Mode «split/splitless »), sans division avec un programme de température
(« température ramped splitless »), injection direct (« on-column ») ou injection d’un grand
volume («large volume »). Le passage d’un mode & I’autre nécessite d’adapter les

programmes de température, le débit de gaz vecteur et parfois le changement d’insert.

Dans notre cas particulier, nous avons opté pour le mode split isotherme, qui est utilisé pour
’analyse d’échantillons relativement concentrés et purs. En effet, par une division au niveau
de I'injecteur, la saturation des détecteurs est évitée. Une partie des produits vaporisés est
introduite directement dans la colonne alors que le reste est évacué vers une ligne de purge
(figure I1.7). La configuration dont nous disposons au laboratoire permet un contrdle des
débits par une électrovanne ainsi nous disposons d’un flux d’hélium constant durant toute la

durée de I’analyse. Ce flux d’hélium est égal & 1 mL/min.

Gaz vecteur 15ml
Hélium

Electrovanne
Contrile du débit
Injecteur

Fermée

Sml L
e
RATE Ligne de fuite

’1! Sml ?
: Insert
W’

Purge du
septum

Ligne de division

.

Figure I1.7 — Parcours du gaz vecteur en mode split.
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Ce mode d’injection donne lieu & des temps de rétention trés courts et des pics
chromatographiques trés fins. La largeur des pics est généralement inférieure a une seconde et
il faut donc injecter les mélanges rapidement. L’introduction des espéces s’effectue

manuellement, les variations de volume injecté entrainent de grande différences au niveau des

intensités chromatographiques des pics (de I’ordre de 20 %).
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Pour notre étude nous avons opté pour les paramétres suivant :
— Les solutions étaient relativement concentrées (10~ mol/L).
~ Pour minimiser les écarts de volumes injectés, nous avons utilisé des volumes de 0,5 pL.

— Latempérature de 1’injecteur est restée constante a 280 °C.

La colonne utilisée est une « DB5-MS J&W Scientific », non polaire de dimensions
30 m x 0,25 mm x 0,25 pm. Les limites en température de cette colonne varient de — 60 °C a
325/350 °C. Sa phase est composée de (5 % - Phenyl) — methylpolysiloxan. Cette colonne

présente ’avantage de posséder un faible « relargage » en limite de température (320 °C).

Pour I’étude des mélanges de m-THPC et de DPBF nous avons travaillé sur une plage de
température allant de 60 °C a 280 °C. La premiére rampe de température a été définie de
60 °C a 120 °C avec une vitesse de 20 °C/min pour permettre de ne pas saturer le
multiplicateur d’électrons lors de la détection du solvant. Nous avons ensuite effectué un
palier de 120 °C pendant 10 minutes pour minimiser le bruit de fond et obtenir la meilleure
répétabilité possible. La seconde rampe de température nécessaire a la vaporisation de nos
composeés, allait de 120 °C a 280 °C avec une vitesse de 10 °C/min. Le programme
chromatographique se finissant par un palier de 15 minutes a la température finale nécessaire

a la détection des espéces vaporisées (figure IL.8).

15 min
280°C—> 280 °C

§
O

Z

Temps total d’analyse : 44 minutes,

Figure I1.8 — Rampe de température.

La jonction colonne/spectrométre est assurée par une ligne de transfert dont la température
est égale a 200 °C pour éviter la condensation des produits au niveau de la jonction et ainsi

permettre un bon transfert des especes vers le spectrométre de masse.
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2.2 Le piége a ions quadripolaire

L'ionisation des molécules neutres provenant de la colonne chromatographique s'effectue par
impact électronique (figure I1.9). Un courant électrique de l'ordre de 10 4 20 pA traverse un
filament (rhénium) et les électrons, émis par effet Joule, sont accélérés et focalisés par un
systtme de lentille 4 l'entrée du dispositif. L'électrode cylindrique située en dessous de
I'électrode chapeau inférieure permet, par l'application d'un potentiel de + 150V a —150V, le
passage des €lectrons. Le temps d'ionisation peut ainsi varier de 10 ps a 25 ms. L'énergie
cinétique (70 eV) acquise par les électrons au cours de I'accélération est alors suffisante pour

permettre, par réaction ion/molécule, l'ionisation des espéces.

Multiplicateur d’électrons

i Electrode

Introduction g

des échantillon I_|\\_| j chapeau
0

(neutres) Ionslformés
z0 | Electrode
circulaire
r

rﬁl m Electrode
cylindrique passage des ¢ chapeau

——
e

r""] Filament

Figure I1.9 — Représentation schématique du piége a ions.

