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Résumé
La thérapie photodynamique du cancer est pratiquée depuis plusieurs années maintenant.
Son principe consiste en l'activation par la lumiére d'un agent photosensible qui induira
des réactions chimiques menant a la destruction des cellules cancéreuses. Les
mécanismes d'action photodynamique ont recours a l'oxygéne présent dans les cellules.
En I'absence d'oxygene, elle n'a pas lieu. L'ultime but du présent projet est l'obtention
d'un traitement photodynamique du cancer faisant appel 4 un mécanisme de
photosensibilisation qui serait indépendant de 1'oxygéne. Un tel mécanisme pourrait étre
plus efficace en présence d'oxygeéne et pourrait aussi fonctionner dans un environnement
anoxique, comme le cceur des tumeurs. La méthode proposée est l'excitation des
molécules de photosensibilisateur vers un état triplet supérieur. Une molécule dans un tel
état pourrait jouir d'une chimie plus riche dans son retour a 1'état fondamental, chimie qui
pourrait étre indépendante de I'oxygéne. Pour porter ces molécules dans un état triplet
supérieur, sans pour autant devoir avoir recours a de la lumiere du proche UV,

l'activation doit é&tre biphotonique, i.e. qu'elle doit avoir recours a l'absorption



séquentielle de deux photons. A cet effet, le présent travail propose de se concentrer sur
la dynamique de relaxation de deux molécules de photosensibilisateur choisies, le CuPcS,4
et le NiPcS,. Le but étant de déterminer, pour ces molécules, quels sont les paramétres

optimaux d'une excitation biphotonique séquentielle.

Une étude compléte d'une thérapie photodynamique 4 deux photons se divise en trois
parties principales : 1. I'étude photophysique des molécules du photosensibilisateur; 2.
'étude du mécanisme de photoactivation biphotonique; 3. 1'é¢tude de l'effet de cette
activation sur des cellules vivantes. Nous nous sommes donc proposé d'achever la
premi¢re de ces ¢étapes, soit I'étude de la photophysique des molécules de
photosensibilisateur utilisées dans le but de déterminer la dynamique de leurss états
excités. Les différents états quantiques des molécules en question ont été déterminés.
Par spectroscopie par absorption transitoire résolue dans le temps a I'échelle
femtoseconde, leur temps de vie, via 1'évaluation des constantes de vitesse gérant les
différentes transitions possibles entre eux, a pu étre obtenu. Des valeurs relatives pour les
coefficients d'extinction molaire ont aussi été obtenues. En utilisant ces résultats, nous
fimes capable de réaliser des simulations de la dynamique de relaxation des molécules.
On obtint que le délai entre les deux excitations devait étre environ 15 ps pour la
molécule de NiPcS, et 425 ps pour celle de CuPcS4. Des spectres d'absorption transitoire
a délais fixes ont aussi été réalisés, montrant que 'absorption maximale des états triplets,
dans la fenétre thérapeutique, se situait aux environs de 750 nm.

mots clés : biphotonique, deux photons, ultrarapide, thérapie photodynamique, cancer,

phtalocyanine, cuivre, nickel
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§ 1 Introduction

La photothérapie est I'utilisation de la lumiére visible 4 des fins curatives. La technique
remonte aussi loin que I'ancien Egypte, ou elle portait le nom d'héliothérapie (Daniell et
Hill, 1991). On croyait alors aux vertus bénéfiques du Soleil, étant donné 'aspect Divin
de ce dernier. Il fallut cependant attendre au XX° siécle avant de voir renaitre cette forme
de thérapie sous un aspect plus scientifique. Principalement, la découverte de la rétention
sélective des HpD dans les tissus cancéreux, jointe a leur effet toxique lorsque activés par

la lumiere, ont permis le développement de la thérapie photodynamique actuelle.

Niels Finsen, le premier, utilisa, dans les années 1890, la photothérapie en ayant recours &
une lampe a arc au carbone pour traiter le lupus vulgaris (Finsen 1901). Ses travaux lui
valurent d'ailleurs le prix Nobel de 1903 (Daniell et Hill, 1991). 1l s'agit 1a d'un
traitement par exposition directe et unique a la lumiére extérieure. Mais une autre
méthode, indirecte, existe. Elle consiste en l'utilisation d'un produit photosensible
(photosensibilisateur). Dés I'an 1400 av. J.-C., les Indiens avaient recours aux psoralénes
pour la soigner le vitiligo. C'est en 1834 que Kalbrunner isola pour la premiére fois le
produit chimique alors connu comme le bergapten (5-méthoxypsoraléne) a partir de
I'huile de bergamot. Il n'eut toutefois pas l'idée d'utiliser cette lotion de la méme fagon
que les civilisations antérieures. Ce n'est qu'en 1974 que I'on découvrit que les psoralens,
sous l'effet de la lumieére ultraviolette, pouvaient étre utilisées dans le traitement du

psoriasis, des carences en vitamine D et du reonatal hyperbilirubinemia. Depuis, les



recherches, notamment en chimie, ont permis de découvrir et de développer de nouveaux

photosensibilisateurs, de plus en plus efficaces dans les traitements.

En ce moment, un des domaines de recherche les plus actifs dans ce champ d'intérét est la
thérapie photodynamique (TPD) du cancer, qui origine du terme photodynamische
Wirkung (effet photodynamique) utilisé par des physiologistes allemands pour décrire les
dommages causés aux tissus sains par la combinaison d'un photosensibilisateur, de la

lumiére et de l'oxygéne.

Le principe de la TPD est bien simple : a) trouver un photosensibilisateur qui présentera
une rétention sélective dans les cellules cancéreuses; b) injecter une solution contenant
les molécules de ce photosensibilisateur; ¢) aprés une attente suffisante pour que le
produit se concentre de fagon majoritaire dans les cellules cancéreuses (généralement, de
24 a 48 heures), irradier la tumeur avec de la lumiére. A partir de ce moment, il y aura

deux types d'action photodynamique (voir fig. 1.1).

