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

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

A. Structures de 1'hémoglobine et de ses dérivés

L'hémoglobine est formée par 1'association d'un groupement prosthétique
appelé héme et d'une globine chafne polypeptidique.

Dans la suite du texte il sera essentiellement question de 1'hémoglo-
bine humaine majoritaire, 1'hémoglobine A.

Certains résultats expérimentaux font toutefois référence 3 de 1'hémo-
giobine de boeuf (provenance : 3igma), celle-ci a été utilisée au cours de
travaux antérieurs(4)(5). Bien que 1a constitution des chafnes polypeptidi-
ques varie selon le type d'hémoglobine il existe peu de différences entre
les structures de ces hémoglobines (A1 et bovine).

Quatre structures sont définies dans les chaines polypeptidigues :
la structure primaire qui décrit 1'enchatnement des acides aminés, 13 struc-
ture secondaire qui rend compte de leur arrangement spatial, la structure
tertaire qui décrit le repliement des chafnes et enfin la structure qua -
ternaire qui se rapporte 4 1a localisation des chafnes les unes par rapoort
aux autres. La structure de 1'héme fera 1'objet du premier paragraphe et

1'étude des chafnes polypeptidiques fera 1'objet des paragraphes suivants.

L'héme est constitudede quatre noyaux pyrroligues unis entre eux par
des groupements méthényles (>C-H) fixés sur les carbones .

Les carbones 3 sont substitués au total par gquatre Jroupements méthyles
(-CH3), deux groupements vinyles (-CH:CHZ) et deux groupements oropionyles
(-CHZ-CHZ-COOH). Un ion ferreux est 1ié& aux quatre atomes d'azote des oyr-

roles formant un complexe chélate (Fig. 1).
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1.— INTRODUCTION

Depuis une vingtaine d'années les études de diochimie se sont déve-
loppées grice 3 1'utilisation de techniques nouvelles physiques et physico-
chimiques. Parmi celles-ci la radiolyse pulsée a joué un rdle important dans
1'&lucidation du mécanisme des réactions radicalaires rapides. Cette techni-
que permet de suivre 1'é&volution d'une réaction induite par ie passage d'une
impulsion de rayonnement 1iée & 1a création quasi instantanée d'une grande
concentration d'espdces radicalaires & trés courte durée de vie.

Le radical-ion superoxyde Oé impliqué dans certains mécanismes
d'oxydation biologique a &té é&tudié par cette technigue. Ces ions sont créés
"in viyo" par différents systémes biochimiques d'oxydation comme par exemple
les enzymes f1aviniques(1)(z), ainsi qu'au cours de 1'autoxydation de 1'oxyhé-

moglobine(3)

Oxyhémoglobine —e M&thémogiobine + 02
Ce dernier systdme semble donc jouer le rdTe de donneur de 05 pour
autant que ces ions ne réagissent rapidement sur 1'oxyhémoglobine ou 1a méthé-
moglobine.
Le présent travail a pour objet ]'dtude des réactions de cet ion

avec ces deux protéines.

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

Dans le groupe des hémopro:i&ines, on considére que 1'hémoglobine est
essentielle chez les animaux supérieurs 3 cause de sa propriété de transpor-
ter 1'oxygéne depris les poumons, oG la pression partielle de celui-ci est
&levée, jusqu'aux tissus ou elle est faible.

L'oxygéne intervient alors & ce niveau dans la chafne enzymatique des




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

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

A. Structures de 1'hémoglobine et de ses dérivés

L'hémoglobine est formée par 1'association d'un groupement prosthétique
appelé héme et d'une globine chaine polypeptidique.

Dans la suite du texte il sera essentiellement question de 1'hémogio-
bine humaine majoritaire, 1'hémoglobine A.

Certains résultats expérimentaux font toutefois référence i de 1'hémo-
globine de boeuf (provenance : zigma), celle-ci a &té& utilisée au cours de
travaux antérieurs(4)(5). Bien que la constitution des chafnes polypeptidi-

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

les structures de ces hémoglobines (A1 et bovine).

