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cellules. Le rôle biologique de cette protéine étant bien connu, il convient 

d'examiner ses différentes structures et les conséquences de leur stabilité. 

A. Structures de l'hémoglobine et de ses dérivés 

L'hémoglobine est formée par l'association d'un groupement prosthétique 

appelé heme et d'une globine chaîne polypeptideque. 

Dans la suite du texte i l sera essentiellement question de l'hémoglo­

bine humaine majoritaire, l'hémoglobine A. 

Certains résultats expérimentaux font toutefois référence â de l'hémo­

globine de boeuf (provenance : Sigma), celle-ci a été utilisée au cours de 

travaux antérieurs^ " ' . Bien que la constitution des chaînes polypeptidi-

ques varie selon le type d'hémoglobine i l existe peu de différences entre 

les structures de ces hémoglobines (A. et bovine). 

Quatre structures sont définies dans les chaînes polypeptidiques : 

la structure primaire qui décrit l'enchaînement des acides aminés, la struc­

ture secondaire qui rend compte de leur arrangement spatial, la structure 

tertaire qui décrit le repliement des chaînes et enfin la structure qua -

ternaire qui se rapporte i la localisation des chaînes les unes par rapport 

aux autres. La structure de Thème fera l'objet du premier paragraphe et 

l'étude des chaînes polypeptidiques fera l'objet des paragraphes suivants. 

L'ĥ -ne est constituêsde quatre noyaux pyrrol iques unis entre eux par 

des groupements méthényles (>C-H) fixés sur les caroones x. 

Les carbones 3 sont substitués au total par quatre groupements néthyles 

(-CHJ, deux groupements vinyles (-CH*CrL) et deux groupements propionyles 

(-CH2-ChL-C00H). Un ion ferreux est lié aux quatre atomes d'azote des pyr­

roles formant un complexe chelate (Fig. 1). 
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1.- INTRODUCTION 

Depuis une vingtaine d'années les études de biochimie se sont déve­

loppées grâce à l'utilisation de techniques nouvelles physiques et physico­

chimiques. Parmi celles-ci la radiolyse puisée a joué un rôle important dans 

1'elucidation du mécanisme des réactions radicalaires rapides. Cette techni­

que permet de suivre l'évolution d'une réaction induite par le passage d'une 

impulsion de rayonnement liée â la création quasi instantanée d'une grande 

concentration d'espèces radicalaires i très courte durée de vie. 

Le radical-ion superoxyde 0- impliqué dans certains mécanismes 

d'oxydation biologique a été étudié par cette technique. Ces ions sont créés 

"in vivo" par différents systèmes biochimiques d'oxydation comme par exemple 

les enzymes flaviniques^ '* ', ainsi qu'au cours de 1'autoxydation de l'oxyhé-

moglobine* ' 

Oxyhémoglobine — » Méthémoglobine + 0" 

Ce dernier système semble donc jouer le rôl"e de donneur de 0^ pour 

autant que ces ions ne réagissent rapidement sur l'oxyhémoglobine ou la méthé­

moglobine. 

Le présent travail a pour objet l'étude des réactions de cet ion 

avec ces deux protéines. 

2.- L'HEMOGLOBINE ET SES DERIVAS : STRUCTURES, SPECTRES, PREPARATION 

Oans le groupe des hémoprccéinés, on considère que l'hémoglobine est 

essentielle chez les animaux supérieurs â cause de sa propriété de transpor­

ter l'oxygène depuis les poumons, où la pression partielle de celui-ci est 

élevée, jusqu'aux tissus où elle est faible. 

L'oxygène Intervient alors â ce niveau dans la chaîne enzymatique des 



cellules. Le rôle biclogique de cette protéine étant bien connu, il convient 

d'examiner ses différentes structures et les conséquences de leur stabilité. 

A. Structures de l'hémoglobine et de ses dérivés 

L'hémoglobine est formée par l'association d'un groupement prosthétique 

appelé heme et d'une globine chaîne polypeptide que. 

Dans la suite du texte il sera essentiellement question de l'hémoglo­

bine humaine majoritaire, l'hémoglobine A. 

Certains résultats expérimentaux font toutefois référence à de l'hémo­

globine de boeuf (provenance : 3igma), celle-ci a été utilisée au cours de 

travaux antérieurs^ " '. Bien que la constitution des chaînes polypeptidi-

ques varie selon le type d'hémoglobine il existe peu de différences entre 

les structures de ces hémoglobines (A. et bovine). 

Quatre structures sont définies dans les chaînes polypeptidiques : 

la structure primaire qui décrit l'enchaînement des acides aminés, la struc­

ture secondaire qui rend compte de leur arrangement spatial, la structure 

tertaire qui décrit le repliement des chaînes et enfin la structure qua -

ternaire qui se rapporte â la localisation des chaînes les unes par rapport 

aux autres. La structure de l'hème fera l'objet du premier paragraphe et 

l'étude des chaînes polypeptidiques fera l'objet des paragraphes suivants. 

L'h^e est constituêade quatre noyaux pyrroliques unis entre eux par 

des groupements méthényles (>C-H) fixés sur les carbones Ï. 

Les carbones 3 sont substitués au total par quatre groupements Tiéthyles 

(-CHJ, deux groupements vinyles (-CH»CrL) et deux groupements propionyles 

(-CH2-CH2-C00H). Un ion ferreux est lié aux quatre atomes d'arote des pyr­

roles formant un complexe chelate (Fig. 1). 
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Le fer forme aussi une liaison avec le groupement iraidazol de l'his­

tidine F8 (Fig. 2). Le sixième ligande varie selon le dérivé considéré. 

Ainsi dans le cas de 1'oxyhémoglobine ce ligande est l'oxygène, une 

liaison labile se forme entre l'ion ferreux et l'histidine E, par l'intermé­

diaire de cet oxygène. 

Dans le cas de la carboxyhémoglobine le monoxyde de carbone (CO) peut 

prendre exactement la place de l'oxygène. 

L'hémoglobine ayant une affinité trente fois supérieure pour CO que 

pour l'oxygène le transport de celui-ci est bloqué. Le monoxyde de carbone 

est donc un composé toxique. 

Par contre le dioxyde de carbone CO* ne forme pas de liaison avec le 

fer, mais avec des fonctions basiques de la partie protéique de la molécule^ 

Quand l'ion ferreux est oxydé en ion ferrique l'hémoglobine se trans­

forme en méthémoglobine qui ne peut plus fixer l'oxygène. Les agents méthé-

moglobinisants sont donc également des composés toxiques. Les sixièmes li-

gandes possibles pour la méthémoglobine sont en général OH* et H 90 

2°) - Stryçture^des^chatnes^og^gegti.digues 

Struatwe primaire 

L'hémoglobine Aj se compose de quatre chaînes identiques deux 

I daux, les chaînes * et les chaînes S. 

La <.,iaîne a comprend 141 acides aminés^ ;, la chaîne 3 en com­

prend 146 ( 3). 

Jrruc?rur« 39ccndair9 

Les chaînes de l'hémoglobine sont constituées de 13 segments 

articulés entre eux. Huit segment? ont une structure hélicoïdale du 

type hélice i (Fig. 3), chaque tour d'hélice comprenant 3,5 résidus 
I l iq\ 

d'acides aminés (-N-C-Ç-)v ' . Le nombre d'acides aminés varie de 7 



pour l'hélice C à 26 pour l'hélice H* '. Le nombre d'acides aminés 

entrant dans la structure hélicoïdale représente 75 pour cent du nom­

bre total d'acides aminés. 