Dans le mécanisme de type I, le photosensibilisateur excité réagit avec le substrat ou le
solvant. Il y aura alors génération d'ions radicalaires ou de radicaux libres par transfert
d'électrons. Ces produits réagiront ensuite avec l'oxygeéne présent dans la cellule pour
donner des produits oxygénés. Dans le mécanisme de type II, le photosensibilisateur
excité réagit directement avec l'oxygéne (02(3Eg)) pour donner de l'oxygéne singulet

(Oz(lAg)). Il peut aussi s'oxyder, permettant la formation de I'anion superoxyde (Oy).



photosensibilisateur + /v - photosensibilisateur® (S) —» photosensibilisateur* (T)

type [ photosensibilisateur* (T) + substrat— radicaux + ions libres

radicaux ou ions libres + O, — produits oxygénés

type I photosensibilisateur* (T) + O, —» photosensibilisateur oxydé + O,
—p OzlAg
O;Ag + substrat—s produits oxygénés

Fig. 1.1  Actions photodynamiques de types I et 11

Il est accepté dans la littérature que l'oxygéne singulet est le principal responsable de
l'effet photodynamique (Dougherty, 1987; Moan et al, 1979, Weishaupt et al, 1976;

Spikes, 1975).

Une description plus physique du phénomeéne d'excitation peut étre donnée. Une
molécule du photosensibilisateur absorbe d'abord un photon (quanta d'énergie du champ
¢lectromagnétique). Suite a cette absorption, la molécule change de configuration
électronique, passant d'un état "fondamental" & un "état excité". Généralement, la
molécule ainsi excitée conserve son spin électronique total, ce qui ne lui confére qu'un
temps de vie trés court (<1072 sec.). Cependant, dans certains cas, la molécule dans I'état
excité peut modifier son état de spin électronique pour étre portée dans un état, toujours
excité, mais possédant un temps de vie beaucoup plus long (pouvant aller jusqu'a la

microseconde) (voir fig. 1.2).



excitation

Fig. 1.2  Transitions entre états singulet et triplet

On dit alors qu'il y a croisement intersystéme (CIS), i.e. que la molécule passe par
exemple d'un état excité singulet & un état excité triplet. Pour que cela soit possible, un
de ces électrons doit passer d'un état de spin up vers un état de spin down, ou l'inverse.
Cette transition nécessite une interaction magnétique qui proviendra de l'environnement,
i.e. de la molécule elle-méme ou des molécules voisines. Le temps mis par la molécule
pour revenir a l'état fondamental singulet (dans l'illustration) s'en verra prolongé,
puisqu'une interaction magnétique sera a nouveau nécessaire. Une molécule dans un état
excité est trés réactive. Comme elle mettra un certain temps a relaxer a I'état fondamental
par un nouveau croisement intersystéme, une réaction impliquant d'autres molécules de
son environnement devient plus probable, puisque dans une telle situation, seule la
diffusion de la molécule s'impose comme limite. C'est en leur cédant son énergie
d'excitation qu'elle enclenchera l'effet photodynamique. Le mécanisme de type II est

illustré a la figure 1.3.
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molécule du photosensibilisateur molécule d'oxygéne

Fig. 1.3 Mécanisme d'action photodynamique de type II

Dans son état fondamental, I'oxygéne est un triplet. Lorsqu'il est excité, il v a une trés
forte probabilité de croisement intersystéme et on la retrouve dans un état singulet. Cet
état aura un temps de vie suffisamment long pour en faire une espéce trés réactive. La
molécule excitée réagira avec les différentes espéces présentes dans la cellule, menant &

sa destruction.

A ce jour, on retrouve trois grandes familles de photosensibilisateurs incluant les
porphyrines, les phtalocyanines et les naphtalocyanines. Les porphyrines, telle que les
HpD, posseédent la caractéristique de se localiser dans les cellules cancéreuses, en plus
d'étre peu toxiques (Dougherty, 1987, Firey et Rodgers, 1987; Lipson ef al, 1961). La
plus forte absorption de la molécule se trouve dans la région ultraviolette (UV), possédant
un maximum & environ 400 nm (Kessel, 1984). 1l est connu que les photons UV sont trés
dommageables pour la peau. De plus, malgré une bonne rétention sélective au niveau des

tumeurs, des études démontrent que des tissus sains, en particulier au niveau de l'ceil



(Gomer et al, 1983) et de la peau (Gomer et Dougherty, 1979), tendent a retenir les

porphyrines.

Les phtalocyanines et les naphtalocyanines font parti du groupe de photosensibilisateurs
de seconde génération. Les phtalocyanines présentent une absorption présentant un
maximum aux alentours de 670 nm, preés de la fenétre thérapeutique (de 700 & 1050 nm,
environ). Dans ce régime énergétique, la lumiére pénétre d'autant plus loin que sa
longueur d'onde est grande. D'ailleurs, une étude menée par Ben-Hur et Rosenthal (Ben-
Hur et Rosenthal, 1986) démontre que la lumiére utilisée pour l'excitation des
phtalocyanines (670 nm) procure une longueur de pénétration de 20% plus grande dans la
peau et de 50% plus grande dans le cerveau que celle utilis€ée pour exciter le HpD (630

nm).

Les naphtalocyanines présentent deux bandes principales d'absorption. L'une se situe
dans la région ultraviolette du spectre électromagnétique, i.e. entre 300 et 400 nm (bande
de Soret) et l'autre, dans le région visible/proche infrarouge du spectre, entre 700 et 800
nm (bande Q). Le pic d'absorption principal se situant 2 780 nm, les naphtalocyanines
permettent une photothérapie & une profondeur deux fois plus importante que ne le

permettent les porphyrines.

Peu importe le photosensibilisateur choisi, la TPD du cancer telle que pratiquée
aujourd'hui concéde une limite fondamentale : elle nécessite la présence d'oxygene. Or,

notamment, le ceceur d'une tumeur est un environnement anoxique, en lequel il est presque



impossible de pratiquer la TPD. Aujourd'hui, nous savons qu'a partir d'un état excité
triplet supérieur de la molécule de photosensibilisateur, un effet photodynamique peut
étre enclenché sans l'apport d'oxygeéne par la génération de produits phototoxiques
différents (Smith et al, 1994; Stiel et al, 1994). Avant d'en étudier le mécanisme exacte,
on se propose d'étudier la photophysique de base de molécules de la famille des

phtalocyanines.