Quatre structures sont définies dans les chaines polypeptidiques :
la structure primaire qui décrit 1'enchafnement des acides aminés, la struc-
ture secondaire qui rend compte de leur arrangement spatial, 1a structure
tertaire qui décrit le repliement des chaines et enfin la structure gqua -
ternaire qui se rapporte & 1a localisation des chafnes les unes par rapoort
aux autres. La structure de 1'héme fera 1'objet du premier paragraphe et

1'étude des chafnes polypeptidiques fera 1'objet des paragraphes suivants.

17) - Structure de 1'héme

L'héme est constitudde quatre noyaux pyrroligues unis entre eux par
des groupements méthényles (>C-H) fixés sur les carbones 1i.

Les carbones 3 sont substitués au total par gquatre gJroupements méthyles
(-CH3), deux groupements vinyles (-CHsCHz) et deux groupements propionyles
(-CHZ-CHZ-COOH). Un ion ferreux est 1ié aux quatre atomes d'azote des Jyr-

roles formant un compiexe chélate (Fig. 1).




| &

Le fer forme aussi une liaison avec le¢ groupement imidazol de 1'his-
tidine F8 (Fig. 2). Le sixiéme ligande varie selon le dérivé considéré.

Ainsi dans le cas de 1'oxyhémoglobine ce 1igande est 1'oxygéne, une
liaison labile se forme entre 1'ion ferreux et 1'histidine E7 par 1'intcrmé-
diaire de cet oxygéne.

Dans le cas de la carboxyhémoglobine le monoxyde de carbane (CO) peut
prendre exactement 1a place de 1'oxygéne.

L'hémoglobine ayant une affinité trente fois supérieure pour CO que
pour 1'oxygéne le transport de celui-ci est bloqué. Le monoxyde de carbone
est donc un composé toxique.

Par contre le dioxyde de carbone CO2 ne forme pas de liaison avec le
fer, mais ave: des fonctions basiques de la partie protéique de la molécule(s).

Quand 1'ion ferreux est oxydé en ion ferrique 1'hémoglobine se trans-
forme en méthémoglobine qui ne peut plus fixer 1'oxygéne. Les agents méthé-
moglobinisants sont donc également des composés toxiques. Les sixiémes li-
gandes possibies pour la méthémoglobine sont en général CH™ et H20

-

2°) - Structure_des chafnes polypeptidiques

Structure primaire
L'hémoglobine A1 se compose de quatre chafnes identiques.deux
d deux, les chafnes 1 et les chafnes 3.
La vrafne o comprend 141 acides aminés(7), la chafne 3 en com-

prend 146(3)

Zemuature 3econdaine

Les chafnes de 1'hémoglobine sont constituées de 13 segments
articulés entre eux, duit segments ont une structure nélicoTdale du
type hélice x (Fig. 3), chaque %tour d'héiice comprenant 2,5 résidus

(! (9)

d'acides aminés (-N-?-q-) . Le nombre d'acides aminés varie de 7
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oour 1'hélice C 3 26 pour 1'hélice H(i0)

. Le nombre d'acides aminés
entrant dans la structure hélicoTdale représente 75 pour cent du nom-
bre total d'acides aminés.

Les acides aminés constituant les autres segnents se trouvent
sous forme non hélicoidale et servent 3 relier les huit segmeats hé-

licoTdaux entre eux.

Strmcture serrigire

L'articulatior due aux segments interhélicoTdaux permet le re-
pliement de la structure,

L'ensemble forme alors une structure gigbulaire qui présente

prés de sa surface une cavité dans laguelle la molécule d'héme est

enfouie.

Cette cavité porte le nom de poche de 1'héme. La région interne
est principalement occupée par des acides aminés 3 caractdre nydro-
phobe, ces acides aminés échang=-* entre eux de nombréuses 1iaisons
de Van der Waals, qui sont responsables de 1a cohésion de ia molécule.