Les acides aminés constituant les autres segments se trouvent 

sous forme non hélicoïdale et servent à relier les huit segments hé­

licoïdaux entre eux. 

L'articulation due aux segments interhélicoïdaux permet le re­

pliement de la structure. 

L'ensemble forme alors une structure globulaire qui présente 

près de sa surface une cavité dans laquelle la molécule d'hème est 

enfouie. 

Cette cavité porte le nom de poche de Thème. La région interne 

est principalement occupée par des acides aminés I caractère hydro­

phobe, ces acides aminés échang*-* entre eux de nombreuses liaisons 

de Van der Waal s, qui sont responsables de la cohésion de la molécule. 

Comme on l'a déjà dit, l'importance de la molécule d'hémoglobine 

est en rapport avec son aptitude au transport de l'oxygène. Pour cela 

il faut que le fer possède le degré d'oxydation II, il serait donc 

possible de penser que seul Thème intervient dans cette fonction. 

Cependant de nombreuses protéines néminiques telle que le cata-

lase sont impropres â jouer ce rôle et il est apparu que la stabili­

té du complexe hème-poche de Thème avait une importance primordiale 

en maintenant le fer à l'état ferreux. 

Cette stabilité est assurée par une soixantaine de liaisons de 

Van der Waal ŝ  ; échangées entre Thème et les acides aminés de la 

poche de 1'heme. 
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Ces acides Minés ayant un caractère hydrophobe i l n'y a pas 

irruption d'eau dans la poche et par conséquent pas d'oxydation du fsr 

ferreux. 

I l faut remarquer qu'en absence d'hène, la g1obi ne n'a pas la 

même structure ter t ia i re . 

Structure ztuztemaire 

L'étude du mécanisme de fixation de l'oxygène a conduit â consi­

dérer la molécule d'hémoglobine comme un tétramers (complexe allosté-

rique)' ' . La molécule d'hémoglotine contient 574 acides aminés et 

quatre hemes, sa masse molaire est de 64450. L'ensemble forme un sphé­

roïde dont une bonne représentation a été donnée par Oickerson et 

G e i s s ( 1 3 ) (Fig. 4 ) ; 

Les poches de Thème se localisent près de la surface externe 

de la sphère, les poches a- 3, et a, 3-> sont particulièrement voisines. 

Les chaînes créent entre elles des liaisons de 

type hydrophobe. I l existe deux types de liaisons, celles â hemes voi­

sins (otj'32 et a 2 3j) et celles â hemes lointains (c^ 3? et * j 3^). 

Notons qu'entre les chaînes d'un même type i l existe peu de liaisons 

Celles-ci seraient de type pont sal in (3 contacts i , a - , 2 contacts 

~*VT 41 'jfiyi^if ZP * 7 - f * » •••*•*•"-^V»/*^"* ->» 3-i'.» "-?-? Z^£ •*>'*'*& ? 
* » c • 

La théorie du complexe allostêrique de Monod et al. définit deux 

formes dans la structure de l'hémoglobine : 

- la forme â faible affinité pour les ligandes (structure "; dont la 

structure quaternaire est celle de la déoxyhémoglooine 

- la forme i forte affinité pour les ligandes (structure R) dont la 

structure quaternaire est celle de Toxyhémoglobine. 



Un équilibre entre les deux structures quaternaires R et T est 

possible, il dépend de la structure tertiaire des sous unités, struc­

ture qui est régie par le déplacement de l'atome de fer hors du plan 

des noyaux pyrroliques. 

Dans le cas de 1'oxyhémoglobine qui a une configuration a spin 

faible, le fer est dans le plan des atomes d'azotes:dans le cas de la 

déoxyhémoglobine qui a une configuration i spin fort, le fer est au-

dessus de ce plan (0.7SA). 

Comme nous l'avons déji indiqué la méthémoglobine a d^ux ligandes 

possibles OH' et hy). 

Quand OH" est lié au fer (hydroxyméthémoglobine) celui-ci a une 

configuration i spin faible et se trouve dans le plan des azotes. 

Dans le cas de H-0 le fer a la configuration i spin fort et il 

se trouve localisé i 0,4Â hors du plan. Cette position intermediaire 

entre 0 et 0,75A hors du plan, permet I T'aquométhémoglobine de pren­

dre soit la structure de la déoxyhémoglobine (T) scit celle de l'oxy-

hémoglobine (R). 

La constante K de l'équilibre R^T déo-oît Quand le ?H aug­

mente et ceci pour deux raisons. 

La première est qu'aux pH élevés la concentration d'aquométhémo­

globine est inférieur a celle d'iydroxyméthémoglobine, celle-ci ayant 

une configuration â spin faible favorise la structure 3, Ta deuxième 

vient du fait que les liaisons par pont salin qui utilisent la forme 7 

deviennent faibles i ces némes pH. 

L'existence des équilibres entre les deux formes (S et 7} et les 

configurations (spin faible, spin fort) explique la variation du spec­

tre de la méthémoglobine en fonction du pH }ui est uontr* par 'es 

figures 5, 6; la figure 7 rend compte de l'influence de la présence 

de formiate sur ces fuemes spectres. Cette influence est noindr* oar 
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rapport à celle du pH. Le spectre de 1'oxyhémoglobine est par contre 

indépendant du pH ou de la présence de formiate (Fig. 9 et 10) 

3°) - Çonvention_d^éçriture 

Dans la suite de ce texte la déoxyhémoglobine forme ne contenant pas 

de sixième ligande sera symbolisée par HbFe , 1'oxyhémoglobine dont le 

ligande est l'oxygène sera symbolisée par HbFe 0- et la méthémogiobine dans 

laquelle le fer de Thème est â l'état ferrique, par HbFe . Les concentra­

tions seront exprimées en mole de monomère (hème + globine) considérant par 

là que chaque hème est un site actif indépendant des trois autres. 

B. Modes de préparation des solutions d'oxyhémogiobine et de méthémogiobine 

L'essentiel de ces expériences a été réalisée avec de l'hémoglobine 

humaine dont le mode de préparation est donné ci-dessous. 

La caractérisation des protéines est faite par leurs spectres d'ab­

sorption, leur concentration est calculée â la fois â partir du spectre 

d'absorption de la protéine et par la méthode de Drabkin^ " K 

Cette méthode consiste â transformer les différentes formes de l'hé­

moglobine (HbFe , HbFe 0 2 . HbFe ) en cyanméthémoglobine/ forme dont le 

spectre est indépendant du pH. Cette transformation est faite par adjonction 

d'une solution contenant du KCN et du K 3Fe(CN) 6 (KCN * 8xld
4M, K 3Fe(CN) 6 * 

6x10 M) i une partie de solution de protéine. 

La mesure de l'absorption de la solution se fait â 540nm/longueur 

d'onde du maximum d'absorption du spectre 

s 540 H b F e I I I ( C N ) * 1 1 0 0 ° M * l c m " l ( 1 7 î 



9 

_°) - Pr§B§r£tign_de_Voxy^én»globine 

L'hémoglobine utilisée éta i t de l'hémoglobine humaine A. isolée dans 

le laboratoire de biochimie du Pr. J . Rosa (Hôpital Henri Mondor, Crétei l ) . 