Pour porter la molécule dans un état triplet supérieur en n'utilisant qu'un seul photon,
nous aurions besoin de lumi¢re UV, bien en dehors de la fenétre thérapeutique. La
méthode proposée est plutdt l'activation biphotonique séquentielle, i.e. I'excitation des
molécules de photosensibilisateur & I'aide deux photons non simultanés. Il existe deux
voies de peuplement de l'état triplet supérieur, a partir duquel la nouvelle action
photodynamique devrait s'enclencher (voir fig. 1.4). Notre travail représente la premiére
étape du projet d'élaboration d'une thérapie photodynamique du cancer a deux photons,
soit l'é¢tude de la dynamique ultrarapide de relaxation des molécules de
photosensibilisateur. Des études du méme genre ont déja été menées sur d'autres
molécules (Home et Zhang, 1998; Pellicioli et al, 2001; Zhong et al, 1996; Home et
Zhang, 1997; Riickmann et al, 1997). Cette connaissance nous permettra de déterminer
les paramétres optimaux de l'excitation biphotonique. Les molécules de CuPcSy et
NiPcS4 ont été choisies, surtout pour leur faible rendement en oxygéne singulet, dil
essentiellement & leur court temps de vie triplet (Rosenthal er al, 1986). De cette

maniére, il nous sera possible de mener une étude compléte a temps court et, lors de



I'éventuelle étude du mécanisme lui-méme, les mécanismes de types I et II
n'interviendront pas sur le résultat final.

voie 1 voie 2

Fig. 1.4  Deux voies possibles de peuplement de I'état triplet supéricur

Pour réaliser une étude 4 la fois qualitative et quantitative de la dynamique de relaxation,
pour la molécule de NiPcS,, un modéle simple incluant des états excités singulet et triplet
a été utilisé. Pour la molécule de CuPcS,4, nous avons dii avoir recours a un modéle plus
complexe développé par Gouterman et al (Ake et Gouterman, 1969; Schaffer et al, 1973;
Gouterman et al, 1970). Ces modeles seront jumelés a des données provenant de mesures
d'absorption des molécules dans leur état fondamental ainsi que d'absorption transitoire
résolue dans le temps a I'échelle femtoseconde, menées sur une durée d'un peu plus d'une

nanoseconde.



§ 2 Matériel et méthodes

§ 2.1 Molécules étudiées

Les molécules étudiées ont été synthétisées par 1'équipe du professeur Johan E. van Lier

et sont montrées a la figure 2.1.

R R ou:

M (métal) = Cu, Ni
R= SO3Na

R

Fig. 2.1 Structure des métallophtalocyanines tétrasulfonées

Comme nous l'avons mentionné plus t6t, ces molécules se montrent d'un intérét certain

pour I'étude de l'action photodynamique par activation biphotonique puisqu'elles

10



présentent un rendement faible ou nul en oxygéne singulet, les rendant presque inactives
en thérapie photodynamique conventionnelle. De plus, ces produits n'émettent pas de
fluorescence, conséquence de leur bon rendement triplet, mesuré dans le cas de la CuPcS,
(0.7) McVie et al, 1978). Pour chacun des composés, une mesure de fluorescence a été

prise au spectrofluorimeétre (Hitachi, modéle F-2000), confirmant l'absence de cette

derniére,

Nous utiliserons des solutions aqueuses de phtalocyanines. 11 est connu que les
phthalocyanines tétrasulfonnées, lorsque diluées dans 1'eau, ont une tendance a l'auto-
agrégation, résultant principalement en la formation de dimeéres. Ces complexes
présentent trés souvent des propriétés différentes des espéces qui les forment. Pour les
études cinétiques, les concentrations utilisées devront étre relativement élevées (~107* M).
11 est raisonnable d'estimer qu'a de telles concentrations, une bonne proportion de diméres
sera présente. Pour élargir notre étude, nous ajouterons & 1'eau une micelle, 'ammonyx,
dans une proportion de 5% du volume total. Comme le montreront les spectres
d'absorption, I'ajout de 'ammonyx augmente bien la proportion de monomeres dans la
solution. Il sera donc possible de comparer le comportement cinétique de ces deux

especes.

§ 2.1.1 Modéles théoriques

Le but premier de notre travail est I'étude photophysique de base des molécules du

photosensibilisateur. Le but de cette derniére est de déterminer leur dynamique de
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relaxation ultrarapide.  Cependant, pour pouvoir éventuellement quantifier cette

dynamique, les calculs doivent reposer sur un modeéle théorique complet et rigoureux.

NiPcSy

La molécule de NiPcS, se présente dans un état relativement simple, toutes les orbitales
électroniques étant remplies. On peut consulter l'article de Schaffer (Schaffer ef al, 1973)
pour une analyse plus détaillée. Elle ne présente donc aucune levée de dégénérescence
particuliére et peut trés bien étre représentée par un modéle & trois niveaux, soit I'état

fondamental singulet Sy, le premier état excité singulet S et 'état excité triplet T, (voir

fig. 2.2).

