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NOTE RELATIVE A L’ACTION PHOTODYNAMIQUE 
DE L’HlhIATOPORPLIYRINE SUR LE FIBRINOGhE, 

(Sclwol of Hygiene and Public Health, Johns Hopkins Unloersily, Baltimore. V .  S .  A. )  

PAR 

W.-€1. HOWELL 

ES effets photodynamiques de I’hdmatoporphyrine tels qu’ils L furent ddcrits par HAUSMANN (l) sur les infusbires, les Crythro- 
cytes et  les souris ont Ctd confirm& par divers observateurs, mais 
jusqu’a prdsent une explication satisfaisante de cette rCaction nous 
manque. L’action de I’hdmatoporphyrine sur les souris, action sen- 
sibilisante vis-a-vis de la lumikre, est particulikrement diff icile a com- 
prendre dans I’dtat oh nous la montre une synthhse des principaux 
faits observds. Une dose d’himatoporphyrine aussi faible que 2 mgr. 
injectde sous la peau d’une souris blanche, se montre fatale en peu 
d’heures si l’animal est expos6 ti une vive lumikre, tandis que trks sou- 
vent cette dose n’est pas nuisible si la souris est maintenue dam I’obs- 
curitk. Bien plus : un animal trait6 par I’hCmatoporphyrine, mais 
conservC a I’obscuritC, peut montrer I’effet photodynamique s’il est 
expos6 ?I la lumikre ti n’importe quel moment de la premiere quin- 
zaine ou plus longtemps aprks I’iiijection, bien que toutes les traces 
dkcelables d’hkmatoporphyrine aient disparu de I’organisme. 

Les symptBmes que montrent les animaux ont d tk  dCcrits en dktail 
par HAUSMANN. Dans mes propres observations, limitdes ce que 
HAUSMANN appelle les cas aigus, I’animal montre d’abord une con- 
gestion des oreilles et  des pattes ; cette congestion disparait dans la 
suite. Puis surviennent un oedkme trks marquC autour du nez et  de 
la bouche et  une irritation cutanee de la rigion cbphalique, demon- 
trCe par les mouvements de grattement de I’animal. Ces sympt6mes 
disparaissent plus tard en tout ou en partie, mais on voit persister 
la photophobie qui se manifeste par I’occlusion des yeux et  par une 
prCfCrence pour les zones ombrag6es de la cage occupte par les ani- 
maux. Parfois I’animal tomba dam un dtat ldthargique, interrompu 
de temps A autre par des mouvemenb spasmadiques, e t  la respira- 

18 

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 [

U
ni

ve
rs

ite
 L

av
al

] 
at

 0
3:

28
 1

0 
A

pr
il 

20
16

 



270 W.-H. HOWELL 

tion se ralentit jusqu’a ce que la mort survienne. Pendant cette ultime 
pdriode, il doit exister un degrh rnarqid d’insensibilitk, car on observa 
que, d a m  cet etat ,  les souris ne rdagirent par aucun trouble sensoriel 
evident lorsque des animaux de contrble places dans la meme cage 
leur endomrnageaient les oreilles. 

Dans mes exptriences, chez quelques animaux inject& a u  moyen 
d’une prkparation impure non cristallisee d’hematoporphyrine, j’ai 
observb au niveau des yeux I’apparition d’une cataracte. L’examen 
post rnortern montra une opacite limitte A la couche toute superficielle 
d u  cristallin, dans la region tquatoriale qui est en contact avec les 
proces ciliaires. Si nous songeons que dans ces exptriences la lumiere 
ne peut pCnktrer.d’une faqon appreciable au dela du plexus sous-cu- 
tan6 des vaisseaux sanguins, nous devons adrne ttre, pour expliquer 
les effets mortels, que des substances toxiques se forment probable- 
ment dans la peau e l l e - m h e  (ainsi que JESIONEK (2) le pense), sous 
I’influence combinke de I’hematoporphyrine et  de la lumiere, e t  que 
ces substances exercent ensuite leur effet sur  le systeme nerveux 
central, soit par  la voie sanguine, soit encore par un phtnomene re- 
flexe. 