Comme on 1'a déja dit, 1'importance de 13 molécule d'hémoglobine
est en rapport avec son aptitude au transport de 1'oxygéne. Pour cela

il faut que le fer possdde le degré d'oxydation [[, i1 serait donc

possible de penser que seul 1'héme intervient dans cette fonction.
Cependant de nombreuses protéines néminiques telle gque le cata-
lase sont impropres 3 jouer ce rdle et il est appary que ia stabili-
té du complexe néme-poche de 1'héme avait une importance primordiaie
en maintenant le fer & 1'état ferreux,
Cette stapilité est assurée nar une soixantaine <de liaisons de.
Van der Waals(ll> échangées entre 1'néme et les acides aminés de 1a

soche 4e ! 'héme.
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Ces acides aminés ayant un caractére hydrophooe il n'y a pas
irruption d'eau dans la poche a2t par conséquent pas d'oxydation du fer
ferreux.

I1 faut remarquer qu'en absence d'héme, 1a globine n'a pas la

méme structure tertiaire.

Structure Juctarmgire
L'étude du mécanisme de fixation de 1'oxygéne a conduit i consi-
dérer 1a molécule d'hémoglobine comme un tétramére (complexe allosté-

rique) (12)

. La molécule d'hémogliot ine contient 574 acides aminés et
quatre hémes, sa masse molaire est de 64450. L'ensemble forme un sphé-
roTde dont une bonne représentation a été donnée par Dickerson et

Geiss(13)

(Fig. 4):
Les poches de 1'héme se localisent prés de la surface externe
de la sphére, les poches a, 31 et 2 52 sont particuliérement voisines.
Les chaines créent entre elles des liaisons de
type hydrophobe. I1 existe deux types de liaisons, celles i hémes voi-
sins (al'sz et a, 31) et celles 3 hémes lointains (az 32 ot 3 31).
Notons qu'entre les chafnes d'un méme type il existepeude liaisons

Celles-ci seraient de type pontsalin {3 contacts 1 39, 2 contacts

31 32).

AP
202

L\

mTluence le 11 2onMgurzsiom sur (23 dp
La théorie du complexe 31lostérique de Monod ot al. définit deux
formes dans la structure de 1'hémoglobine :
- 1a forme 3 faible affinité pour les ligandes {structure 7} dont la
structure quaternaire est celie de ia déoxyhémogliooine
- 1a forme 3 forte affinité pour les ligandes {structure R} dont la

structure guaternaire est ceile de i'oxynhémoglobine.
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Un équiiibre entre ies deux structures Juaternaires R et 7 est
possible, i1 dépend de la structure tertiaire des sous unitds, struc-
ture qui est régie par le déplacement de 1'atome de fer hors du nlan
des noyaux pyrroliques.

Oans le cas de 1'oxyhémoglobine qui a une configuration & spin
faible, le fer est dans le plan des atomes d'azotes:dans le cas de la
déoxyhémoglobine qui 2 une configuration 3 spin fort, le fer est au-
dessus de ce plan (0,75A).

Comme nous !'avons déjd indiqué la adthémogicbine a d™x ligandes
possibles O et H,0.

Quand 04~ est 1ié au fer (hydroxyméthémoglobine) celui-ci a une
configuration 3 spin faible et se trouve dans le plan des azotes.

Dans le cz2s de uzo le fer a la configuration 1 spin fort et il
se trouve localisé & 0,41 hors du plan. Cet*e position intermédiaire
entre 0 et 0,75; hors du plan, permet i !'aquométhémogiobine de prern-
dre soit la structure de 1a déoxyhémoglobine (T} scis celie de 1'oxy-
hémoglobine (R).

La constante K de 1'&quilibre R o= 7 décroit quand le pH aug-
mente et ceci pour deux raisons,

La premiére est qu'aux pH &levés la concentration d'aquométhémo-
globine est inférieur 3 celle d'hydroxméthémoglobine, celle-ci ayant
une configuration 3 spin faible favorise la structurs 2, !a deuxidme
vient du fait que les liaisons par pont salin qui utiiisent ia ‘orme T
deviennent faibles 3 ces mémes oH.