L'c<yhémoglobine est séparée en util isant la méthode de Drabkin^ ' . 

La première étape de cette méthode consiste à extraire les globules rouges du 

sang humain. Cette séparation s'opère par centrifugation I 3000 tours/on 

mélange sang-sérum physiologique (NaCl 9to),les globules blancs, restant dans 

le sérum physiologique surnageant sont facilement éliminés 

Les oxyhémoglobi nés sont extraites des globules rouges par dialyse dans 

de l'eau permutée pendant 1 heure. Sous l 'ef fet osmotique, l'eau pénètre 

la membrane cellulaire, provoque son éclatement avec la mise en solution des 

oxyhémoglobi nés. 

Après une ultracentrifugation â 18000 tours/mn 1 e surnageant contenant 

les oxyhémoblogines (A., A2, etc) en solution est séparé du culot globulaire. 

La séparation des différentes oxyhémoglobines s'opère par chromatogra-

phie sur résine DEAE Séphadex A50 équilibrée â un pK de 8,4. 

Les oxyhémoglobi nés en solution (pH 8,4) sont fixées sur la résine 

puis éluées â l'aide d'une solution tampon â un pH de 7,85. Lors du passa­

ge de cette solution dans la colonne i l se crée un gradient de pH. 

Les oxyhémoglobi nés ayant un pH d'éîution différent, sont recueillies 

séparément par un collecteur tournant (6 prélèvements/heure) 

pH de sortie des différentes hémoglobines 

HbFe H 0 2 A2 pH » 8,1 

HbFe I !Û 2 Ax pH » 7,85 

La solution d'oxyhémoglobi ne est alors concentrée sous vide elle est 

ensuite congelée ce qui permet de la conserver pendant des mois sans qu'elle 

ne subisse d'altération. 
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2°) - ?rffiâC2îi2D-ËS-lê-!DÇÎÎÎ§!!!29l2Éi2Ç 

L'oxyhémoglobine A., seule utilisée est oxydée en méthémoglobine par 

addition de ferricyanure de potassium en excès. La solution (25cc) est en­

suite filtrée sur gel (résine sephadex G25, pH * 6,2) pour éliminer le fer-

rocyanure formé et l'excès de ferricyanure. 

3.- RADIOLYSE 

Techniques expérimentales 

Deux types d'irradiation ont été utilisés : l'irradiation continue aux 

rayons gammas à l'aide d'une source de cobalt 60, ceci permet de caractériser 

des produits finaux et d'étudier des mécanismes réactionnels éventuellement 

responsable»de leur formation, et l'irradiation impulsionnelle d'électrons 

qui créequasi instantanément une forte concentration en radicaux spécifiques 

susceptibles de réagir avec le soluté. Avant d'aborder 1s description de ces 

deux techniques un bref sommaire de l'action chimique des rayonnements sera 

donné : la spécificité de l'étude fait que les effets sur l'eau et les solu­

tions aqueuses vont être exclusivement abordés. 

A. Radiolyse 

*°) ) §ffSÎ-Bni3âi!IS-Sî-H£2î!^§i!IS' ( - a s d e 1 a radiolyse gamma 

L'absorption de l'énergie d'un rayonnement ionisant par l'eau se fait 

pour la plupart par l'intermédiaire des électrons Compton. 

Chaque électron peut être assimilé à un champ électrostatique mobile 

qui selon la distance d'interaction avec les molécules d'eau, les ionise 

ou les excite 
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,H 20
+ + ê 

H20 
ê, Y H,0 

dans les temps de l'ordre de 10* s. 

Le H-O*, acide très fort, réagit avec l'eau suivant la réaction 

H 2 0
+ + H 20 -> H 30* + OH" 

Cette réaction est complèce 10 s après le passage du rayonnement. 

L'électron cédant son énergie au milieu par une série d'excitations et 
-12 

d'ionisations se thermalise. Finalement dans un temps de l'ordre de 10 s 

i l se solvate (iaq) en orientant les molécules d'eau dans son champ. 

Le H-0" se désexcite suivant deux processus principaux, soit par rup­

ture homolytique, d'une liaison OH soit par choc avec les molécules du milieu. 

-12 -10 secondes après le passage du rayonnement i l y a dans le milieu des 

zones hétérogènes qui contiennent de grandes concentrations en radicaux H, 

OH et éaq. 

A l ' intérieur des zones hétérogènes les réactions suivantes ont lieu 

entre les différentes espèces ces réactions étant favorisées par la local i ­

sation des radicaux en compétition avec leur diffusion hors de ces zones : 

H + H — » H 2 7,5 x 1 0 1 0 M"1 s " 1 ( 1 9 ) 

OH + OH — — H 20 2 4 x 109 M"1 s " 1 ( 2 0 ) 

éaq • éaq 2 M _ H, + 2CH" 5,8 x 109 M"1 s " 1 ( 2 1 ) 

H + OH — H20 2 x 10 1 0 M"1 s " 1 ( 2 2 ) 

eaq + OH — OH" 3 x 10 1 0 M"1

 s " l ( 2 3 ) 

H * âaq %L OH" + H, 2,5 x 1 0 1 0 M"1 s " 1 ( 2 4 ) 

§aq • H 3 0
+ — H + H20 1,5 x 1 0 1 0 M"1 s " l ( 2 5 ) 

Les valeurs des constantes de vitesses bimoléculaires sont données 

après les réactions. 
-9 

A 10 s après le passage du rayonnement, les espèces H, OH, eaq, H 2 ,H 2 0 2 

résiduelles se trouvent réparties de manière homogène 
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dans la solution aqueuse où elles réagissent entre elles ou avec les solutés 

présents. Dans le cas de la radiolyse puisée l'évolution de ces réactions 

peut être suivi en fonction du temps. Dans le cas de la radiolyse continue 

un état stationnaire s 'établ i t pendant la durée de l ' i r radiat ion conduisant 

à une accumulation des produits de ces réactions. 

2°) " *£ÎÎ2D-*5-52liéî§5 

Quand un soluté est présent les espèces primaires (eaq, H, OH) peuvent 

réagir directement avec lui. 

Dans les expériences de radiolyse puisée qui seront décrites plus loin, 

compte tenu des doses déposées ( 20 icrad). la concentration des espèces pri-

-4 
maires produites est d'environ 10 M. 

Donc une concentration de 10 M d'un soluté qui réagit avec les radi­

caux avec une constante de 10 Tl" S consomme tous les radicaux aux dépens 

des autres réactions possibles. 