Vu que les faits que nous connaissons jusqu’a prbsent sont insuf- 
fisants pour nous permettre une explication de cette curieuse reaction, 
il est utile d’ttendre les exptriences et de collectionner toutes les 
influences susceptibles d’agir sur le phenomene. 

Le bu t  principal de la prksente note est d’attirer l’attention sur 
quelques observations nouvelles relatives h I’action photodynamique 
de I’hCmatoporphyrine sur le fibrhogene du sang. Le chlorhydrate 
d’hematoporphyrine cristallisd employe dans mes expkriences fut  
pr tpare  suivant la technique gdndrale indiquke par MENCKI e t  SA- 
LE%!. Comnie les indications qui ont  ete publides sur  cette mdthode 
ne sont pas tres explicites, je rappellerai brievement le procede 
dont je me suis servi : 

On prepare de I’himine d’aprks la methode de MORNER (3). Cinq gram- 
mes d’hbmine sont dissous dans 75 cc. d’acide acetique glacial prialahle- 
ment saturi d’acide bromhydrique gazeux a 100 C. La solution est main- 
tenue au repos pendant 3 ou 4 jours a la temperature ordinaire e t  est en- 
suite versie dans 600 cc. d’eau. Aprks repos de plusieurs heures, ce melange 
est filtre et, au filtrat, on ajoute de I’hydroxyde de sodium a 10% jusqu’a 
formation d’un pr6cipitC abondant et  decoloration presque cornplkte de 
la solution. On filtre e t  on lave le pricipite a I’eau jusqu’a ce que l’eau 

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 [

U
ni

ve
rs

ite
 L

av
al

] 
at

 0
3:

28
 1

0 
A

pr
il 

20
16

 



ACTION DE L’HEMATOPORPHYRINE 27 1 

de lavage ne donne plus de reaction avec le nitrate d’argent. Le precipitk 
encore humide est digire au bain-marie avec de I’hydroxyde de soude 
dilue a 2 %, dilue avec un egal volume d’eau e t  filtre. Le filtrat est prkci- 
pite par I’acide acetique a 33 % que I’on ajoute jusqu’a obtention d’une 
reaction acide nette. Le precipite est sipare par centrifugation e t  lave A 
I’eau par centrifugation jusqu’a ce que le piecipitk montre des signes de 
non-sedimentation. Le residu humide, obtenu par decantation du  liquide 
surnageant, est trait6 sur le bain d’eau par I’acide chlorhydrique dilue 
A 1 %, en evitant avec soin un exces d’acide. La solution est filtree ii chaud 
pour la separer de l’abondant residu gommeux, placee dans un cristallisoir, 
dans le vide, sur I’acide sulfurique et  abandonnee jusqu’a evaporation 
B sec. Des cristaux se formed. Le rksidu est bien lave avec de I’acide 
chlorhydrique a 10 %, siche et  redissous au bain-marie dans de I’acide chlor- 
hydrique A 10 %, en Cvitant un excks d’acide. Cette solution est filtrke 
et  le filtrat est additionnk d’un dixikme de son volume d’acide chlorhydrique 
concentre. La solution est placee dans le vide sur de I’acide sulfurique 
jusqu’i cristallisation. Les cristaux sont entrainis par aspiration, laves 
avec de I’acide chlorhydrique A 1 %, precipites par addition d’acide chlor- 
hydrique concentre e t  la solution est de nouveau abandonnke a la cris- 
tallisation dans le vide. Le second lot de cristaux, aprks lavage, est dessk- 
chC et conserve dans un exsiccateur a I’obscuritk. 