L'existence des &quilibres entre les deux formes R et T) et les
configurations (spin faible, spin fort) expiigue !a variation du spec-
tre de 1a méthémogiobine en fonction 4u pH qui est montré sar ‘es
figures 5, §; la figure 7 rend compte de 1'influence de ia Jrésence

de formiate sur ces mémes speceres, Cette infiuence es2 moindre sar




rapport & celle du pH. Le spectre de 1'oxyhémoglobine est par contre

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

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

I

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

II

1igande est 1'oxygéne sera symbolisée par HbFe 02 et la méthémoglobine dans

laquelle le fer de 1'héme est & 1'état ferrique, par HbFeIII

. Les concentra-
tions seront exprimées en mole de monomére (héme + globine) considérant par

13 que chaque héme est un site actif indépendant des trois autres.

B. Modes de préparation des solutions d'oxyhémoglobine et de méthémoglobine

L'essentiel de ces expériences a été réalisée avec de 1'hémoglobine
humaine dont e mode de préparation est donné ci-dessous.
La caractérisation des protéines est faite par leurs spectres d'ab-

sorption, leur concentration est calculée & 'a fois 4 partir du spectre

d'absorption de la protéine et par la méthode de Drabkin(ls)(ls).

Cette méthode consiste & transformer les différentes formes de 1'hé-

Il I

moglobine (HbFe™ ", HbFeIIOZ, 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 Fe(CN), (KCN = 8x10°M, K Fe(CN)

6x164M) a une partie de solution de protéine.

3 5~
La mesure de 1'absorption de la solution se fait 3 340nm longueur

d'onde du maximum d'absorption du spectre

vy . ) \
: sap "Felti(CN) = 11000 ™ ten (L)
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L'hémoglobine utilisée était de 1'hémoglobine humaine A1 isolée dans
le laboratoire de biochimie du Pr. J. Rosa (Hopital Henri Mondor, Créteil).

L'c«yhémoglobine est séparée en utilisant la méthode de Drabkin(la).
La premidre étape de cette méthode consiste & extraire les globules rouges du
sang humain. Cette séparation s'opére par centrifugation & 3000 tours/an
mélange sang-sérum physiologique (NaCl 9%),les globules blancs, restant dans
le sérum physiologique surnageant sont facilement éliminés

Les oxyhémoglobines sont extraites des globules rouges par dialyse dans
de 1'eau permutée pendant 1 heure. Sous 1'effet osmotique, 1'eau pénétre
1a membrane cellulaire, provoque son éclatement avec la mise en solution des
oxyhémoglobines.

Aprés une ultracentrifugation & 18000 tours/mnle surnageant contenant
les oxyhémoblogines (Al’ Az,etc) en solution est séparé du cuiot globulaire,

La séparation des différentes oxyhémoglobines s'opére par chromatogra-
phie sur résine DEAE Séphadex AS0 &quilibrée & un pH de 8,4.

Les oxyhémoglobines en solution (pH 8,4) sont fixées sur la résine
puis éluées 3 1'aide d'une solution tampon 3 un pH de 7,85. Lors du passa-
ge de cette solution dans la colonne i1 se crée un gradient de pH.

Les oxyhémoglobines ayant un pH d'&lution différent, sont recueillies

séparément par un collecteur tournant (6 prélévements/heure)

pH de sortie des différentes hémoglobines
woFe'fo, 4, pH = 8,1

I1
HbFe 02 A1 pH = 7,85

La solution d'oxyhémoglobine est alors concentrée sous vide olle est
ensuite congelée ce qui permet de Ta conserver pendant des mois sans qu'elle

ne subisse d'altération.




L'oxyhémoglobine Al’ seule utilisée est oxydée en méthémoglobine par
addition de ferricyanure de potassium en excés. La solution (25cc) est en-
suite filtrée sur gel (résine sephadex G25, pH = 6,2) pour &liminer le fer-

rocyanure formé et 1'excés de ferricyanure.