Certaines réactions avec les solutés peuvent être favorisées en choi­

sissant les concentrations de ces derniers,et en particulier les réactions 

suivantes : 

a. M a H 2 P 0 r M - 5 x 10'2M, Na C00H » 0,16M pH » 7,3 milieu désaéré 

1. èaq + H 2P0j H • HPoJ* 2,2 x 10 7 M" 1 s " 1 ( 2 6 ) 

2. H + HC00" — - Hz + CO2 5 x 10 8 M" 1 s " 1 ( 2 7 J 

3. OH + HC00" — H 2 + CO2 2 x 10 9 M" 1 s " 1 ( 2 8 ) 

4. C00% C00" — (C00")2 1,5 x 109 M*1

 s " 1 ( 2 9 ) 

b. Nahyo,,, H 20 » 5 x 10'
2M ; NaCOOH » 0.16M, pH « 7,3 solution aérée 

ou oxygénée 

Réactions (1) (2) (3) (4) auxquelles il faut ajouter 

1 
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( 5 ) êaq • 0 2 — 0- 2,2 x 10 1 0 M"1 s ' 1 ™ ™ 

(6) COg + 0 2 0 2 + C0 2 2,4 x 10 9 M" 1 s * 1 ( 3 2 ) 

(7) H0 2 + 0 £ — * 0 2 + H02* 8,5 x 10 7 M' 1

 s "
1 ( 3 3 ) 

c. NaH 2PO r H,0 » 5 x 10~
CM ; ifaCOOH * 0,16M, pH * 7,8 N ;0 ̂  10~

2M 

Réactions (1) (2) (3) (4) et 

(8) êaq + N 20 - ^ OH" • 0H'+ N 2 8 x 10 9 M' 1 s " 1 ( 3 4 ) . 

Les réactions avec les solutés HbFe et HbFe 0 2 seront envisagées 

dans la partie expérimentale. 

3. Les techniques d'irradiation 

T ) - 9ispositif_ut|lisé_en-radio^se_gu2sée 

Ce dispositif comprend un générateur d'électrons, et un dispositif 

d'analyse par spectrophotométrie. 

Générateur d'êleazrons 

L'appareil utilisé est un canon â électrons (Febetron 707) dont 

le principe est le suivant : quand une forte tensicn est appliquée mo­

mentanément sur une cathode, par effet de champ, des électrons sont 

émis sous la forme d'une impulsion. 

Dans le cas du Febetron la tension est fournie par la décharge 

en série de 80 modules chargés en parallèle sous 35000 volts chargeant 

ainsi la cathode i une tension de 2MV. 

Les électrons émis sont focalisés par une lentille magnétique, la 

durée de l'impulsion â la sortie du canon est d'environ 100nsv ' . Les 

électrons présentent alors un large spectre en énergie (Fig. 11). 

Afin de réduire celui-ci les électrons de 1,7 â l,9MeV sont dé­

viés à 90° par un champ magnétiquê  '. I l en résulte une diminution 

de la durée de l'impulsion ainsi que le montre 1a figure 12 (16ns â la 



14 

base, 8ns à mi-hauteur). 

Ces électrons traversent alors la cellule d'irradiation. Les 

événements qui se produisent dans la solution sont étudiés par spec-

trophotométrie d'absorption à l'aide du dispositif d'analyse. 

Dispositif d'analyse 

Il comprend une source intense de lumière continue, un monochro-

mateur, un pnotomultiplicateur et un oscilloscope. 

La lumière d'analyse provient d'une lampe à xénon (XBO 450) 

émettant un continuum de lumière dans la gamme des longueurs d'onde de 

200 i ISOOnm. Pour les mesures effectuées entre 10ns et lOOus le flux 

lumineux émis peut être augmenté d'un facteur 20 à 100 selon la lon­

gueur d'onde et ce d'une façon constante pendant lOOus ,,'Fig. 13) en 

appliquant une tension surélevée aux bornes de la lampe. Le faisceau 

lumineux sortant de la cellule d'irradiation est orienté h l'aide de 

miroirs vers le dispositif de mesure Fig. 14. 

Le monochromateur à prisme Zeiss H4QIII permet de travailler entre 

220 et 750nm. L'incertitude maximale sur les longueurs d'onde était 

de lOnm. 

A la sortie du monochromateur ie signal lumi leux est transformé en 

signal électrique par un photomultiplicateur Hamamatsu R446 à neuf 

étages d'amplification dont six seulement sont utilisés. Le câblage 

permet au pnotomultiplicateur de recevoir de fortes intensités lumi­

neuses (3-4mAp ' pendant des temps de 2ms soit la durée totale de 

la surtension de la lampe. 

Le signal électrique du photoMultiplicateur est envoyé sur un 

oscilloscope, Tektronix (type 435 ou 454).dont les temps de montée 



sont respectivement 1 et 2ns. Une caméra Steinheil M3 permet d'enre­

gistrer les oscillogram*** sur film polaroid 3200 ASA. La figure 14 

montre un oscillogram** type obtenu/lo et I représentent l'intensité 

de la lumière à la sortie de la cellule d'irradiation, lo étant celle 

avant l'impulsion, I étant celle après l'impulsion. La différence en­

tre I et lo rend compte du fait qu'une espèce transitoire a été formée 

celle ci absorbant plus que la solution initiale. 

La mesure de la densité optique DO = logip à différentes longueurs 

d'onde e* i un temps donné après le passage de l'impulsion permet de 

tracer le spectre d'absorption de cette espèce transitoire. 

L'étude de la variation de la densité optique en fonction du temps 

i une longueur d'onde donnée, permet de déterminer l'ordre et la cons­

tante de vitesse de la réaction ayant lieu. Oans cette étude pratique­

ment tous les spectres enregistrés sont différentiels c'est-à-dire que 

ce sont des spectres relatifs qui ne traduisent que l'écart entre le 

spectre initial et le i ^ t r e final (Fig. 15). 

La connaissance de la dose (énergie déposée dans la solution par 

l'impulsion d'électrons) se fait i l'aide d'une mesure de l'énergie 

totale déposée dans le bloc cible, cette énergie collectée dans un 

système de condensateurs donne une différence de potentiel qui est 

mesurée aux bornes du système après le passage de Timpulsion. La 

corrélation entre cette mesure et la dose déposée ians îa cellule 

d'irradiation a été faite â l'aide d'un dosimétre chimique. Dans notre 

cas l'absorptior de l'électron hydrate dans l'eau trisdistillee était 

utilisée, la longueur d'onde était 720nnr ' maximum d absorption du 

spectre de l'électron ,.ydraté (G»3, s » 175O0rfls"1 i 30ns). La 

correspondance trouvée est 106 krads/volt. 
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2°) ~ tS-Ël§K§i£if-?0.Cî£i2lv.§§-9a.!S5* 

Le dispositif d'irradiation de 6ÛC0 comprend la source mobile qui dans 

la position d'irradiation,est entourêed'une série de trous où peuvent être 

positionnés les échantillons, le débit de dose varie suivant leur localisa­

tion par rapport à la source. 

La dosimetric de chaque position est effectuée â 1'aide du dosimëtre 

de Fricke^ ' pour lequel en milieu aéré 6(Fe ) * 15,6 où Gx rendement de 

l'espèce x, représente le nombre d'espèces x apparues pour 100 eV absorbés. 

La concentration en ions ferriques apparus est dosée spectrophotome trique-

ment (Amax * 304nm, e304 = 2197M"1»"1 â 25°C). La loi de Beer Lambert 

(DO » e.c.l), est respectée jusqu'à [Fe 3 +] » 10"2M. 

3°) - Certaines expériences notamment en radiolyse puisée nécessitent 

que les solutions soient saturées en un gaz donné ''argon, oxygène, ou pro-

toxyde d'azote). Pour cela nous avons utilisé l'appareillage montré sur la 

figure 16. Ce système permet de saturer les solutions en un gaz désiré puis 

d'entretenir au-dessus de la solution une atmosphère de ce même gaz afin 

que les solutions restent toujours saturées et surtout d'éviter que la solu­

tion ne se dégrade. En effet les molécules de protéines possèdent des parties 

hydrophobes et hydrophiles, des bulles se forment à la surface de la solution. 