On y retrouve donc trois transitions principales dans le processus de relaxation,
caractérisées par les constantes de vitesses qui leur sont propres (%, k et k3). Il est a noter

que la constante de vitesse & est l'inverse de la constante de temps 7, soit k£ =1/7r. Nous

savons que k; représente presque essentiellement la conversion interne de S; vers Sy, la
molécule n'émettant pratiquement aucune fluorescence. La dynamique de relaxation
(suite & 1’excitation) du modele précédent est représentée par le systéme d'équations

différentielles suivant :

6[5;0] = k1[51]+ ks[Tl]
ngi (s + ko )51 M
"a“[é];}’l ~ kz[Sl]'“k3[Tl]
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—< T,
état triplet

supérieur visé

S,
T,

absorption
photonique

S,

Fig. 2.2  Voies de relaxation pour NiPcS, : k; : fluorescence et conversion interne; k; et k; : croisement
intersystéme

La solution & ce systéme d'équations représente le comportement cinétique de chacun des
états quantiques en fonction des constantes de vitesse et de la concentration des autres

états a chaque instant. Elle va comme suit :

kit )t kst
5 f e e e e ]

+
("kl“kz) (_kl—k2+k3) (—kl_kZ) _ka
[Sl ] = [S 1 ](O)e—(kﬁk2 ’ 2
[ ]= s, et o]
1 —("'kl“k2+k3) ot ¢
CuPcSy

La molécule de CuPcS, présente quant & elle une particularité intéressante. Dans son état
fondamental, elle posséde un électron non apparié dans une orbitale d. Chaque état

quantique est alors doublé. Les états singulet normaux deviendront des états doublets,



tandis que 1'état triplet normal deviendra un état doublet et un état quadruplet. On peut
consulter l'article de Ake (Ake et Gouterman, 1969) pour le détail des calculs de

composition de moments cinétiques menant a ce résultat.

Un modéle adéquat pour la molécule de CuPcS4 devra donc comporter quatre niveaux,
soit I'état fondamental doublet *S,, le premier état excité doublet %S, un état appelé

tripdoublet *T; et un autre appelé quadruplet *T, (voir fig. 2.3).

—< T,
état triplet

2q supérieur visé
1

absorption
photonique

ZSO

Fig. 2.3  Voies de relaxation pour CuPcS, : &; : fluorescence et conversion interne; & et k3. conversion
interne; k, et k5 : croisement intersystéme

11 y a donc cette fois cinq transitions possibles dans le processus de relaxation, encore une
fois caractérisées par différentes constantes de vitesse (k;, k2, k3, k4 et ks). Comme pour la
molécule de NiPcSy, k; ne représente pratiquement que la conversion interne de S; vers
2S,. Contrairement a ce qu'on aurait tendance a croire, k; ne représente pas un croisement
intersystéme. En effet, la transition a laquelle il est associé se faisant d'un doublet Sy

vers un autre (*T)), aucune régle de transition ne peut I'empécher. La constante k,
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représente quant 2 elle un croisement intersystéme, T étant un doublet alors que T, est

un quadruplet.

Le systeme d'équations différentielles représentant la dynamique du modele pour le

CuPcS;, est cette fois le suivant :

s, ]

R AR AR
a[;fl]=‘(k1+k2)[2Q]
| ®)
a[; Y=k [0]-(k + £ )1
i R
=k [n]-k 7]

La solution :

[2S0]=[25;L{%(e‘“ —1)+c{k{e’*i4—1 %f]+k4@(lo[eA;—l % 1—_24@’ ] %{efl:#:ﬂm
[s)-lsher

gLt
[rlpshig

D E

4)
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ou: = [*S)]o est la concentration des molécules dans I'état 2S; au temps zéro

*A=(ki-kp)
*B=(ks-ky)

s C=ky/ (-ky - ko + k3 +ky)
* D =(k; -k +ks)
*E=(k; -ks +ks)

§ 2.2 Méthodes expérimentales

§ 2.2.1 Mesure d'absorption de I'état fondamental

Les spectres d'absorption de ces composés ont été pris a l'aide d'un spectrophotométre &

double faisceau (Hitachi, modéle U-2000).

§ 2.2.1.1 Schéma de I'appareil

R

lampe D,

M1

‘\ lampe WI
\_
2 /\
T F
\\
47\ \ §——-4—o2
\ référence
LS -@ﬁ \
\
M2 échantilion
- G—iID1
M3 L1

Fig. 2.4  Schéma du montage optique du spectrophotométre

U-2000 d'Hitachi
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Dans la figure 2.4, les abréviations ont les significations suivantes :

F : filtre lampe WI : lampe au Tungsten-Iode
M2 : miroir toroidal (visible)

LS : lame séparatrice lampe D, : lampe au deutérium (UV)
M3, M4 : miroirs plans ( f1, £2 : fentes d'entrée et de sortie

L1, L2 : lentilles M1 : miroir

D1, D2 : détecteurs R : réseau de diffraction toroidal

§ 2.2.1.2 Principe de la mesure d'absorption de I'état fondamental

Le faisceau de lumiére émis par la lampe est d'abord dirigé sur un réseau puis séparé en
deux par une lame séparatrice. Les deux faisceaux traverseront ensuite les deux
échantillons, I'un contenant la solution et l'autre, le solvant seul. Deux spectres seront
ainsi pris. La soustraction du spectre du faisceau ayant traversé la solution par celui du
faisceau ayant sondé¢ le solvant seul normalisée par le spectre d'émission de la lampe

donnera le spectre d'absorption de la molécule étudiée en solution.

§ 2.2.2 Mesure d'absorption transitoire

La mesure d'absorption transitoire permet de sonder le comportement cinétique d'espéces
suite & leur excitation, i.e. 'évolution temporelle du spectre d'absorption des états excités.
Elle léve le voile sur les différentes transitions que subit I'espeéce en question sous sa

forme excitée, dans le processus de relaxation vers 1'état fondamental.
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§ 2.2.2.1 Montage expérimental