3.— RADIOLYSE

Techniques expérimentales

Deux types d'irradiation ont &té& utilisés : 1'irradiation continue aux
rayons gammas & 1'aide d'une source de cobalt 60, ceci permet de caractériser |
des produits finaux et d'étudier des mécanismes réactionnels &ventuellement
responsables de Teur formation, et 1'irradiation impulsionnelle d'électrons
qui créequasi instantanément une forte concentration en radicaux spécifiques
susceptibles de reagir avec le soluté. Avant d'aborder 1z description de ces
deux techniques un bref sommaire de 1'action chimique des rayonnements sera
donné : la spécificité de 1'&tude fait que Tes effets sur 1'eau et les solu-

tions aqueuses vont &tre exclusivement abordés.

A. RadioTzse

L'absorption de 1'énergie d'un rayonnement ionisant par 1'eau se fait
pour ja plupart par 1'intermédiaire des électrons Compton.

Chague électron peut &tre assimilé & un champ &lectrostatique mobile
gui selon la distance d'interaction avec les molécules d'eau, les jonise

ou Tes excite




e, Y H,0 .

dans les temps de 1'ordre de 10”75s.

Le nzo", acide trds fort, réagit avec 1'eau suivant la réaction

+ + -
HZO + HZO — H30 + OH

Cette rdaction est compléce 10 145 aprés le passage du rayonnement.

L'électron cédant son énergie au milieu par une série d’excitations et
d'ionisations se tnhermalise. Finalement dans un temps de 1'ogrdre de 10'125
il se solvate (eaq) en orientant les molécules d'eau dans son champ.

Le Hzo:: se désexcite suivant deux processus principaux, soit par rup-
ture homolytique, d'une liaison OH soit par choc avec les molécules du milieu.
-10'12 secondes aprés |e passage du rayonnement il y a dans le milieu des
zones hétérogénes qui contiennent de grandes concentrations en radicaux H,

OH et eaq.
A 1'intérieur des zones hétérogénes los réactions suivantes ont lieu

entre les différentes espdces ces réactions étant favorisées par la locali-

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

H + H e H, 7,5 x 1010 w1 s-1(19)
OH + OH —= H,0, s x 107 w1 §-1(20)
daq + 8ag 220 Hy + 20" 5,8 x 10° w1 gi(2l)
H + OH e Hy0 2 x 1010wt 571(22)
eaq + OH —e OH" 3 x 1010wt 57123
W+ taq B2 oH™ 4 W, 2,5 x 1030 w1 §-1{24)
Baq + Hy0® —= H + H)0 1,5 x 10610 w1 §-1(25)

Les valeyrs des constantes de vitesses bimoléculaires sont données

aprés les réactions,
A 107% aprés le passage du rayonnement, les espéces H, OH, eaq, Hy 50,
résiduelles se trouvent réparties de maniére nomogéne




dans la solution aqueuse ou elles réagissent entre elles ou avec les solutés
présents. Dans le cas de la radiolyse pulsée 1'&volution de ces réactions
peut 8tre suivi en fonction du temps. Dans le cas de la radiolyse continue
un état stationnaire s'établit pendant la durée de 1'irradiation conduisant

3 une accumulation des produits de ces réactions.

2°) - Action des solutés

Quand un soluté est présent les espéces primaires {eaq, H, OH) peuvent
réagir directement avec lui.

Dans les expériences de radiolyse pulsée qui seront décrites plus loin,
compte tenu des doses déposées ( 20 krad), la concentration des espéces pri-
maires produites est d'environ 10'4M.