Quand elles éclatent, il se forme â l'interface de la solution un dépôt de 

protéine qui ne se redissout pas. 

Si le gaz traverse la solution pendant très longtemps, la concentra­

tion en protéine varie continuellement,par exemple au cours d'une journée 

de manipulation, ce qui fausse les résultats. 
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4 . - RESULTATS EXPERIMENTAUX ET INTERPRETATIONS 

A. Etude en radio!yse puisée 

Le but de ce travail déjà précisé dans l'introduction, est l'étude de 

la réactivité de Ol vis-à-vis de Jeux protéines, la méthémoglobine et l'oxy-

hémoglobine. 

Le mode de préparation radio!ytique de OZ a été décrit au chapitre 

précédent (cf. chap. 3.2) . 

L'électron hydraté transfère sa charge directement à 1'oxygène alors 

que les radicaux hydroxy! es et 1s atomes d'hydrogène réagissent sur l ' ion for-

miate pour former l ' ion moléculaire COl qui à son tour réagit sur l'oxygène 

pour former OZ. Ces divers radicaux se produisent en des temps qui dépen­

dent des concentrations relatives des espèces mises en présence; c'est pour­

quoi i l est apparu nécessaire d'étudier leur réactivité vis-à-vis de la mé­

thémoglobine. Les effets chimiques de COl, êaq et OZ ont été successivement 

étudiés. 

Les réactions éventuelles de OH et H avec les protéines ne sont pas à 

envisager dans ce travail du fa i t de la forte concentration en formiate u t i ­

lisée^,16M) 

l 9 ) " ICn^l§Sl22l-ËS_§2lyîi2D5.§9!iSy§SS-£20îSDâDî-ËS-Iâ-l!!êît3É!ïl29l25iQ? 

2 - Réduction de la riéthérnoglcbine par CC~ 

Lorsque la solution de méthémoglobine est préalablement saturée 

en protoxyde d'azote N 20, la seule espèce créée en quelques nanose­

condes est le radical COl. 

La figure 17 montre le spectre différentiel par rapport â HbFe 
-5 

obtenu pour une solution contenant 4,94 x 10 N en méthémoglobine 

pH « 7,8 Irradiée à une dose de 30krad (espèce n J 1) , 50 nanosecondes 

après le début de l'impulsion. 
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Dans la région de longueurs d'onde explorée ce spectre ne présente 

pas de points isosbestiques avec la méthèmoglobine. 

Cette absorption "initiale" évolue ensuite jusqu'à une valeur 

palier atteinte après 2,5ms : on obtient alors l'espèce n° II indiquée 

sur la figure 18. Ce spectre qui présente un maximum d'absorption à 

560nm et des pointsisosiestiques avec la méthèmoglobine à 515 et 605nm 

possède donc des similitudes avec le spectre de la déoxyhémoglobine. 

Dans les conditions de l'expérience les temps de vie des espèces 

primaires iaq, OH, H sont respectivement 4,2 et 9ns;c'est la raison 

pour laquelle l'espèce correspondant au spectre n°I ne peut être due 

qu'à une réaction de C0~ avec la protéine. 

L'évolution ultérieure du spectre I vers le spectre II suggère que 

cette réaction n'est pas une réaction directe de CO" avec le fer de 

1'heme mais correspond plutôt â une fixation de COl sur la globine. 

Cet effet serait alors comparable à ce que l'on observe lors de la 

fixation de CO- par la déoxyhémoglobine, le CO- ne se lie pas avec le 

fer mais â des fonctions basiques de la partie protéique de la molécule. 

On peut estimer d'après le temps d'apparition la constante de vitesse 

k de la réaction COg + HbFe111 k l » C0̂  - HbFe111 â 2 x 10 1 1 M ' V 1 . 

L'obtention du spectre n3 II,qui s'effectue selon une cinétique 

du premier ordre, k ^ 2 x 10 s" , pourrait correspondre à un transfert 

de charge le long de la globine jusqu'au fer de l'hème. Cette réaction 

a été envisagée par Shaffer-man**1' et Simic' ' I propos de la réduc­

tion de cytochrome C par les radicaux H*. 

b. Réduction var l'élsatvon hudraté 

Au cours de la radiolyse de solutions désaérées (argon) de formiate 

seules les espèces COl et iaq sont créées dans le temps de l'impulsion. 

L'étude préalable de la réactivité de COl vis-â-vis de la méthèmoglobine 
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permet maintenant ^'envisager celle de la réduction produite par 1'êaq 

(étude cinétique et spectrale). 

Etude cinétique : mesure de la constante de vitesse de la réaction 

de iaq avec la méthemoglobine. 

Cette mesure est effectuée â 720nm où seul l'électron hydraté 

absorbe dans des solutions contenant des concentrations différentes 

mais faibles de méthemoglobine. 

Les doses déposées dans la solution ont été choisies faibles (quel­

ques krads) afin de diminuer l'effet des réactions de recombinaison 

de type biradicalaire telles que (eaq + êaq H 2 + 20H ). 

Sous ces conditions les réactions qui interviennent dans le méca­

nisme de disparition de l'électron sont : 

Saq + H 2 POj — HPOJ" + H 

et êaq + H + — H 

La figure 19 donne la variation de la valeur de la constante de 

vitesse de disparition de Saq en fonction de la concentration en HbFe 

La constante cinétique a été trouvée du pseudo premier ordre. 

La pente de la droite k » f(HbFé ) permet de calculer la cons­

tante de vitesse de la réaction êaq •• HbFe 

k (éaq + HbFe 1 1 1) » (1,2 ± 0,2) l û ^ W 1 

(431 (44) Cette valeur est en accord avec celle de Clément1 ; et II anv '. 

Stude spectrale : observations expérimentales 

La figure 20 représente les spectres obtenus 10, 500 et 4500us 

après 1'impulsion dans une solution aérée contenant 4,7x10" M de HbFe 

irradiée â 20krad. 

Le temps de lOus a été choisi pour ne pas être gêné par l'absorp­

tion due â l'électron hydraté dont le temps de demi vie est de 1'ordre 
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de quelques aicrosecondes. Les autres teaps correspondent à des paliers 

dans l'évolution teaporelle. Ce spectre ayant son naxiaua d'absorption 

à 560na présente des siailitudes avec celui de la déoxyhéaoglobine. 

Ou fait de la faible contribution spectrale due à l'action de CO. 

(figure 18) pour une concentration de ce réducteur double de celle aise 

en oeuvre pour ces expériences (G(C0l)*G(OH)+€(H) 2t 3) il apparaît 

que le spectre de la figure 20 rend coopte pour 94? de la réaction 

êaq • Hbfe 1 1 1. 

L'évolution ultérieure aboutit en 500us i un spectre IV (Fig. 20) 

spectre qui est tout i fait coaparable (aeae aaxiaua, «êae points isos-

bestiques avec HbFe ) i celui obtenu lors de 1'étude de la réaction 

COl • HbFe (Fig. 13) ,â la différence d'absorption prés et ce pour 

les aéaes conditions d'irradiation. 

On aurait pu s'attendre i ce que cette espèce IV n'évolue pas en 

fonction du teaps, or elle subit une évolution lente qui se poursuit 

4,5as après l'iapulsion (V). 