Les solutions de fibrinogkne que j’ai employees dans mes expe- 
riences furent prkparkes a partir du plasma oxalatC de chat, en sui- 
vant une modification de la mdthode d ’ H A M M A R s - r m ,  employee 
pendant un certain temps dans ce laboratoire e t  dans laquelle la 
prkcipitation se fait par le sulfate d’ammonium e t  non par  le chlo- 
rure de sodium (4). 

Le plasma est prCcipitC par  addition d ’ u n  volume d’une solution 
saturbe de sulfate d’ammonium a trois ou quatre volumes de plasma. 
A p r b  centrifugation e t  lavage, le pricipitk est dissous dans une 
solution A 1 % de chlorure de sodium,filtrC e t  repricipitd par  addition 
d’un volume de solution saturCe de sulfate d’ammonium a quatre 
volumes de la solution de fibrinogkne. Le prkcipiti est &part5 par  cell- 
trifugation e t  dissous dans une solution de 1 yo de chlorure de so- 
dium, en utilisant la moitiC ou les 3/4 du volume primitif de plasma, 

En dissolvant le second prCcipitC sans la solution alcaline, il peut  
Ctre nicessaire d’ajouter quelques gouttes d’une solution de bicar- 
bonate de  soude h 1 yo. Si on emploie le plasma de chat, deux prC- 
cipitations suffisent A donner une bonne priparation de fibrinogkne; 
avec le plasma de cheval, trois ou quatre pricipitations sont indis- 
pensables. 
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272 W.-H. HOWELL 

Si, A une solution de fibrinogkne prCparCe de cette facon: on ajoute 
de petites quantitks d’hkmatoporphyrine e t  qu’on expose pendant 
une ou deux heures le rnClange a la lumiere solaire, ou pendant un 
temps un-peu plus long a une lampe au tungstkne ( A  courte distance), 
on constatera que le fibrinogkne a perdu complktement la propriCt6 
de coaguler par la thrombine e t  a Cgalement perdu celle de donner 
un prdcipitk par la chaleur. Le modus operandi de ces expkriences 
fut  le suivant : 

L’hCmatoporphyrine f u t  prCpar4e en solution a 0.2 yo, dont 1 a 
3 gouttes fu.rent ajouties A 5 cc. de la solution de fibrinogkne. Ce 
mklange, contenu dans un Ctroit tube A essai, Ctait place dans un go- 
belet d’eau froide e t  expos4 dans la chambre a la lumikre directe 
du soleil. L’eau du gobelet Ctait renouvelie de temps en temps, de 
facon a maintenir sa tempkrature ii un niveau kgal ou infkrieur 
A 200 C. Dans le mime gobelet etait placke une solution tkmoin de 
fibrinogkne sans hkmatoporphyrine. Une seconde solution tC- 
moin de fibrhogene et  d’hCmatoporphyritie ktait conserve‘e B I’obscu- 
rite. A p r h  un temps donne les trois 6chantillons Ctaient soumis 
a la rkaction a la chaleur et  a la thrombine. Dans le but d’executer 
cette seconde rkaction, j’utilisai des ichantillons de thrombine skche, 
prdparke par  une mithode dkcrite antkrieurement (5). La thrombine 
skche peut i t re  conservke indkfiniment dans un exsiccateur e t  est 
facilement soluble dans I’eau ou dans une solution saline diluCe. 

Des expCriences exdcuties de cette fa$on montrkrent que pour 
les durkes indiquies d’exposition B la lumikre les solutions de fibri- 
nogene ne sont en rien affecties par la lumihre. Elles donnent un 
caillot gklatineux typique en 3 a 5 minutes avec la solution de throm- 
bine, e t  le prCcipitC habitue] si on les chauffe a 540-560 C. L’kchan- 
tillon de fibrinogkne et  d’hCmatoporphyrine conservk dans I’obscu- 
rite n’est pas modifid non plus aprks 24 heures ou plus. I 1  coagule 
par la thrombine, mime plus rapidement que le fibrinogkne seul, e t  
est prkcipitk par  chauffage A 540-56O C. Au contraire, I’kchantillon 
de fibrinogkne et  d’hkmatoporphyrine expos4 A la lumikre ne donne 
aucun caillot avec la thrombine et  ne prkcipite pas par la chaleur 
entre 600 e t  900 C. On peut constater que 1’Cosine donne des reactions 
similaires : on utilise une solution d’Cosine a 1/1OOO, dont deux 
gouttes sont ajoutkes ti 5 CC. de la solution de fibrinogkne. 