Donc une concentration de 1073

M d'un soluté qui réagit avec les radi-
caux avec une constante de 101°M°ls'1 consomme tous les radicaux auxdaépens
des autres réactions possibles,

Certaines réactions avec les solutés peuvent &tre favorisées en choi-
sissant les concentrations de ces derniers,et en particulier les réactions

suivantes :

-2 1
a. NaHzPoq, HZO =5 x 10 "M, Na COOH = 0,16M pH = 7,8 milieu désaéré

1. g + H,P0; —=H + 05" 2,2 x 107 w71 ¢71(%)
2. H+ HCOOT —e Hy + coé 5 x 108 M7 §~1(27)
3. OH + HCOD” —= H, + CO; 2 x 10° w7l 5-1(28)
4. €00+ €O0T —=(CO0T), 1,5 x 10° M7 s7HE)

2

b. NaH,P0,, H,0 = 5 x 10°°M ; NaCOOH = 0,16M, pH = 7,8 solution aérée

ou ongénée

Réactions (1) (2) (3) (4) auxquelles il faut ajouter
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(5) &aq + 0, —= 05 2,2 x
- - 9 41 _-1(32)
(6) COZ + 02 —_— 02 + co2 2,4 x 107 M 1 s )
(7) HO2 + 02'-—- ()2 + HOZ‘ 8,5 x10°M " s
c. NaH,PO,, H,0 = 5 x 10°°M ; NaCOOH = 0,16M, oH = 7,8 N0 ~ 102M

Réactions (1) (2) (3) (4) et
(8) éiq + Nzo ﬁODOH. + OH.+ Nz 8 X 109 M-l 5'1(34).

III II

Les réactions avec les solutés HbFe et HbFe 02 seront envisagées

dans la partie expérimentale.

8. Les techniques d'irradiation

1?) - Dispositif utilisé en radiolyse pulsée

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

d'analyse par spectrophotométrie,

Génémteur d'4lecTrons

L'appareil utilisé est un canon & électrons (Febetron 707) dont
le principe est le suivant : quand une forte tensicr, est appliquée mo-
mentanément sur une cathode, par effet de champ, des &lectrons sont
émis sous la forme d'une {mpulsion,

Oans le cas du Febetron 1a tension est fournie par la décharge
en série de 80 modules chargés en paraliéle sous 35000 voits chargeant
ainsi la cathode 3 une tension de 2MV.

Les électrons émis sont focalisés par une lentille magnétique, Ta

(35)

durée de 1'impulsion & Ta sortie du canon est d'environ 100ns . Les

électrons présentent alors un large spectre en énergie (Fig. 1l1),
Afin de réduire celui-ci les électrons de 1,7 3 1,9MeV sont dé-

(36)

viés 3 90° par un champ magnétique . [T en résylte une diminution

de la durée de 1'impulsfon afins{ que Te montre la figure 12 (l6ns 3 la




base, 3ns & mi-hauteur).
Ces &lectrons traversent alors la cellule d'irradiation. Les
événements qui se produisent dans la solution sont &tudiés par spec-

trophotométrie d'absorption & 1'aide du dispositif d'analyse.

Dispositif d'analyse

IT comprend une source intense de lumiére continue, un monochro-
mateur, un photomultiplicateur et un oscilloscope.

La lumidre d'analyse provient d'une lampe a xénon (XBO 450)
émettant un continuum de lumiére dans la gamme des longueurs d'onde de
200 3 1500nm. Puur les mesures effectuées entre 10ns et 100us le flux
lumineux émis peut étre augmenté d'un facteur 20 & 100 selon la lon-
gueur d'onde et ce d'une fagon constante pendant 100u§37),(Fig. 13) en
appliquant une tension surélevée aux bornes de la lampe. Le faisceau
lumineux sortant de la cellule d'irradiation est orienté i 1'aide de
mirofrs vers le dispositif de mesure Fig. 14.

Le monochromateur & prisme Zeiss MQIIl permet de travailler entre
220 et 750nm. L'incertitude maximale sur les longueurs d'onde était

de 10nm.

A la sortie du monochromateur ie signal lumiieux est transformé en
signal é&lectrique: par un photomultiplicateur Himamatsu R446 3 neuf
8tages d'amplification dont six seulement sont utilisés. Le c3blage
permet au photomultiplicateur de recevoir de fortes intensités Tumi-
neuses (3-4mA)<38) pendant des temps de 2ms soit Ta durée totale de
Ta surtension de 1a Tampe.