Ztuâa 3V«a~raie: identification its sçectits 

Le spectre III (figure 20) reflète la réaction de réduction de la 

méthémoglobine pour donner de la méthémoglobine réduite ; sa forme 

et la longueur d'onde de son maximal d'absorption présentent des simi­

litudes avec ceux du spectre de la dëoxyhémoglobine. 

Il en est de même pour le spectre IV dont le maximum a'absorption 

se situe aussi â 560nm. Ces résultats conduisent a penser que ces deux 

spectres correspondent aux deux formes de la déoxyhémoglobine comme 

cela a été suggéré par Raapv ' lors d'une étude en r3diolyse puisée 

de même système mais I un pH différent. 

La transition entre les espèces correspondant aux spectres ÎII et 

IV rendait alors compte du passage de la forme la moins stable (3) i 
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la fame la plus stable (T) de la déoxyhémoglobine (cf paragraphe 

précédent). Cette transition s'effectue selon une cinétique du premier 
a - i ordre avec une constante de vitesse k « (1,5 t 0,5)10 s . 

L'évolution spectrale suivante observée entre 500us et 4,5ms 

peut être expliquée par une réorganisation de la structure tertiaire 

de la protéine i U suite du changement de conformation R —» T 

En conclusion de ces deux études sur la réactivité de COI et êaq 

d'après les résultats auxquels on peut aboutir, il apparatt : 

• que la variation d'absorption dans la région 500~600nm est essen­

tiellement due i la réduction de HbFe111 par l'électron hydraté. 

- qu'il n'est pas nécessaire de supposer un transfert intramolé-

culaire dans le cas de la réaction avec l'électron hydraté mais plu­

tôt qu'une réduction directe du site actif a lieu pour donner la forme 

instable de la déoxyhémoglobine qui par suite prend sa forme stable 

après réorganisation de la structure tertiaire en plusieurs millise­

condes. La connaissance et l'interprétation des effets observés per­

met maintenant d'aborder 1'étude de la réactivité possible de 1'ion 

supèroxyde (0l) 

?. Etude de la viasz-'-;iz4 de l'ion sucercxuàe ?~ 

La formation de l'ion supèroxyde peut être obtenue comme précé-
-4 demment indiqué, soit en solution aérée ([CL] » 2,3 x 10 M) soit 

oxygénée ([02J « 1,3 x 10"3M) 

?.43U.iïzC3 ?Lz&iu3 ions ',23 3cluTÙ;n3 zév4i3 je ré~kér".C'?*.:b->.s 

La figure 21 représente les spectres correspondant aux espèces 

formées 10us,300us et 3mn après l'impulsion. 
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Ces temps ont été choisis à partir des changements d'absorption 

observé H = 430nnr '* ' là où les coefficients d'extinction molaire 

sont les plus élevés. Une autre longueur d'onde aurait aussi bien pu 

être choisie. 

Dans les temps inférieurs à la dizaine de microsecondes, i l y a 

un accroissement de l'absorption suivie d'une décroissance de celle-ci 

qui aboutit en 800us à un palier dont la durée est d'environ 3s. Ce 

palier se termine par une augmentation de l'absorption qui se pour­

suit jusque 8mnaprès l'impulsion. 

Identification des sveatres 71 et VII 

Le spectre VI est du même type que celui obtenu lors de la réduc­

tion de HbFe par êaq (spectre I I I Fig. 19) ainsi que cela apparaît 

sur la figure 22 où les deux spectres ont été normalisés à partir de i 

1'absorption i \ max * 560nm. 

Le spectre VII de la figure 21 possède deux bandes d'absorption 

centrées h 540 et 575nm et deux points isosbestiques avec la méthémo-

globine. 

Ces caractéristiques permettent d'attribuer ce spectre i l'oxy-

hémoblogine (Fig. 9). I l est i noter que la bande 560nm de la déoxy 

hémoglobine et celle i 575nm de 1'oxyhémoglobine ont le même coeffi­

cient d'extinction molaire alors que le rapport des densités optiques 

dans le cas des spectres VI et VII est d'environ 2. 

Les espèces eaq et COZ participent aux mécanismes d'apparition 

du spectre VI mais i l n'est pas exclu que 0^ y participe aussi. 

Afin de préciser la contribution de l'ion superoxyde dans ce méca­

nisme, une enzyme, la superoxyde dismutase (SOD) a été ajoutée aux 

solutions. 
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En effet les SOD sont des métalloprotéines qui ont la propriété de ca­

talyser la réaction de dismutation des ions superoxydes^ ' suivant 

le mécanisme. 

SOD + O2 — SOD + 0 2 

SOD" + Og - ^ £ - SOD + H 2 0 2 

de telle sorte que l'on puisse écrire 

O! + ol ^r 0, + H,0, k » 1,4 x 10 9 M" 1 s'1 

2 2 2H+ 2 2 2 

i . Solution contenant de la 30D 

La concentration de SOD uti l isée était de 2 x ÎO" 8?* afin qu'elle 

n'intervienne dans le mécanisme que pour catalyser la dismutation de 

La figure 23 montre qu'aucun effet dû â l'addition de S00 n'est 

décelable sur l ' intensité des spectres VI et V I I . Ce résu'tat peut 

être expliqué de deux manières différentes. 

Ou bien OZ ne réagit pas avec la méthémoglobine où la réaction 

de OZ avec HbFe est plus rapide que sa réaction avec la SOD. 

L'hypothèse d'une te l le réaction supposerait une constante de v i -
12 -1 -1 tesse > 10 M s afin de pouvoir entrer en compétition avec la 

réaction de dismutation de OZ. Cette valeur de constante de vitesse 

semble peu vraisemblable. 
-4 Ainsi dans les conditions de la radiolyse puisée ((Q2)Q = 10 M̂  

la réaction de OZ avec la protéine ne peut donc entrer en compétition 

avec la réaction de dismutation OZ + HO? réaction de disparition 

de OZ la plus probable â ce pH. 
T T T 

Afin de voir si la réaction §3q + HbFe'*' est prépondérante dans 

le mécanisme d'apparition des spectres VI et VII, cette réaction sera 

défavorisée par la présence d'un accepteur d'électron hydraté en 

Toccurence l'oxygène. 
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.;. Solution saturée en oxygène 

La figure 24 rend compte de 1'influence sur le spectre VI de la 

variation de la concentration en oxygène dans les solutions. Il appa­

raît que l'intensité du spectre de l'espèce VI diminue d'un facteur 

2,1 quand la concentration en oxygène augmente. 

Ce rapport est différent de celui de 3,8, rapport des pourcentages 

théoriques d'électrons qui disparaissent par la réaction êaq • HbFe**1 

Ce calcul grossier tient compte des concentrations (êaq) , (0~)o,(HbFe } 

(H+) , ( " V ^ o e t d e s c o n s t a n t e s d e vitesse des réactions de dispari­

tion de l'électron. 

La réaction êaq + HbFe n'est alors pas la réaction prépondérante 

â l'apparition du spectre VI. On pouvait s'en douter connaissant la 

réactivité de COl avec cette protéine. 

L'apparition du spectre VI est donc due à une compétition entre 

les réactions de COl et eaq avec HbFe . 

La figure 25 rend compte de l'influence de la concentration en 0 2 

sur le spectre VII. Celui-ci diminue comme le spectre VI dans un rapport 

2. 