Si ]’exposition a la lumikre est raccourcie, des rdsultats interm& 
diaires peuvent i t re  obtenus. Ceci signifie que le fibrinogkne peut don- 
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ACTI o N D E L’ H I?M ATOP o R P  HY R I  N E 273 

ner un caillot avec la thrombine, mais le temps de coagulation est 
plus ou moins allongC, ou bien la solution se coagule imparfaitement 
au lieu de se prendre en une gelkc compacte. 

Outre ses reactions B la thrombine et B la chaleur, le fibrinogkne 
perd dans ces conditions sa propridtk de prkcipiter par dialyse. 

Dans ces expiriences, des sacs de collodion fraichement prepares 
furent utilisCs et  I’echantillon de fibrinogirne et  d’hematoporphyrine 
qui avait Cti expose B la lumiirre, ainsi qu’un khantillon de fibrino- 
gkne seul Cgalement illumind, furent dialyses en presence d’un grand 
volume d’eau distillee. La solution t h o i n  donna A bref delai un abon- 
dant prCcipit6;tandis que la solution A l’hematoporphyrine ne donna 
ni opalescence ni prbcipite aprirs une dialyse de nombreuses heures. 
D’autre part, on constata qu’une solution de fibrinogirne et  d’hima- 
toporphyrine fut, apres exposition B la lumikre, prdcipitke‘ rapidement 
comme une solution normale de fibrinogene, par addition d’acide 
acCtique dilub ou par une solution saturie de sulfate d’ammonium, 
ajoutee dans la proportion d’un volume pour quatre ou cinq volumes 
de la solution. 

J’exdcutai des experiences du mCme genre avec de la pseudoglo- 
buline extraite du mCme plasma, aprks dimination du fibrhogene 
qui fut  prCcipitC par le sulfate d’ammonium A demi-saturation. La 
pseudoglobuline fu t  purifide par repricipitation et  fut  .alors, aprks 
addition d’hematoporphyrine, exposee li la grande lumikre du soleil 
pendant de nombreuses heures. MCme aprirs une exposition prolongke, 
on constata que la pseudoglobuline ne fu t  pas altdrde en ce qui re- 
garde sa tempdrature de coagulation par la chaleur. 

L’action photodynamique de I’himatoporphyrine sur le fibrino-. 
gkne s’exerce plus rapidement quand ce dernier a t t d  purifik par plu- 
sieurs precipitations. S’il n’est prdcipitC qu’une fois par le sulfate 
ammonique, il faut li la lumiltre un temps plus long pour produire 
I’effet ddcrit. I1 parait probable que, dans ce cas comme d a m  celui 
de I’action photodynamique de I’eosine sur les erythrocytes, les 
autres protbines prisentes exercent une action protectrice. C’est un 
fait bien connu que le sdrum et de nombreuses protdines protkgent 
les Crythrocytes contre I’hCmolyse par 1’Cosine quand elles sont expo- 
sCes B la lumihre. SCHMIDT et N O R M A N  (6) ont montrC que cette 
action protectrice appartient aussi A quelques amino-acides (tryp- 
tophane e t  tyrosine) e t  ils pensent que la protection conferee par les 
protkines est due A la prQence de ces amino-acides dans la molbcule. 
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274 W.-H, HOWELL 