Le signal &lectrique du photomultiplicateur est envoyé sur un

oscilloscope, Tektronix (type 485 oy 454) dont les temps de montée




sont respectivement 1 et 2ns. Une caméra Steinheil M3 permet d'enre-
gistrer les oscillograsmes sur film polaroid 3200 ASA. La figure 14
montre us oscillogramme type obtenu:Io et [ représentent 1'intensité
de la lumidre 3 la sortie de la cellule d'irradiation, lo étant celle
~avant 1'impulsion, [ étant celle aprés 1'impulsion. La différence en-
tre [ et [0 rend compte du fait qu'une espéce transitoire a été formée
celle ci absorbant plus que la solution initiale.

La mesure de la densité optique DO = log%g 3 différentes longueurs
d'onde e* 3 un temps donné aprés le nassage de 1'impulsion permet de
tracer le spectre d'absorption de cette espéce transitoire.

L'étude de la variation de 1a densité ortique en fonction du temps
3 une Iongueur d'onde donnée, permet de déterminer 1'ordre et la cons-

tante de vitesse de la réaction ayant Tieu. Dans cette étude pratique-

U._,__-_.ﬂ

ment 2ous les spectres enregistrés sont différentiels c'est-d-dire que
ce sont des spectres relatifs qui ne traduisent que 1'écart entre le

spectre initial et le spectre final (Fig. 15).

Jogzmétrie

La connaissance de 1a dose (énergie déposée dans la solution par
1'impulsion d'é&lectrons) se fait 3 1'aide d'une mesure de 1'énergie
totale déposde dans le bloc cible, cette énergie collectée dans un
systéme de condensateurs donne une différence de potentiel qui est
mesurée aux bornes du systéme aprés le passage de 1'impulsion. La
corrélation entre cette mesure et la dose déposée ians 'a cellule
d'jrradiation a été faite 3 1'aide d'un dosimétre chimique. Dans notre
cas 1'absorptior de 1'électron hydrate dans 1'eau trisdistillde était

39)

utilisee, 1a lonqueur d'onde était 720nm( maximum 4 absorontion du

spectre de 1'électron ,ydraté (G=3, ¢ s 1.7500"'15'1 2 30ns). La

correspondance trouvée est 106 krads/voit.




2°) - Le_dispositif_en radiolyse gamma

Le dispositif d'irradiation de 60Co comprend la source mobile qui dans
la position d'irradiation, est entouréed'une série de trous ou peuvent &tre
positionnés les &chantillons, le débit de dose varie suivant leur localisa-
tion par rapport 3 la source,

La dosimétrie de chaque position est effectuée 3 1'aide du dosimétre

(40)

de Fricke pour lequel en miliey aéré G(Fe3+) = 15,6 ol Gx rendement de

1'espéce x, représente le nombre d'espéces x apparues pour 100 eV absorbés.
La concentration en ions ferriques apparus est dosée spectrophotométrique-
ment (iAmax = 304mm, €304 = 2197 lem™! 3 25°C). La loi de Beer Lambert

2

(D0 = €.c.1), est respectée jusqu'i tFe*) = 107%m.

3°) - Certaines expériences notamment en radislyse pulsée nécessitent
que les solutions soient saturées en un gaz donné ‘argon, oxygéne, ou pro-
toxyde d'azote). Pour cela nous avons utilisé 1'appareillage montré sur la
figure 16. Ce systéme permet de saturer les solutions en un gaz désiré puis
d'entretenir au-dessus de 1a solution une atmosphére de ce méme 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 possédent des parties
hydrophobes et hydrophiles, des bulles se forment & Ta surface de la solution.
Quand elles éclatent, il se forme & 1'interface de 1a solution un dépdt de
protéine qui ne se redissout pas.

Si le gaz traverse la solution pendant trés longtemps, la concentra-
tion en protéine varie continuellement, par exemple au cours d'une journée

de manipulation, ce qui fausse Tes résultats.