AR . |PD test
150
PD référence
échantillon '
cellule 5 mm p
100 en circulation 100 o cellule de
mm ‘ continuum
¢ & 10 mm
pellicule filre 200
mm

atténuateur

200 fs
10 Hz

obturateur

pellicule

Fig. 2.5 Montage d'absorption transitoire

Le faisceau laser incident a 620 nm est obtenu d'une cavité CPM (colliding pulse mode-
locked) reposant sur un laser a colorant (la rhodamine 590) alimenté par un laser a argon
(Coherent, Innova 90). La sortie du CPM est dirigée dans quatre étages d'amplification
contenant de la sulforhodamine et du kitton-rouge, le tout pompé a une fréquence de 10
Hz par un laser Nd:YAG doublé en fréquence de la compagnie Lumonics. Suite a une
compression finale a l'aide de réseaux optiques, l'impulsion laser aura typiquement une
durée de 150 fs et aura une énergie de 0.5 mJ environ, qui donne une puissance de créte
d'environ 3 GW. Une publication de Marengo (Marengo et al, 1999) peut étre consultée
pour une description plus compléte d'un tel systeme. Le faisceau incident est ensuite
séparé en deux par une lame séparatrice. Le premier faisceau, appelé la pompe, possede

un parcours fixe et est focalisé dans la solution étudiée. Le second, la sonde, présente un
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parcours dynamique. On peut faire varier la longueur du trajet parcouru par la sonde
grice a un rétro-réflecteur laser mobile. Ce miroir offre une précision mécanique de
déplacement de 0.1 pm, qui représente une précision de 1/3 femtoseconde dans le délai
pompe-sonde. Ce faisceau sonde est ensuite focalisé dans une cellule contenant de
I'éthanol, servant & générer un continuum en fréquences (de 400 a 900 nm, environ) avec
lequel on pourra ensuite sonder la solution a différentes longueurs d'ondes. Pour en faire
la sélection, le faisceau est dirigé dans un filtre (Andover Corp) puis atténué par des
densités optiques neutres. On focalise finalement la sonde dans la cellule contenant
I'échantillon, en optimisant le recouvrement spatial avec le faisceau de pompe.
L'augmentation du délai entre la pompe et la sonde par déplacement du rétro-réflecteur
donne l'information sur la dynamique de relaxation des molécules portées dans un état

excité par les photons de la pompe.

Le signal de sonde transmis est dirigé a l'entrée d'un spectrometre 0.32 m (Instruments
SA modéle HR320) pour en faire l'analyse spectrale. Le signal a la sortie du
spectrometre est ensuite dirigé sur une photodiode de silicium (EG & G, DT 10). Une
faible portion (~4%) du signal de sonde est dirigé sur une autre photodiode (signal de
référence). Le rapport entre le signal a la diode du spectrométre et ce signal de référence
nous permet de nous affranchir des fluctuations d'intensité de la source laser a court
terme. L'effet néfaste de la diminution de l'intensité laser & plus long terme est
contournée par l'utilisation d'un pendule, qui permet de bloquer l'impulsion pompe une
fois sur deux. La comparaison entre l'effet sur l'impulsion sonde de la solution étudiée

avec ou sans excitation préalable par l'impulsion pompe se fait donc coup par coup. Cela
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permet d’éviter les problémes causés par la baisse de puissance a long terme du laser qui
seraient présents pour une comparaison faite entre une série compléte de mesures sans
pompe et une autre avec pompe, prises a des temps différents. Le résultat final de cette
mesure est la densité optique transitoire de la solution, calculée comme suit

DO =log,[(P,/R,)/(P/R)], ou les valeurs de P représentent l'intensité de sonde

transmise et R les lectures du signal de référence. L'indice zéro (0) dénote les valeurs

prises 4 un moment ot le pendule bloque le faisceau de pompe.

§ 2.2.2.2 Principe de la mesure d'absorption transitoire résolue dans le temps

L’impulsion pompe excite d’abord les molécules en solution. Ces derniéres se retrouvent
alors dans un état excité et entreprennent dés lors un processus de relaxation. Avec un
délai contrdlé, I'impulsion sonde permet ensuite de mesurer 'absorption des molécules
excitées. Ces derniéres absorbent la lumiére avec une probabilité différente des
molécules dans I'état fondamental. En comparant I'absorption des molécules excitées
(lorsque le pendule ne bloque pas le faisceau de pompe) a celle des molécules dans 1'état
fondamental (lorsque le pendule bloque le faisceau de pompe), nous obtiendrons, en
fonction du délai entre la pompe et la sonde (i.e. en fonction du temps), une différence de

densité optique (ADO).

Le profil cinétique de ADO nous informe directement sur celui de la population des
différents états quantiques (excités aussi bien que fondamental) dans le temps. Une

généralisation de la loi de Beer-Lambert nous permet en effet d'obtenir :
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ADOY! =1 ]v)] (5)

ou: * [ : parcours optique effectif (correspondant a la longueur de la
superposition des faisceaux pompe et sonde)

o v) : état quantique de la molécule (ex. Sy, T1...)

¢ ) : longueur d'onde

° s!ﬁ : coefficient d'extinction molaire a une longueur d'onde A et pour un
état |v)

» les crochets ([]) indiquent la concentration

En toute rigueur, nous devons mentionner que le coefficient d'extinction molaire (&)
représente la probabilité qu'a une molécule, dans un état quantique ‘v) donné, d'absorber

un photon a une longueur d'onde (1) donnée. C'est donc dire que chaque état quantique

posseéde sa propre DO, de fagcon macroscopique.

Il est cependant expérimentalement impossible, a une longueur d'onde donnée, d'isoler le
comportement cinétique d'un état quantique seul. La ADO mesurée est en réalité la

superposition de tous les états quantiques qui absorbent a la longueur d'onde en question.

Dans cette optique, une modification de la loi de Beer-Lambert nous donne :
ADOY! =13 &l |v)] 6)

En utilisant les solutions des systémes d'équations différentielles (éq. (2) et (4)) et en les
combinants a la maniére de 1'éq. (6)), il nous sera possible, par lissages numériques, de
suivre la dynamique de relaxation des molécules, notamment par le calcul des différentes

constantes de vitesse. A l'aide de ces résultats, il nous sera possible de déterminer
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I'évolution temporelle de la population de chaque état quantique, dans le processus de

relaxation des molécules excitées (§ 3).

§ 2.2.2.3 Artefacts inhérents a I'utilisation d'impulsions laser ultracourtes

Pour déterminer la dynamique ultrarapide dans le processus de relaxation d'une molécule,
nous devons avoir recours a un outil expérimental d'une résolution temporelle a tout le
moins de l'ordre de la picoseconde. Clest 1a 'intérét du laser femtoseconde décrit plus t6t.