En accord avec cette constatation ginirale, on trouve que le fibri- 
nogene en plasma oxalate est nioins facilement alt6r6 qu’apres 
prdcipitation et  separation des autres proteines du plasma. Au cours 
des observations faites sur le plasma oxalat6, les effets de I’hbmato- 
porphyrine et de la lumikre furent CprouvCs de trois manieres : par 
la chaleur A 560-600, par I’action coagulante de la thrombine e t  par 
la coagulation causCe par recalcification de la solution. En employant 
du plasma oxalatC de chat additionnd d’hkmatoporphyrine, on trouve 
qu’une exposition de 4 heures a la grande lumiere du soleil est en 
gCnCral suffisante pour emptcher la prkcipitation du fibrinogkne par 
la chaleur a 600 C. et pour dktruire sa propri6tC de coaguler par addi- 
tion d’une solution de thrombine. Mais la coagulation cause‘e par 
recalcification du plasma fut  affectde plus lentement et incomple- 
tement. Pour une exposition suffisante, le temps de coagulation 
par ce procCdk fut  prolong6 depuis 5 a 6 minutes (temps normal 
rnontrC par le plasma neuf ou le plasma a I’hCniatoporphyrine con- 
servC a I’obscuritC) jusqu’h 45 h 100 minutes. I1 est intiressant de 
noter que SELLARDS a antirieurenient publik que des dchantillons 
de plasma oxalatk contenant de la bilirubine ne coagulent pas a la 
lumiere apres addition de sCruni, bien qu’ils coagulent rapidement 
apres recalcification. 

Quelques expe‘riences imparfaites furent entreprises pour diter-  
miner B quelle longueur d’onde la lumiere exerce son action photo- 
dynamique maximale sur les solutions de fibrinogene e t  d’hCmato- 
porphyrine. Dans une premiere sCrie, les solutions furent tamiskes 
avec des filtres variis : un filtre rouge laissant passer des 
longueurs d’onde de 5800 ?I 6800, un filtre vert laissant passer des 
longueurs comprises entre 4870 et  5700 et  un filtre bleu laissant passer 
la lumihre entre 4950 et  3520. L’effet sur le fibrhogene fut  plus rapide 
sous le filtre vert et  moins rapide sous le bleu. Aprks exposition 
prolongke, cependant, le fibrinogene montra l’effet habitue! dans les 
trois cas. Dans ces experiences, les tubes contenant le fibrhogene 
et  l’hkrnatoporphyrine furent disposes dans la chambre obscure de 
telle faqon que seule la lumikre ayant  traversk les filtres pouvait les 
atteindre. Dans une seconde serie, une grille concave de Row- 
LAND a la longueur focale de 1 metre ainsi que la lumiere d’un 
arc au fer-carbone furent utilisds. Vu la faible intensit6 de la lumikre, 
I’action de l’hkrnatoporphyrine sur les Crythrocytes fu t  exPCrimen- 
t i e  de pr6ffCrence a son action sur le fibrinogene. Des tubes conte- 
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ACTION DE L ’ H I ~ M A T O P O R P H Y R I N E  275 

nant une suspension a 0.2 n/o de globules lavis, additionnis chacun 
de quelques gouttes d’une solution d’himatoporphyrine de 0.2 yo, 
furent exposis au spectre, aux longueurs d’onde de 2400, 3000, 4000, 
5000, et au rouge fonci pendant une heure et demie. On utilisa des 
tubes de quartz pour les ichantillons a 2400 et 3000. Pour les temps 
d’exposition employis, I’hiniolyse n e  se produisit dans aucurl des 
tubes, mais quand ils furent ulterieurcment places A la lumikre so- 
laire I’h6molyse apparut plus rapidenient dam le tube prialablement 
expos6 A 5OOO e t  ensuite dans celui prealablement expos6 au rouge 
fonci. Telles qu’elles sont, ces experiences tendent A confirmer les 
faits observes par HAUSMANN, c’est-A-dire que I’action photodyna- 
mique maximale de I’himatoporphyrine se produit avec des lon- 
gueurs d’onde voisines de 5000, qui correspondent A leur principale 
bande d’absorption. 