Le piégeage des ions formés s'effectue par I'application d'une tension alternative de fréquence
fixe (1,1 Mhz) sur I'électrode circulaire. On parlera par la suite de tension RF car les
fréquences de cette tension alternative se situent dans le domaine des radiofréquences. Le
confinement des ions est alors assuré par la présence d'un gaz tampon (hélium provenant de la
colonne). Le potentiel appliqué sur les deux autres électrodes chapeaux est en général nul
mais dans les phases d'éjection ou de séquences MS/MS, des tensions alternatives

supplémentaires seront appliquées pour améliorer le signal (modulation axiale).

La detection des ions s'effectue au moyen d'une dynode de conversion. Le multiplicateur
d'electrons convertit alors le courant ionique obtenu en courant électrique produisant un

potentiel proportionnel a I'intensité du signal.
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En ce qui concerne la pression résiduelle, un vide de l'ordre de 10 Pa est maintenu dans le
piege et une température de 150 °C est appliquée pour éviter tous les phénomeénes de

recondensation.

2.3 Modes d’ionisation du piége a ions quadripolaire

2.3.1 Mode de fonctionnement en impact électronique

L'acquisition d'un spectre de masse par le piége ionique quadripolaire consiste en une fonction

de balayage MS/EI qui repose sur deux principales étapes : (Figure 11.10)

Amplitude de la

tension RF _r_ Electrode circulaire
Ionisation Jul el
AmpliFude dela I I Electrodes chapeaux
tension AC
- Temps
.Ets.ap € Etape de détection
d’ionisation

Figure II.10 — Séquence MS/EL.

L'étape d'ionisation : pendant un temps d'ionisation fixé entre 10 ps et 25 ms, le potentiel de
grille situé au-dessus de I'électrode chapeau supérieure est porté a une valeur de +180 V pour
permettre le passage des €lectrons vers le piége a ions. Suite aux multiples collisions entre les
électrons et les molécules de I'échantillon, les ions formés et les fragments caractéristiques de
la molécule sont piégés dans la cellule. Pendant cette période, une tension de haute fréquence

et d'amplitude 100-500 V est appliquée sur I'électrode circulaire.

L'étape de détection : cette étape consiste a appliquer une tension alternative RF
(f=1,1 MHz) sur I'électrode circulaire. L'amplitude de cette tension varie progressivement
pour permettre I'éjection successive des ions par instabilité axiale. Une forte tension négative
est appliquée sur le multiplicateur d'électrons pour attirer les ions vers lui. Mais celui-ci n'en

détecte qu'une partie. En effet, I'éjection des ions s'effectue en direction des deux électrodes
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chapeaux (supérieure et inférieure). Une partie des ions est donc neutralisée par 1'électrode

chapeau supérieure.

Cette méthode d'éjection résonante a été proposée par I'équipe de Todd?” et développée sur le
. SATURN 2000 (Varian). Elle repose sur le principe d'éjection des ions en déplagant
successivement leur point de fonctionnement et provoquant ainsi leur instabilité suivant la
direction axiale. Pour ce faire, il faut appliquer une tension alternative (f=1,1 MHz) sur
I'électrode circulaire. A faible potentiel, les ions oscillent suivant une trajectoire stable dans la
cavité du piége a ions. Mais des que l'amplitude du potentiel augmente, le paramétre de
stabilit¢ de chaque ion augmente et les ions se déplacent successivement sur I'axe jusqu'a la

limite de stabilité.

2.3.2 Mode de fonctionnement en ionisation chimique

L’ionisation chimique (CI) est une technique dite « douce » qui produit des ions ayant un
minimum d’exceés d’énergie et limite ainsi les phénoménes de fragmentations. Elle est
complémentaire a [Dionisation par impact électronique (EI) et permet d’obtenir des
informations sur la masse moléculaire des composés analysés.

Le produit réactif doit avoir une pression de vapeur supérieure 4 la pression interne du
spectrometre. La pression du gaz est alors de 10 Pa, ce qui est nettement supérieur 3 la
pression interne de I’appareil. Le libre parcours moyen d’une espéce dans ces conditions est
en moyenne de 10~ m contre 2 m dans des conditions normales. Afin de ne pas saturer le
dispositif, il est important de régler avec précision le débit de gaz introduit. Au cours de cette

étude, nous avons utilisé de 1’acétonitrile (CH3CN).