Il offre une résolution temporelle égale a la durée de son impulsion (soit ~ 150 fs).

Cependant, 1'utilisation d'impulsions laser aussi courtes entraine certains inconvénients.
Comme nous l'avons mentionné, la puissance de créte de chacune de ces impulsions est
de l'ordre du GW. Lorsqu'on focalise ensuite un faisceau formé de telles impulsions,
comme c'est notre cas, on peut atteindre des densités de puissance de l'ordre de 10"

W/em®. Dans un tel régime, certains effets non linéaires peuvent apparaitre.

Electrons solvatés

Nous étudierons les molécules de photosensibilisateur en solution aqueuse. Comme nous
I'avons mentionné, pour porter les molécules dans leur premier état excité, nous utilisons
une source laser a4 620 nm (~ 2 eV). Cette énergie est normalement insuffisante pour
ioniser une molécule d'H,O. Cependant, lorsque de telles puissances sont en jeu, des
électrons solvatés peuvent étre créés (Pépin ef al, 1992). Ces électrons solvatés ont un

temps de vie comparable a celui des molécules que l'on étudie (i.e. de l'ordre de quelques
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nanosecondes) et absorbent notamment dans la région visible du spectre

électromagnétique.

Diffusion Raman stimulée

D'une fagon générale, 'effet Raman décrit un phénomeéne de diffusion inélastique des
photons sur une molécule (ou sur un réseau cristallin en physique de la matiére
condensée). Le transfert d'énergie entre les deux entités se fait via les états de vibration
(notés ;) de la molécule. Pour des puissances laser suffisantes (de l'ordre de celles que
nous utilisons), le phénomeéne de diffusion Raman stimulée peut avoir lieu. Il s'agit d'un
transfert d'énergie entre les photons des faisceaux pompe (p) et sonde (s) par le biais de la

molécule dans un mélange a quatre ondes (-os, ®p; ®s, -0p), dans la mesure on

lwp—ws

=Q,, ou Q, est la fréquence de transition entre deux états vibrationnels de la

molécule (voir fig. 2.6). Dans une mesure d'absorption transitoire, du point de vue de la
sonde, il peut y avoir amplification ou absorption, résultant respectivement en un
blanchiement apparent ou une absorption transitoire apparente. La pompe étant & 620
nm, dans l'eau, la sonde devrait étre amplifiée a ~780 nm et absorbée a ~512 nm (Houde
et al, 1993). Cet effet pourrait s'étendre aux longueurs d'onde utilisées, soit 500 et 750
nm. Cependant, pour 'une ou l'autre des longueurs d'ondes mentionnées, c'est une
absorption transitoire qui a été observée (voir fig. 3.4). On en conclue donc que la
diffusion Raman stimulée n'est pas présente ou simplement négligeable devant le

phénomene de réseaux induits décrit dans la section suivante.
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Fig. 2.6  (a) effet Raman stimulé (amplification), ol la pompe céde de son énergie 4 la sonde (pour A, >
Ap); (b) effet Raman inverse (absorption), ol la pompe prend I'énergie de la sonde (pour A, < A,,);

Réseau induit

Lorsqu'une impulsion pompe et une impulsion sonde cohérentes arrivent au méme
moment au méme endroit, elles interférent I'une avec l'autre, créant ainsi une modulation
spatiale du champ électrique, ou un réseau d'interférence. Lorsqu'un matériau est placé
dans cette région d'interférence, on peut induire une modulation spatiale de certaines de
ses propriétés, comme la population des états excités s'ils absorbent la lumiére aux

longueurs d'ondes utilisées. Par ces différents effets, ce réseau d'interférence induira une
modulation spatiale de lindice de réfraction |A7i]" =|An+iAk|’, ol 7 est lindice de
réfraction dans sa forme complexe. Une modulation spatiale de !'indice de réfraction est
'équivalent d'un réseau de diffraction. L'impulsion sonde (tout comme I'impulsion

pompe) sera alors diffractée sur ce réseau. L'efficacité & de cette diffraction est donnée

par l'équation (7) (Eichler et al, 1986).

2 2 2
¢ - Lagraa _|zAnd|” (nAnd] +(7rAKdJ o
I sonde A‘ sonde )‘ sonde /’L

sonde
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Comme l'eau n'absorbe pas a 620 nm, la partie imaginaire de l'indice de réfraction ne
comporte pas de modulation (Ax =0). En frappant ce réseau de phase, une partie de
l'intensité laser de la sonde sera alors déviée hors de la trajectoire initiale menant a la
photodiode du spectrometre, résultant en une absorption transitoire apparente. Comme
nous le verrons, la figure 3.4 montre bien des pics initiaux d'absorption transitoire de trés
courte durée (~ 1 ps), qui correspondent au phénomene de réseau induit. Le phénomeéne

en question est illustré a la figure 2.7.

Fig. 2.7 Réseau de phase (|A}7‘2 = IAI’I‘2 )

Phénomeéne de biréfringence induite
Bien qu'elle soit un solvant polaire, 1'eau, a température ambiante, ne présente pas de

polarisation macroscopique. Les molécules polaires sont cependant susceptible d'étre
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affectées par un champ électrique externe comme celui d'un faisceau laser. Il n'est donc
pas exclu qu'au passage de l'impulsion pompe, les molécules d'H,O aient une certaine
tendance a s'aligner ou a se déformer (déformation du nuage électronique) sous l'effet de
son champ électrique. Cela, pour un temps trés court, induira une polarisation
macroscopique de I'eau. La sonde, si elle suit la pompe de pres, verra alors son plan de
polarisation tourné lors de son passage dans I'eau. Comme nous l'avons montré dans le
schéma du § 2.2.2.1, avant d'étre lu a la photodiode, le faisceau sonde est dirigé dans un
monochromateur, i.e. qu'il sera réfléchi par un réseau. Or, l'efficacité de ce réseau est en
partie fonction de la polarisation du faisceau incident. Une variation de la polarisation du
faisceau sonde pourrait alors se traduire par un blanchiement apparent ou encore une

absorption transitoire apparente.