A ce propos, j’ai observe une intiressante difference entre l’action 
des rayons ultraviolets (( rupprochds )) ou (( lloignds )), le dernier terme 
s’appliquant A des rayons A longueur d’onde infirieure A 3000. La 
lumikre ultraviolette rapprochee f u t  obtenue en faisant passer la 
lumiere d’un arc vapeur de mercure it travers du verre ultraviolet 
de Wood, qui a une longueur de transmission intermidiaire entre 
3900 et 3300. Une telle lumiere est sans effet (pour le temps d’expo- 
sition utilisi) sur des solutions de fibrinogene seul, mais sur les solu- 
tions qui contiennent de I’himatoporphyrine le fibrinogene, a p r b  
une exposition de 1 a 2 heures, montre les effets ddcrits ci-dessus, 
notarnment une perte complete de la proprikte de pricipiter par la 
chaleur ou de coaguler par la thrombine. Les effets des rayons ultra- 
violets iloignes furent obtenus en exposant dam des tubes de quartz 
les solutions A la lumikre non taniisie d’un arc A vapeur de mercure. 
Cette lumiere cause la prdcipitation des solutions de fibrinoghe 
aprks une exposition de 1/2 a 3/4 heure, et ceci s’accorde avec son 
action coagulante bien connuc sur des solutions de p r o t h e .  Quand 
de I’himatoporphyrine Ctait ajou tee A la solution de fibrinoghe, 
cette pricipitation ne se produisait pas. La solution restait Claire, 
mais elle ne donnait plus de caillots avec la thrombine. 

Plusieurs auteurs ont suppose que l’action sensibilisante dc 1’116- 
matoporphyrine et  d’autres riactifs photodynamiques consiste essen- 
tiellement dans une altiration de la substance considerbe, telle qu’elle 
rend les longues ondes lumineuses capables d’effectuer les change- 
ments que I’on sait &tre causes par les courts rayons ultraviolets. 
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276 W.-H. HOWELL 

SCHANZ (8) a Ctabli que la lumikre agit sur les solutions de protkines 
en les rendant moins solubles, ainsi que I’indique la plus grande 
facilitk de precipitation, et que cet effet est faciliti par l’iosine, 
l’hhatoporphyrine et d’autres sensibilisateurs. Cette conclusion 
n’est ividemment pas applicable au cas du fibrinoghe. 

Tandis que les rayons ultraviolets 6loignCs causent la prkcipitation 
du fibrinogkne, cette rCaction est emptchie par la prdsence de 1’hC- 
matoporphyrine. L‘effet de ce sensibilisateur est de rendre les lumitres 
visible ef ultraviolette capables de changer le fibrinogtne en une forme 
plus soluble & protiine. Le fibrinogine, insoluble duns l’eau, est chnngl 
en une protiine soluble duns I‘eau, protline non pricipitie par la cha- 
leur et non coagulie de ses solutions par l’action de la thrombine. Cette 
modification est analogue a celle que produit l‘action des alcalis. 

La faqon dont I’hhatoporphyrine participe A la rCaction n’a pas 
encore Ctk dkouverte. On sait parfaitement que pour que la rCaction 
photodynarnique se produise, I’hhatoporphyrine et  la substance 
sur laquelle elle agit doivent t t re  en contact intime I’une avec I’autre 
pendant que la lumikre agit. Une exposition prCalable de I’himato- 
porphyrine A la lurnihre ne dbtermine pas de changement capable 
d’affecter le fibrinogkne quand les solutions sont ultirieurement 
niises en contact dans I’obscuritC, e t  une solution d’hirnatopor- 
phyrine sCparCe par une mince lame de quartz d’une solution de 
fibrinogkne n’exerce aucune action photodynarnique si on I’expose 
A la lumikre. I1 semblerait que I’h6matoporphyrine dkclanche ou fa- 
cilite I’action de la lumikre A la faGon d’un catalyseur. 
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