Le gaz est ionisé par un flux d’électrons ce qui produit un nuage d’ions et ce sont ces ions qui
vont ioniser les espéces neutres introduites selon quatre réactions :
— Transfert de protons : cette réaction est possible si I’affinité protonique (AP) de la

molécule d’analyte (M) est supérieure a celle du gaz réactif (R).

.
R—5R" 4 2e”

R +R—>RH +[R-HJ
(RH)+M——>MH" +R

Si AP(M) > AP(R)
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— Addition d’un fragment : lorsque I’affinité protonique de 1’ion réactif est supérieure a

celle de 1a molécule AP(F+)>AP(M).
F* +M——[F+M]'

Avec F = fragment du gaz réactif, R** ——>F" + N °.

— Transfert de charge: I'ionisation par impact électronique du gaz réactif induit la
formation d’ion radicalaire R** pouvant réagir avec la molécule M.
R +M——>M"* +R
Cette réaction exothermique ne peut avoir lieu que si ’énergie de recombinaison (ER) de

I'ion réactif R** est supérieure a I’énergie d’ionisation de la molécule M. De plus,

I’énergie de recombinaison est définie comme étant I’inverse de la variation de 1’enthalpie

de la réaction en phase gazeuse : ER(R*") = — AH}.

— Abstraction d’hydrure : c’est une réaction ayant lieu lors de la réaction des molécules
ayant de faibles affinités protoniques tel que les alcanes.
F* +M——|[M-H] +FH
F" est I’ion fragment décrit précédemment.
Ainsi, cette technique d’ionisation entraine la perte d’un hydrogene et ainsi la formation
favorable des ions [M-H]", caractéristiques des molécules analysées, sans qu’il y ait de

fragmentation.

La nature du gaz réactif utilisé est le premiér parametre, sans doute le plus important. Nous
avions plusieurs possibilités de choix de gaz et nous avons opté pour I’acétonitrile?*. C’est un
produit couramment utilisé et qui ne forme pas d’ions primaires de masse supérieure a
m/z = 54. En effet, les ions primaires formés, dans les conditions standard, sont aux masses
m/z = 39, 40 ,41. Lors de I'utilisation de ce mode d’ionisation, il y a formation d’ions
protonés (m/z = 40, 41, 42 respectivement [CH,CN]*, [CH;CN]* et [CH;CN+H]") et d’ions
par addition de fragment (m/z = 54 [CH,CN,]") (figure II.11).

L’affinité protonique de 1’acétonitrile est de 779,2 kJ/mol, ainsi ’utilisation de ce réactif

comme gaz CI permet 1’obtention de molécules ionisées par échange de protons [M+H]".
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[CH,CN+H]'

[CH,CN]’

[CH,CN]'

\ [CH,CN,]"
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30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 S0 52 54 56 S8 60
m/z

Figure I1.11 — Spectre de masse de 1’acétonitrile en Mode CI (gaz ionisant acétonitrile).

Bien que les parameétres définissant la séquence d’ionisation de I’acétonitrile ne soient pas
contenus dans la bibliothéque du logiciel (Saturn 5.2), la consultation de documents du

constructeur d’un logiciel plus récent nous ont permis de trouver ces données.

Ejection des Masse
inférieure au bruit
de fond

Temps de rétention

Temps d’ionisation

Amplitude de la_[-—"
tension RF e —— Electrode circulaire
Masse Minimum Piégée (réaction)
Masse Minimum Piégée (Ionisation)

Tonisation du gaz Réaction
réactif ion-molécule Analyse des ions formés

Ionisation

> Temps

Figure I1.12 — Paramétres de 1’ionisation chimique.

La masse minimale des ions piégés lors de la détection a été fixée a m/z = 60 pour augmenter
la gamme de masses détectables et éliminer le signal de I’ion m/z = 54 relatif 4 I’ion
CH,CN,".

L’amplitude d’éjection intervient lors de 1’éjection des ions indésirables formés lors de la
période d’ionisation par impact électronique. Ainsi, tous les ions de rapport masse sur charge
(m/z) égal ou supérieur au niveau du potentiel correspondant fixé entre 0 et 65 V seront
éjectés avant la séquence de réaction. Nous évitons ainsi, en diminuant le nombre d’ions

présent de faible masse, d’obtenir un bruit de fond trop intense au niveau du chromatogramme
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et de perdre la sensibilit¢ de détection (une valeur nulle supprime 1’éjection au risque de

saturer le détecteur).