Corrections a ces phénoménes

Il existe donc plus d'un phénoméne susceptible de nous induire en erreur dans une
expérience ayant recours a des impulsions laser de grande puissance. Néanmoins, il n'y a
qu'une seule facon d'enrayer ces effets, sans méme avoir besoin de les différencier
indépendamment. Ftant tous induits essentiellement par les molécules de solvant, il suffit
de la répéter pour ce dernier seul, en s'assurant d'avoir les mémes conditions
expérimentales que pour l'acquisition normale. Cette mesure ne contiendra alors que les

effets indésirables. Il ne reste ensuite qu'a soustraire le dernier résultat du premier.
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§ 2.2.3 Mesure d'absorption transitoire : pompe UV

Les expériences décrites a la section précédente visaient I’évaluation de la dynamique de
relaxation suite a l'excitation des molécules dans le premier état excité. Celles-ci
permettent d'obtenir l'information pertinente pour l'activation a deux photons des
molécules de photosensibilisateur par la premiere voie (voir § 1). Dans le but d'obtenir
de l'information concernant la seconde voie d'excitation, il faut cette fois porter les
molécules de photosensibilisateur dans le second état excité, en ayant recours a un seul
photon UV, puis évaluer la dynamique de relaxation a partir de ce niveau. De cette

fagon, nous obtiendrons de l'information sur l'efficacité du processus par cette autre voie.

§ 2.2.3.1 Montage expérimental

r]nsrg PD référence
échantillon
cellule 5 mm

100 en circulation 100 cellule de

thix st continuum
atténuateur 10 mm Ligne a
\ ’ \ _— délai
pellicule i
lentille UV Tl 200
lentille UV /‘ 90 mm S mm 9
70 mm filtre UV
séparatrice (50/50)

cristal doubleur
KDP

atténuateur 620 nm
90 obturateur 200 fs
mm  pompe 10 Hz

pellicule

Fig. 2.8 Montage d'absorption transitoire avec pompe UV
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Le montage d'absorption transitoire ayant recours & une pompe UV (fig. 2.8) est
essentiellement le méme que celui illustré a la figure 2.5. La seule différence est
I'insertion d'un cristal non linéaire (KDP) dans le parcours du faisceau de pompe. Le
KDP posséde une structure cristalline qui ne présente pas de centre d'inversion. Cela
implique que tous les phénoménes non linéaires d'ordre pair (2, 4, 6...) sont possibles.

Dans de tels cristaux, moyennant une puissance laser suffisante, peut apparaitre le

phénomeéne de mélange 2 trois ondes, de vecteur d'onde ,, k, et k, et de fréquence o1,

®3 et o3, respectivement. Ce dernier permet notamment la génération de la seconde
harmonique. D'une facon générale, deux ondes de fréquence o; et ®, interagissent dans
un cristal non linéaire, induisant une polarisation non linéaire. Cette polarisation oscillera
a la fréquence somme, i.e. & une fréquence w3z = ®; + ®,;. Dans le cas présent, ®; = @, =
o, ce qui implique @3 = 2w, soit la seconde harmonique. Le rayonnement sera émis dans
toutes les directions, mais pas de facon isotrope. La direction privilégiée sera celle pour
laquelle I'accord de phase est le meilleur. Pour avoir un transfert efficace de I'énergie des
ondes a fréquence ®; et o, vers l'onde a fréquence ®3, nous devons avoir conservation de
I'énergie (03 = ©; + wy) et des vecteurs d'onde (IE3 = IE, + IEz ). Si l'accord de phase ne
peut étre réalisé, la direction préférentielle sera celle minimisant le désaccord. Donc, une
impulsion laser intense a4 620 nm a 'entrée du cristal permettra la génération de lumicre a
310 nm 2 sa sortie. Comme nous aurons toujours de la lumiére & 620 nm 2 la sortie, on y

place un filtre & bande passante. On bloque ainsi la partie visible du faisceau, rendant

possible l'excitation & 310 nm seulement.
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§ 3 Résultats

§ 3.1 Absorption a temps fixe

Dans un premier temps nous avons obtenu les spectres d'absorption des molécules de
photosensibilisateurs dans 1'état fondamental ainsi que dans leur état excité (absorption

transitoire) a différents délais fixes (voir fig. 3.1).

Ces résultats servent a déterminer les longueurs d'ondes qui seront pertinentes a l'étude
quantitative de la dynamique de relaxation. Les propriétés optiques de ces deux
complexes sont trés semblables. Tous deux présentent deux bandes principales
d'absorption. La premiére se situe dans la région UV du spectre (bande de Soret). Elle
est associée a I’énergie faisant passer la molécule de I'état singulet (doublet pour le
CuPc8S,) fondamental au deuxiéme état excité, possédant les mémes caractéristiques de
spin électronique. La seconde (bande Q), dans la région visible, est associée a 1'énergie

faisant passer la molécule de 1'état fondamental au premier état excité.

Comme il a été mentionné au § 2.1, lors de cette mesure, une bonne proportion de
dimeéres était présente dans la solution. Or, dans le corps humain, méme lorsque dissous
dans I'eau, les molécules de phtalocyanine se trouveront en plus grande proportion dans
la forme monomérique (Howe et Zhang, 1998). 1l est connu que lors du passage du
monomeére au dimere, le spectre d'absorption se voit décalé vers le rouge, mais rien n'est

réellement mentionné pour ce qui est du comportement cinétique.
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Fig. 3.1 Superposition du spectre d'absorption du niveau fondamental et de l'absorption

transitoire a différents délais pour les molécules de CuPcS, et de NiPcS,
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Le comportement cinétique des deux espéces a également ét¢ comparé. Pour obtenir la
forme monomérique, nous ajoutons une micelle ('ammonyx) a l'ean, dans une proportion
de 5% du volume. Nous voyons que méme a des concentrations plus faibles que celles

que nous utilisons (~ 10 M), la dimérisation a bien lieu (fig. 3.2), validant ainsi la

comparaison du comportement cinétique des deux especes.

e H20
------ H,0 avec ammonyx (5%)
a)[CuPcS ] = 10*M b) [CuPcS ] = 10°M
1 00- 875 475

0.75

0.50

0.254

0.00

absorption (u.a.)