Cela suppose que la transition VI —^ VII correspond à l'oxygéna­

tion totale de l'espèce (VI). 

La cinétique de cette réaction aux différentes longueurs d'ondes 

étudiées (430, 540, 555 et 575nm) est du pseudo premier ordre. 

k'* k(02) » 6,3 x 103 s"1 

Il apparaît ainsi, compte tenu du temps nécessaire pour que la 

transition forme R — forme T se produise, que c'est la forme T qui 

s'oxygène lors de l'irradiation des solutions aérées de méthémoglobine 

spectre III — - spectre IV , . 
k - 1,5 x iO* s"1 

forme R —— forme T 
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La figure 26 montre la superposition des spectres III, IV, VI et 

V U les spectres III et VI ayant été normalisés. Dans ce cas l'absorp­

tion du spectre IV à 560nm et du spectre VII â 575nm est peu différente 

Ces faits semblent confirmer que c'est bien la forme T, la plus stable, 

qui s'oxygène. 

Identification au spectre VIII 

Les mécanismes réactfonnels donnant les espèces VI et VII ayant 

été identifiés, il n'en est pas de même pour la réaction qui aboutit 

a la formation de l'espèce VIII. 

Les espèces OH et H ayant réagi avec le forraiate, l'Saq et COl 

avec la méthémoglobine en compétition avec l'oxygène, les ions supe­

roxydes s'étant dismutés en quelques centaines de microsecondes, seule 

une réaction de 1'eau oxygénée (formée par radiolyse) sur les espèces 

présentes HbFe où HbFe 0 2 peut expliquer l'apparition du spectre VIII. 

Un moyen de mettre en évidence l'éventualité d'une telle réaction 

consiste à détruire l'eau oxygénée formée dans les solutions par l'addi­

tion préalable de catalase, protéine héminique connue pour décomposer 

catalytiquement 1'eau oxygénée selon : 

2H 20 2

 c a t a 1 a s e 2H 20 + 0 2 

i. Solution zépée contenant de la catalyse 

-3 

Une faible concentration en catalase (3 x 10 M) permet la décom­

position de l'eau oxygénée sans que la catalase ne réagisse avec les 

espèces primaires. 

La figure 27 montre l'influence de la catalase sur le spectre V I I I . 

Cela confirme que la réaction qui aboutit à la formation de l'espèce VIII 

fait intervenir l'eau oxygénée. 
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Le temps de demi-vie de cette réaction étant supérieur à la Mi­

nute, il est donc possible de faire le mélange HbFe -H 20 2 et de sui­

vre spectrophotométriquement la variation d'absorption de ce mélange 

en fonction du temps afin de voir si l'espèce n° VIII est due à une 

réaction de H,0, avec HbFe 1 1 1 ou HbFe* 1 1 -0,. 
2 Z RED z 

Cette réaction est décrite dans ce chapitre bien que ce ne soit 

pas une réaction de radiolyse puisée. 

*. Etude spectrophotométrique je la réaction de Z 'ecu oxygénée 

sur ta mithémoglobine 

Deux solutions étaient mélangées, la concentration juste après 

le mélange était : HbFe 1 1 1 « 3,2 x 10"5N, H 2 0 2 = 1,2 x 10
_ 3M, pH-7,8 

A 550nm on peut observer un accroissement de l'absorption dans 

les temps ci« for. après le mélange (Fig. 28); cet accroissement aboutit 

à un palier correspondant a l'absorption du spectre IX (Fig. 29). 

Ce spectre est tout i fait comparable au spectre VIII. 

Les conditions expérimentales, voir ci-dessus, permettent d'ex­

pliquer la cinétique du pseudo premier ordre trouvée pour cette réac­

tion. 

k' » k(H202) » S . lCfV 1 

k(H202+HbFein) = ô.SM'V 1 

Cette réaction semble être une complexation de HbFe par 
III H 20 2(47) donnant (HbFe 1 1 -00H). 

Le spectre de cette espèce HbFe OCH évolue en quelques heures 

(Fig. 30) vers celui d'une autre forme connue de l'hémoglobine, 

Thémichrom© 4 8) 
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L'hémichrome est une forme irréversible de la méthémoglobine dans 

laquelle Fe échange directement une liaison avec l'histidints E, de 

la globine (Fig. 31). 

La réaction qui aboutit à la formation de l'espèce VIII est donc 

une complexation lente de la méthémoglobine par l'eau oxygénée. 

2°) - Radiolyse de solutions aérées contenant de 1'oxyhemoglobin 

L'irradiation (20krad) de solutions aqueuses 2,7 x 10" N d'oxyhémo-

globine ne conduit à aucun changement d'absorption aux longueurs d'ondes 

étudiées (430, 540, 560 et 575rm) dans les temps compris entre 10" et ls 

ainsi qu'il a déjà été signalé( 4K 5). 

Il est donc possible de conclure que les espèces ëaq, COl et Ol dis­

paraissent autrement que par leurs réactions avec la protéine. 

Un calcul permet de déterminer la valeur maximale ces constantes de 

ses des réactic 

puissent avoir lieu 

vitesses des réactions eaq, CO-, OZ avec HbF« en supposant que celles-ci 

eaq • HbFe I !02 k < 8 x l o V 1 s" 1 

Z0'z + HbFeH02 k < 4 x 10 W 1 

0'2 + HbFen02 k < 4 x l o V 1 s" 1 

Cette valeur limite est en accord avec celle trouvée par H.C Sutton^ ' 

et *'.. et C. Winterbourn et a l / 5 0 * â pH7 k(02 + HbFe111) = 4 x l û W 1 

B. Etude en radiolyse continue 

Une précédente étude a été faite en ce qui concerne la réactivité de 

0? avec la méthémoglobinê  ' mais l'eau oxygénée formée dans les solutions 

a rendu difficile l'interprétation de ces résultats. 

L'étude i une seule longueur d'onde utilisée â cette occasion demande 

à être complétée. 
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Pour cette nouvelle étude nous avons enregistré après chaque expérience 

le spectre différentiel de la solution irradiée. Le spectre différentiel 

est obtenu en plaçant sur le faisceau de référence du spectrophotometry à 

double faisceau l'échantillon non irradié. 

Compte-tenu de la vitesse de dérouleront du spectre (Znm par seconde) 

il serait possible de penser que les éléments reproduits par le spectre à 

650nm et â 450nm correspondent à des temps différents d'analyse (At=2mn). 

Or ceci n'est pas juste car en présence de catalase il n'y a pas d'effet 

prolongé (dû I l'eau oxygénée). 

Dans un premier paragraphe nous exposerons les résultats concernant 

la méthémoglobine, dans le second nous donnerons certains résultats obtenus 

dans les solutions aqueuses d'oxyhémoglobine. 

1°) - Irradiation de solution contenant de la méthémoglobine 

La figure 32 donne les spectres obtenus pour des irradiations h diffé­

rentes doses de solutions aérées de méthémoglobine contenant de la catalase. 

Le débit de dose utilisé était constant au cours de ces irradiations. 

Remarquons qu'il n'est pas possible de voir l'espèce correspondant au 

spectre VI, les mesures ne pouvant être effectuées que 3mn après U fin 

des irradiations. 

La figure 33, donne les spectres obtenus sous les mêmes conditions 

expérimentales ([HbFe ] , pH, dose) mais avec une concentration plus grande 

en oxygène dans les solutions. 