3 Spectrophotométrie d’absorption et de fluorescence

3.1 Spectrophotométrie d’absorption ultraviolet/visible

La spectrophotométrie d’absorption ultraviolet/visible est surtout employée pour I’analyse
qualitative et quantitative de composés organiques et inorganiques. Cette technique, qui
repose sur I’absorption de la lumiére, permet de détecter les groupement chromophores dans
’ultraviolet et le visible. Il est possible de présumer de la nature des groupements absorbants
en comparant le spectre de I’analyte a ceux des molécules plus simples qui contiennent
différents groupements chromophores. Les spectres ne présentent cependant pas de structure
suffissamment fine pour permettre I’identification certaine d’un analyte. Dés lors, les
indications qualitatives fournies par le spectrophotométre doivent étre complétées par d’autres

données physiques ou chimiques comme la spectrométrie de masse par exemple.

Le spectrophotometre ultraviolet/visible utilisé lors de nos analyses est un modéle Lambda 14
(Perkin Elmer). La gamme de longueur d’onde s’étend de I'ultraviolet 4 190 nm au proche
infrarouge a 1100 nm. Le dispositif est équipé d’un systéme a double faisceau (figure 11.13).
Deux sources lumineuses sont disponibles. La premiére est une lampe au deutérium qui
permet de générer un faisceau ultraviolet entre 190 et 350 nm. La seconde est une lampe
halogene qui balaye I'intervalle de longueur d’onde 350 - 1100 nm. Le monochromateur, qui
est constitué par un réseau de diffraction (1053 lignes/mm), permet la sélection des différentes
longueurs d’onde provenant des sources lumineuses. Le rayonnement sélectionné grace a ce
réseau est ensuite réfléchi par un miroir concave, qui le dirige vers un miroir semi-transparent.
Celui-ci permet la séparation du faisceau en deux faisceaux de méme intensité, deux miroirs
permettent de diriger I’'un vers I’échantillon et ’autre vers la référence. Aprés avoir traversé la
cellule de référence et celle de I’échantillon, les deux faisceaux sont focalisés a 1’aide de

lentilles sur des photodiodes qui mesurent ainsi leur intensité lumineuse (figure 11.13).

Un ordinateur de type PC permet outre le pilotage de I’appareil de mesure, la lecture en ligne

du spectre d’absorption et le traitement informatique des données.
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Figure 11.13 — Systéme a double faisceau.

Les paramétres de mesure du spectrophotométre sont résumés dans le tableau I1.1.

Paramétres
Vitesse de balayage 240 nm/min.
Largeur de fente 2 nm
Largeur de bande de « lissage » 4 nm
Intervalle de longueur d’onde 190 - 1100 nm

Tablean I1.1 — Paramétres de mesure du spectrophotométre ultraviolet/visible.

Les solutions étudiées possédent une concentration de 10° M et sont placées dans des cuves
en quartz Suprasil ayant un volume de 3,4 mL. Les cuves sont fermées a I’aide de bouchons
en Teflon, permettant une évaporation quasi nulle du solvant. De plus, elles ont la particularité

de pouvoir étre mises sous agitation magnétique. La largeur des cuves est de 1 cm.

3.2 Spectrophotométrie de fluorescence

La spectrophotométrie de fluorescence consiste 4 mesurer le spectre d’émission d’un composé

suite & son excitation par une longueur d’onde correspondant A une bande d’absorption.

Les analyses en spectrophotométrie de fluorescence ont été effectuées au Centre Alexis
Vautrin (Nancy). L’appareil utilisé est un spectrofluorimétre LS50B (Perkin Elmer), il est
équipé d’une lampe xénon comme source d’excitation. Les spectres sont balayés entre 600 et

750 nm. L’analyse des spectres est réalisée a 1’aide d’un logiciel FL data Manager.
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Le tableau II.2 contient les paramétres de I’appareil utilisés lors des mesures de fluorescence.

Parameétres
Longueur d’onde d’excitation 415 nm
Largeur de fente d’excitation 2,5 nm
Largeur de fente d’émission 2,5 nm
Intervalle de longueur d’onde détection 600 — 750 nm

Tableau IL.2 — Conditions expérimentales lors des analyses par fluorescence.