1.004

0.75.
0.50-
0.25
0005 400 500 600 700 300 400 500 600 700 800

longueur d'onde (nm) longueur d'onde (nm)

Fig. 3.2  Comparaison entre l'absorption (normalisée) du niveau fondamental de CuPcS, et de NiPcS,
sous formes monomérique et dimérique 4 deux concentrations

Les courbes d'absorption des molécules de photosensibilisateur dans leur forme

monomérique sont représentées par la ligne pointillée, alors que la ligne pleine représente

I'absorption des diméres.
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§ 3.2 Absorption transitoire cinétique

§ 3.2.1 Courbes cinétiques

Comme nous l'avons mentionné déja, trois courbes cinétiques ont été retenues pour

I'étude quantitative ultérieure. Ces courbes sont présentées a la figure 3.3.
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Fig. 3.3(a) Cinétiques corrigées d'absorption transitoire (CuPcS,) : a) 500 nm, b) 650 nm, c)
750 nm. Durée dimpulsion : ~ 150 fs; énergie de la pompe : ~ 250 ul;
concentration : ~3 x 10* M
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Fig. 3.3(b) Cinétiques corrigées d'absorption transitoire : a) 500 nm, b) 650 nm, ¢) 750 nm.
Durée d'impulsion : ~ 150 fs; énergie de la pompe : ~ 250 uJ; concentration : ~ 3 x
10*M
Corrections apportées pour effets non linéaires
Comme il est mentionné, ces courbes ont di étre corrigées pour les effets non linéaires

présents dans le solvant (voir § 2.2.2.3). Les cinétiques prisent dans les solvants seuls a

500 et 750 nm sont montrées a la figure 3.4.
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Les résultats précédents seront discutés au § 4.

§ 3.2.2 Ktude quantitative du processus de relaxation
§ 3.2.2.1 Opérations mathématiques préalables

Nous avons donné plus tdt les équations différenticlles décrivant la dynamique de
relaxation des molécules étudiées. Ces systémes présentent des solutions analytiques, qui
ont été obtenues. Nous avons de plus montré comment, & partir d'une généralisation de la
loi de Beer-Lambert, nous étions en mesure, a l'aide du comportement cinétique de la
densité optique, d'obtenir la variation dans le temps des concentrations des molécules

dans les divers états quantiques.

Il est important d'ajouter que notre étude quantitative ne concerne que le phénomeéne de
relaxation, i.e. que nous n'aurons pas recours & une équation représentant l'excitation
photonique. Nous menons une étude post excitation, i.e. & partir du premier état excité

seulement.

Donc, I'équation (6) nous montre bien qu'il est possible d'obtenir la dynamique des
populations des différents états quantiques a partir seulement de la cinétique d'absorption
transitoire. Cependant, il est important de bien appliquer cette derni¢re au probléme.
Nous avons retenu des courbes cinétiques a trois longueurs d'onde : 500, 650 et 750 nm.

Pour chacun des cas, les niveaux sondés ne sont pas les mémes. Voici comment, pour la
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molécule de CuPcS,, doivent étre combinées les solutions aux équations différentielles

afin de bien représenter la réalité physique (éq. (6)) :
500 nm: DO;‘(j)i)nm lS()Onm (SSOOnm [2S ]+ 8500nm [221 ]+ 8;0T6nm [47} ])
650 nm : DOy, = lssoum (géﬁonm [2S ]"‘ Eosomm [ZS ]"‘ E stmm [ZT + E b 4T ]) ®

750 nm : DO, = Lisou (8750nm [2S ]+g750nm [2T + 8750nm 4TD

ou aLV> représente le coefficient d'extinction molaire d'une molécule dans un état

quantique |v> pour une longueur d'onde A et ﬂv)], la concentration des molécules dans ce

méme état,

Les lissages des cinétiques ont été réalisés par l'implantation des solutions aux équations
différentielles dans un algorithme de Levenberg-Marquardt. Les solutions obtenues au
§2.1.1 (systémes d’équations (2) et (4)) nécessitent qu'au temps zéro, la valeur de
l'absorption soit l'unité. Afin de contourner cette contrainte, nous devons normaliser les
données expérimentales a une longueur d'onde par la valeur initiale de 1'absorption, i.e.
I'absorption au temps zéro de 1'état 281 dans le cas du CuPcS; et S) pour le NiPcS4. La
normalisation n'est cependant pas suffisante dans le cas des cinétiques 4 650 nm. Pour
ces derniéres, nous avons décidé de considérer I'absorption initiale nulle, sa variation

subséquente montrant la dynamique de transitions des états excités entre eux ainsi que
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vers 1'état fondamental. Nous devons donc normaliser les données expérimentales,
toujours par la valeur initiale de 1'absorption, mais aussi opérer une translation par rapport
a cette méme absorption. Comme auparavant, I'équation mathématique, a temps zéro,
donne 'unité. Il est donc impératif de pratiquer une translation sur cette derniére aussi,

de sorte qu'au temps zéro, elle donne la valeur zéro.

0Dy, 1 25, [2 ] [2 4 D
Soonm 28"1 = le 8500nm S +8500nm T +8500nm T
lSOOmn 8500nm 8500nm
ODé‘é’onm 1 (2 2 s, ]+ e [7] [7] )
650 nm : ] = 8650nm[ S ]+8650nm Sy |+ €esomm | T +8650nm Li-1)
S &
650nm 650nm 650nm
oD 1 ( 2
. 50 — S 2 4
750 nm : z';m =3 87501nm[ S ]+8750nm[ T +8750nm 1,
l750nm g750nm 87500nm

Les calculs permettront donc d'obtenir des valeurs pour les différentes constantes de
vitesse k; ainsi que pour les différents rapports entre les coefficients d'extinction molaire,
comme le montre l'équation (9). Les mémes opérations doivent 