Le rapport des spectres d'oxyhémoglobine (VII) pour une même dose et 

-4 -3 

pour des concentrations en oxygène différentes (2,3 x 10 M et T.,35 x 10 M) 

est de 1,8 dans le cas de la radiolyse continue alors qu'il est de 2,1 dans 

le cas de la radiolyse puisée. 

Afin de voir si les ions superoxydes ont une contribution dans l'appa­

rition des spectres en radiolyse continue, de la S00 a été ajoutée â la 

solution. 



L'effet de la SOO est net (Fig 34):en effet mène la différence de con­

centration (4,5 x 10 N, 3,1 x 10~ N) ne peut expliquer le rapport 2,5 trouve 

entre le spectre A et le spectre C pour une mène dose absorbée. 

En radiolyse continue i l est donc possible d'envisager la réaction 

0" + HbFe dans le aécanisae de réduction de néthénoglobine. 

I l faut toutefois remarquer que l'effet de l'oxygène est plus impor­

tant en présence de S00 (rapport voisin de 3) qu'en son absence (rapport voi­

sin de 1,8) (Fig. 35). 

Ceci s'explique par le fait que dans l'apparition des spectres A et 

B i l y a une contribution de la réaction Ql + HbFe , réaction qui est 

peu sensible 1 cette variation de concentration en oxygène. Le rapport s'en 

trouve donc affecté si l'on considère qu'en présence de SOD seul la réaction de 

l'électron hydraté avec la néthénoglobine explique l'apparition des spectres C. 

Connaissant la valeur des constantes de vitesse des réactions êaq + 0 2 , 

êaq • HbFe , êaq + H2P0^ ainsi que les concentrations ( 0 2 ) Q , (HbFe ) , 

(H^POl) i l est possible de trouver le pourcentage d'électrons qui passe 

par la réaction ëaq + HbFe . Dans nos conditions experimental es 

(pH=7,8, (HbFe111) » 3,lxl0~5N H2P0j » 8xin"3M) les pourcentages sont les 

suivants : 

[0 2 > 2,8 x 10"4M 5,955 

[02J« 1,35 x 10"3M 1.35S 

Dans l'hypothèse de la seule réaction êaq+HbFe , le rapport des intensités 

des spectres C et 0 devrait être celui des pourcentages précédemment calculés. 

Oans ce calcul le rapport est de 4,4 alors que le rapport d'absorption 

est de 3. 

Il y a donc une autre réaction qui participe à l'apparition de ces 

spectres;d'après les résultats obtenus en radiolyse puisée ce doit être la 

réaction C02 • HbFe111. 
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En conclusion il a été possible par radiolyse gamma de mettre en 

évidence la réaction de 0Z avec la méthémoglobine. 

2°) - Irradiation de solution aqueuse coutenant de Toxyhémoglobine 

en présence de catalase 

Dans cette étude une seule irradiation a été faite, les résultats de 

cette expérience semble montrer qu'il y a une oxydation de 1'oxyhémoglobine 

par une des espèces produites au cours de la radiolyse de l'eau (ëaq, COl, 

0~). Ce fait a été observé au cours d'une irradiation d'oxyhémogiobine con­

centration = {2,5 x 10~ 5M). 

La réaction thermique HbFe 0- + H-O-, réaction qui gène l'interpré­

tation des résultats* ' en radiolyse continue en absence de catalase, a 

ainsi été étudiée. 

-4 
Quand de l'eau oxygénée (6x10 M) est ajoutée à des solutions d'oxyhé-

_c 

moglobine (2,5x10 N) il y a une évolution pendant 20mn du spectre de 1'oxy­

hémoglobine (Fig. 36) vers un spectre qui ressemble à celui du complexe 

HbFe -00H décrit au paragraphe précédent (IV, A, 2, d). Une évolution plus 

lente est observée entre 20 et 200mn : celle-ci correspond i l'apparition 

de l'hémichrome^51). 

La constante de vitesse de la réaction : 

H 2 0 2 + H b F e n 0 2 — * HbFe I n-0OH 

a été trouvée égale à l,5M" 1s" 1. 

Il est difficile actuellement de savoir si cette réaction passe par 

le stade de la formation de méthémoglobine 

H 2 0 2 • H b F e
H 0 2 — HbFe 1 1 1 

HbFe 1 1 1 + H 2 0 2 — - HbFe I H00H 
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CONCLUSION.-

Ce travail a permis la mise en évidence des réactions de la méthémoglo-

bine avec certains radicaux formés par radiolyse de solution contenant du 

formiate et en particulier, les réactions avec êaq, COI. Les mécanismes réac-

tionnels de ces deux espèces avec la méthomoglobine sont totalement différents 

quoique le produit final soit identique (HbFe forme R). 

En effet l'un correspond à une réduction directe du site actif pour 

donner une forme instable de la déoxyhémoglobine (forme T) (k»l,2xl0 M s ): 

4 -1 
celle-ci évolue ensuite vers la forme stable R. (k= 1,5 x 10 s ), dans l'au­
tre cas il y a fixation directe de COl sur la globine (k=2 x 10 M" s ) sui-

3 -1 
vie d'un transfert de charge le long de celle-ci (k = 2 x 10 s ) . 

Les irradiations effectuées en présence de l'enzyme superoxyde dismu-

tase tant en radiolyse gamma qu'en radiolyse puisée ont permis de montrer 

la faible réactivité de Tion superoxyde 0~ vis-à-vis de HbFe (k= 4xlOTf s" 

Les études faites en présence de catalase font apparaître que l'eau 

oxygénée réagit avec la methemoblobine pour former un complexe dont 1'évo­

lution ultérieure aboutit à une espèce proche de 1'hémichrome. 

En conclusion la faible réactivité de 0l avec HbFe et HbFe 0-

permet de dire que 1'oxyhémoglobine par son autoxydation "in vivo" joue donc 

le rôle de donneur d'ion superoxyde. 
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Figure 2 : Liaison fer de l'hème-globine. 
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Figure 4 : Représentation de la structure quaternaire 

de la deoxyhémcglobine (13) . 

A, 3, C,D,E,F, G, H structures héliceîdales 

A3, CD, EF, FG, GH segments ir.terhélisoïdaux. 
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Fiyure 23 : Influence de la SOD sur les spectres VI et VII. 
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Figure 2« : Action de l'eau oxygénée sur une solution de methémoylobine. 
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Figure 29 : Spectra correspondant au pa l i er (6 ftn * 40 mn) 
dans l ' ac t ion de l 'eau ox/gênée sur la né thème 
globir.e ( f i s . 23) . 
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Figure 30 : evolution entre 6 mn et 320 inn de l'action de H 20 sur HbFe 1 1 1. 



Figure 31 : Illustration des changements 
d'environnement du fer entre les formes 
méthémoglobine et hémichrome d'aprâs 
Rachmilewitz. (43). 
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'igure 32 : Radiolyse continu» d'une solution de méthémoglobine. 
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Figure 33 : Influence de l'augmentation de concentration 

en oxygène sur la figure 32. 
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Figure 34 : Influence de la SOD sur l'irradiation d'une 
solution aérée de méthémoglobine. (C) 
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Figure 35 j Influence de l'augmentation de concentration en oxygène sur l'Irradiation 
d'une solution de mêthêntoqloblne en présence de SOD. 
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