Les solutions de photosensibilisants (10~ M) étudiées sont excitées a la longueur d’onde de
415 nm, qui correspond au maximum d’absorption (Bande de Soret). Les spectres de
fluorescence sont mesurés sur l’intervalle 600 — 750 nm, caractéristique des bandes
d’émission des photosensibilisants analysés. Les mesures sont effectuées a ’aide de cuves en

quartz avec une largeur de 1 cm.

4 Traitement photochimique

L’objectif principal de notre travail est la compréhension des mécanismes se produisant
durant la thérapie photodynamique. Pour atteindre ce but, il nous faut caractériser les
photosensibilisants et leurs photoproduits en milieu cellulaire. C’est pourquoi nous avons mis
au point un protocole expérimental qui nous permet de suivre par différentes techniques

d’analyses le comportement du photosensibilisant durant son illumination laser.

Nous avons tout d’abord étudié le comportement des photosensibilisants en solution dans
différents solvants en se rapprochant progressivement du milieu biologique pour ainsi évaluer
a chaque ¢tape I’influence de I’environnement de solvatation. Nous avons finalement abouti a

I’étude du comportement de la m-THPC en présence de plaquettes sanguines.

Avant de décrire en détail le protocole d’illumination laser, nous allons insister sur la

préparation des solutions de photosensibilisant qui reste une étape importante de notre étude.
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4.1 Préparation des échantillons

4.1.1 Présentation des composés étudiés

Les photosensibilisants qui font 1’objet de nos travaux sont :

- La 5,10,15,20-méso(tétrahydroxyphenyl) porphyrine (m-THPP), qui posséde un poids
moléculaire de 678 g/mol.

- La 5,10,15,20-méso(tétrahydroxyphenyl) chlorine (m-THPC), qui posséde un poids
moléculaire de 680 g/mol.

- La 5,10,15,20-méso(tétrahydroxyphenyl) bactériochlorine (m-THPBC), qui posséde un

poids moléculaire de 682 g/mol.

Ces trois composés nous ont été gracieusement fournis par la société Scotia Pharmaceuticals,

(Stirling, U.K.) responsable de leur développement.

4.1.2 Mise en solution des échantillons

Les photosensibilisants que nous utilisons ont la particularité d’étre insolubles dans I’eau.
C’est pourquoi, nous devons préparer une solution stock dans laquelle nous solubilisons les
composés en milieu éthanolique. Cette solution posséde une concentration de 10> mol/L, ce

qui nous permet d’obtenir une concentration de 10” mol/L pour les solutions finales.

Avant de passer a des études en milieu biologique, nous nous sommes orientés vers différents
types de solutions afin d’évaluer le comportement des photosensibilisants dans chacune
d’elles. Nous avons suivi un progression logique en passant du milieu organique au milieu

aqueux, avant de finir par le milieu physiologique.

4.1.2.1 Milieu organique

Le solvant, que nous utilisons ici, est 1’éthanol absolu (Prolabo SA, Fontenay-Sous-Bois,
France). Celui-ci a été distillé deux fois, de maniére a s’affranchir de la présence éventuelle
d’impuretés. La préparation de la solution s’effectue en diluant cent fois la solution stock de
photosensibilisant. Toute I’opération s’effectue a I’abri de la lumiére afin d’éviter une

photodégradation du produit étudié. Il est & noter que des études préliminaires ont été
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conduites sur les photosensibilisants en solution dans le méthanol. Nous avons abandonné ce

solvant pour conserver une certaine homogénéité avec les autres travaux.

4.1.2.2 Milieu aqueux
Pour travailler en milieu aqueux, nous avons dilué la solution stock avec de I’eau bidistillée.

La majorité de nos analyses a été effectuée sur un mélange éthanol/eau (1/99) (v/v). Nous

reviendrons plus tard sur le choix de ce gradient et sur sa détermination (cf. CH.IV § 2).

4.1.2.3 Milieu physiologique

Nous avons utilis€¢ un tampon aqueux, le Phosphate Buffer Saline (PBS), pour se mettre dans
des conditions physiologiques. Le gradient utilisé est le méme que celui du milieu aqueux a
savoir éthanol/PBS (1/99) (v/v). Le PBS (Life Technologies, Gibco BRL, Paisley, Scotland)
est composé de plusieurs sels (KCI, KH,PO,, NaCl, Na,HPO, - 7 H,0) en solution dans I’eau,
pour un pH de 7,4*. Le PBS étant conservé a 4°C, il faut le laisser remonter en température

avant son utilisation.

Nous avons aussi mis les photosensibilisants en présence de protéines par 1’enrichissement du
milieu PBS avec 0 a 2 % de sérum de veau feetal (SVF) (Dominique Dutscher SA, Brumath,
France). Le SVF est conservé par congélation, donc il faut attendre qu’il soit a température

ambiante avant de I’ajouter a la solution de photosensibilisants.

Avec ou sans protéines lorsque le photosensibilisant est mis en solution dans le PBS, il faut

attendre une trentaine de minutes afin que la solvatation soit optimum.

Il est & noter que lorsque nous travaillons dans ces conditions, nous devons prendre des
precautions afin d’éviter un contact prolongé a I’air du PBS et du SVF, laquelle entrainerait

une dégradation de ces deux produits.

4.1.2.4 Milieu biologique

Nous avons orienté notre choix d’étude sur les plaquettes sanguines. Ce choix a été dicté par

le fait que ces cellules ne possédent pas de noyau tout en gardant toutes les caractéristiques et
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les mémes métabolites propres aux autres cellules. Ceci n’enléve rien a I’intérét de ces
travaux car les études actuelles sur la m-THPC indiquent qu’elle n’a pratiquement aucune
action au niveau du noyau cellulaire, mais serait plutdt présente au niveau d’organites

cellulaires localisés dans le cytoplasme tels que les mitochondries ou les lysosomes®>.

Le détail sur la préparation des solutions contenant le photosensibilisant et les plaquettes

sanguines sera abordé dans le chapitre V.

4.2 Protocole d’illumination laser

Le traitement laser (figure I1.14) des solutions de photosensibilisants est effectué a 1’aide
d’une cuve en quartz (volume = 3,4 mL, trajet optique = 1 cm). Cette cuve posséde un
systtme d’agitation magnétique, qui permet un mouvement constant de la solution durant

I’illumination laser.

Monochromateur : mesure de la longueur d *onde (650 nm)

\ 8 Laser a colorant TDL 50

pompage & 532 nm
(2nd harmonique Nd-YAG)

Cellule de mesure Agitation Magnétique
de I'énergie

Figure I1.14 — Montage expérimental.

La source de lumitre utilisée est un laser a colorant, le TDL 50 (Quantel, Les Ulis, France),
dont le pompage est effectué par la seconde harmonique d’'un laser Nd-YAG
(A =532 nm, durée d’impulsion = 12 ns, énergie de sortie = 400 mJ). Ce laser fonctionne avec
un colorant organique, le DCM, pour obtenir la longueur d’onde de 650 nm ou le LDS 750
pour obtenir 735 nm (Exciton, Optilas, France).
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Les solutions de photosensibilisants ont été irradiées avec une puissance laser de 300 mW
(30 mJ), une fréquence de 10 Hz pour une irradiance de 10’ W/ecm?. Avec ces paramétres,
chaque période d’illumination correspondait a une durée de 60 minutes. Mais comme nous
avons utilisé un laser pulsé, le temps effectif de I’illumination n’est que de 0,4 ms (calculé par
la formule suivante Zog = finft, ; ty = 60x60 = 3600 s ; £ =10 Hz ; t, = 12 ns ). La longueur
d’onde utilisée durant I’illumination laser correspondait a une forte absorption du
photosensibilisant étudié (dans le cas de la m-THPC A = 650 nm). I est a noter que tous les
paramétres du laser ont fait I’objet d’un contrdle systématique. En effet, avant chaque
irradiation laser, nous mesurions la puissance laser a 1’aide d’une cellule de mesure d’énergie

et la longueur d’onde a I’aide d’un monochromateur.

Le suivi de la réaction de photodégradation a été effectué par des mesures en
spectrophotométrie d’absorption ultraviolet/visible et/ou de fluorescence. En effet, nous
effectuons un contréle de I’évolution du spectre d’absorption des solutions de
photosensibilisants & chacune des étapes de I’illumination laser. Parallélement, nous avons
effectué des prélévements afin de caractériser les différentes espéces présentes a chacune des

étapes par MALDI/FTICRMS.

5 Caractérisation de la formation d’oxygéne singulet en solution

Les réactions faisant intervenir 1’oxygéne moléculaire singulet 'O, sont d’un grand intérét de
par leur importance dans de nombreux systémes chimiques et biologiques de photooxydation
incluant la thérapie photodynamique (PDT). Cette derniére est basée sur la photoexcitation
d’'un agent photosensible en présence d’oxygene. L’énergie ainsi absorbée par le
photosensibilisant est transférée a I’oxygeéne, conduisant a la production d’oxygéne
moléculaire singulet 'O, qui peut 4 son tour réagir avec d’autre composés organiques pour
donner les produits d’oxydation. Afin d’amener de nouvelles informations sur les mécanismes
complexes relatifs a D’activité photodynamique de la m-THPC, nous avons tenté de
caractériser la formation de I''O, en solution qui joue un réle important dans la

phototransformation de ce composé.

Notre étude a porté sur des solutions dans 1’éthanol contenant de la m-THPC et une sonde
spécifique de ’oxygéne moléculaire singulet, le diphénylisobenzofurane (DPBF) (Aldrich,

France). Ce composé a la particularité de se transformer en orthodibenzoylbenzéne (o-BB)
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(Interchim, France) en présence d’'O; suite 3 suite 4 une réaction photochimique. En effet, le
DPBF (270 g/mol) produit par réaction avec ’oxygéne moléculaire singulet (figure I1.15) via
une cycloaddition [4+2] un endoperoxyde intermédiaire peu stable, qui se transforme

rapidement en o-BB (286 g/ml)*.

DPBF

Figure I1.15 — Photooxydation du DBPF.

Cette réaction peut étre utilisée comme test afin de confirmer la présence de 1’'O; durant la
phototransformation de la m-THPC, en caractérisant 1’apparition de 1’0-BB par spectrométrie

de masse.

Un mélange m-THPC (10° mol/L) / DPBF (10 mol/L) en solution dans I’éthanol dans les

mémes conditions que décrites auparavant a donc subi une irradiation laser a 650 nm.

La caractérisation des différentes étapes de ce protocole ont été menées par deux techniques
de spectrométrie de masse :
— Le MALDIFTICRMS.
— La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométric de masse par piégeage

des ions (GC/ITMS).
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CHAPITRE III

COMPORTEMENT
DES PHOTOSENSIBILISANTS
EN SOLUTION DANS L’ETHANOL

Les techniques d’analyse employées pour étudier les photosensibilisants et leurs
photoproduits sont généralement la spectrophotométrie d’absorption et/ou de fluorescence.
Celles-c1 permettent d’avoir un suivi de 1’évolution spectrale des solutions étudiées et
d’émettre des hypothéses sur la formation d’éventuels photoproduits. Ces hypothéses sont
basées sur la décroissance et le changement d’aspect des bandes caractéristiques du
photosensibilisant suite a une exposition a la lumiére, mais aussi sur I’apparition de nouvelles
bandes d’absorption et/ou de fluorescence. Mais ces techniques ne conduisent pas & une
identification sans équivoque des espéces qui rentrent en jeu dans les réactions
photochimiques mises en ceuvre. C’est Jones' qui en premier a proposé une étude visant a
identifier la nature des especes formées suite a une photooxydation en utilisant la technique de
I’HPLC couplée a la spectrométrie de masse avec une ionisation par électrospray
(HPLC/ESI/MS).

C’est pourquoi la technique du MALDI/FTICRMS, avec en parallele des analyses
spectrophotométriques, semble une méthode d’analyse de choix pour la détection et pour la
caractérisation des photosensibilisants et de leurs photoproduits suite a une illumination laser.
Dans cette partie, nous allons aborder le comportement des photosensibilisants (m-THPC et
m-THPBC) en milieu organique, plus précisément en solution dans 1’éthanol.

Dans un premier temps, les empreintes spectrales de chaque agent thérapeutique (m-THPP,
m-THPC et m-THPBC) seront examinées et serviront de référence pour la suite de ce travail.
Dans un second temps, nous montrerons que le MALDI/FTICRMS apporte des informations
plus fournies et plus précises sur la nature des espéces présentes en solution. Ces informations
seront utiles a la compréhension du comportement des photosensibilisants suite a leur

traitement photochimique.
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1 Analyse par MALDI/FTICRMS des photosensibilisants en

solution dans I’éthanol

1.1 Choix de la matrice

Le choix de la matrice est un parametre important lors des analyses par MALDI/FTICRMS.

Ainsi, la partie préliminaire de nos travaux a consisté a déterminer la meilleure matrice a

utiliser pour caractériser les photosensibilisants. Dans ce but, nous avons testé plusieurs

matrices (1’acide 3,5-dihydroxybenzoique, la 3-nitroaniline, ’acide 4-hydroxy-3-methoxy

cinnamique) mais aussi trois longueurs d’onde d’ionisation 193, 266 et 355 nm, dans les

mémes conditions expérimentales. Des différents résultats obtenus (figure II1.1 et I11.2), nous

avons porté notre choix sur I’utilisation de I’acide 2,5-dihydroxybenzoique (2,5-DHB) en tant

que matrice avec comme longueur d’onde d’ionisation 355 nm. En effet, les résultats obtenus

dans ces conditions (figure III.2b), dont les spectres de masse montrent les signaux

caractéristiques des photosensibilisants, présentent :

£

Abondance

Une bonne détection : les spectres MALDI/FTICRMS montrent des pics de masse avec

des intensités importantes et un bon rapport signal/bruit pour 1’analyse de solution a

10” mol/L de photosensibilisants.

Une grande résolution : nous pouvons observer sur les spectres de masse obtenus le pic

caractéristique de I’espece détectée ainsi que sa distribution isotopique.

Une bonne reproductibilité : ’analyse a divers endroits sur le dép6t procure des résultats

identiques, ce qui est dii 2 une bonne homogénéité du dépot MALDI.
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Figure I11.1 — Spectre MALDI/FTICRMS (A = 355 nm ; Irr. = 10’ W/cm?) de la m-THPC en solution dans

1’éthanol (107 mol/L) utilisant comme matrice (a) ’acide 3,5-dihydrobenzoique, (b) I'acide 4-hydroxy-3-

methoxy cinnamique et (c) la 3-nitroaniline.
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Ic1, il convient de remarquer que la résolution n’a pas été optimisée, seules les intensités des

pics de masse sont significatives car elles sont obtenues dans les mémes conditions d’analyses

(figure IIL.1).

Ceci pouvant s’expliquer par le fait que la 2,5 DHB est soluble en milieu organique et aqueux
et possede une bande d’absorption (figure III.2a) proche de la longueur d’onde d’ionisation
que nous utilisons en analyse MALDI/FTICRMS (355 nm). De plus, la 2,5 DHB est une
matrice classique trés utilisée en MALDI®? et qui s’avére trés efficace dans la caractérisation

de composés organiques et de protéines de hautes masses®.
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Figure II1.2 — (a) Spectre d’absorption UV/Visible de la 2,5-DHB en solution dans 1’éthanol (10° mol/L) ;
(b) Spectre MALDI/FTICRMS (A = 355 nm ; Irr. = 10’ W/cm?) de la m-THPC en solution
dans I’éthanol (10~ mol/L) utilisant comme matrice la 2,5 DHB.

Il est vraisemblable que les résultats auraient été améliorés a 337 nm. Mais ceci nécessite un

laser a azote, non disponible actuellement au sein de notre laboratoire.

1.2 5,10,15,20-méso(tetrahydroxyphenyl) porphyrine (m-THPP)

La m-THPP, dont la formule brute est C44H30N4O4, possede quatre liaisons C=C en position
BP’ (cf. Ch.I § 3.1) sur le noyau pyrrolique (figure III.3). La porphyrine se présente sous
forme de cristaux violets (Scotia Pharmaceuticals, Stirling, U.K.). Sa masse molaire est de
678 g/mol.

Nous constatons sur le spectre d’absorption ultraviolet/visible de la m-THPP en solution dans
I’éthanol (1,04 10° mol/L), la présence des cing bandes caractéristiques : la bande de Soret et

les quatre Q-bandes (figure III.4a) dont les valeurs caractéristiques sont résumées dans le
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tableau III.1. Le spectre de fluorescence de la m-THPP montre une bande a4 649 nm, la

longueur d’onde d’excitation étant 415 nm.

Figure II1.3 — Structure chimique de la m-THPP.

Bandes d’absorption Longueurs d’onde | ¢ (L/mol.cm)
Bande de Soret 417 nm 175 952
Q-Bands v 512 nm 16 231
HI 546 nm 5654
I 588 nm 4 471
I 646 nm 2 904

Tableau II1.1 — Caractéristiques spectrales de la m-THPP en solution dans |’éthanol (1,04 10”° moV/L).

Les coefficients d’absorption molaire € sont calculés a 1’aide de la loi de Beer-Lambert :

Abs

e¢(L/cm-mol) =
l-c

Ou, Abs correspond 4 la valeur de I’absorption a la longueur d’onde donnée, 1 au trajet

optique (1 cm) et ¢ 4 la concentration du photosensibilisant (mol/L).
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