4 .- RESULTATS EAXPERIMENTAUX ET INTERPRETATIONS

A. Etude en radiolyse pulsée

Le but de ce travail d&ja précisé dans 1'introduction, est 1'@tude de
la réactivité de 05 vis-3-vis de Jeux protéines, la méthémoglobine et 1'oxy-
hémoglobine.

Le mode de préparation radiolytique de 05 a été décrit au chapitre
précédent (cf. chap. 3.2).

L'électron hydraté transfére sa charge directement 3 1'oxygéne alors
que les radicaux hydroxyles e i« atomes d ' hydrogéne réagissent sur 1'ion for-
miate pour former 1'ion moléculaire COE qui 3 son tour réagit sur 1'oxygéne
pour former 05. Ces divers radicaux se produisent en des temps qui dépen-
dent des concentrations relatives des espéces mises en préserce; c'est pour-
quoi i1 est apparu nécessaire d’étudier leur réactivité vis-d-vis de Ta mé-
thémoglobine. Les effets chimiques de COE, eaq et 05 ont été successivement
étudiés,

Les réactions é&ventuelles de OH et H avec les protéines ne sont pas &
envisager dans ce travail du fait de la forte concentration en formiate uti-

lisée(0,16M)

3 = 2éducrion e Lz mérnémogl.bine var 225

Lorsque la solution de méthémogiobine est préalablement saturée
en protoxyde d'azote NZO’ la seule espéce créée en guelques nanose-
condes est le radical C0£.
La figure 17 montre le spectre différentiel par rapport i HbFeIII
obtenu pour une solution contenant 4,94 x 155N en méthemoglobine

pH = 7,8 irradiée & une dose de 30krad (espéce n’ 1), 50 nanosecondes
aprés le début de 1'impulsion,




Dans 1a région de longueurs d'onde explorée ce spectre ne présente
pas de points isosbestiques avec la méthémoglobine.

Cette absorption "initiale" évolue ensuite jusqu'i une valeur
palier atteinte aprés 2,5ms : on obtient alors 1'espéce n’> Il indiquée
sur la figure 18. Ce spectre qui présente un maximum d'absorption a
560nm et des points isosestiques avec la méthémg]obine d 515 et 605mm
posséde donc des similitudes avec le spectre de 1a déoxyhémoglobine.

Dans les conditions de 1'expérience les temps de vie des espéces
primaires eaq, OH, H sont respectivement 4,2 et 9ns: c'est la raison
pour laquelle 1'espéce correspondant au spectre n°l ne peut &tre due
qu'd une réaction de COE avec la protéine.

L'évolution ultérieure du spectre [ vers le spectre II suggére que
cette réaction n'est pas une réaction directe de COE avec le fer de
1'héme mais correspond plutst 3 une fixation de COE sur la globine.
Cet effet serait alors comparable 3 ce que 1'on observe lors de la
fixation de CO2 par la déoxyhémoglobine, le coz ne se iie pas avec le
fer mais & des fonctions basiques de la partie protéique de la molécule.

On peut estimer d'aprés le temps d'apparition la constante de vitesse
I1I 11 M'ls'l

k, de 1a réaction CO; + oFelIT_K1 . CO; - HbFe

1 a2x10

L'obtention du spectre n’ [[ qui s'effectue selon une cinétique
du premier ordre k ~» 2 X loas'l,pourrait correspondre 3 un transfert
de charge le long de Ta globine jusqu'au fer de 1'héme. Cette réaction
a été envisagée par Shafferman(41) et Simic(42) 3 propos de la réduc-

tion de cytochrome C par les radicaux H°.

5, duction zap 'Slecrron hydracs

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

seules les espéces COE et eag sont créées dans le temps de 1'impulsion,

L'étude préalable de Ta réactivité de CO2 vis-d-vis de Ta méthémogiobine




permet maintenant ¢'envisager celle de la réduction produite par 1'eaq

(étude cinétique et spectrale).

Ptude cinéticue :@ mesure de la constante de vitesse de 1a réaction

de eaq avec la méthémoglobine.

Cette mesure est effectuée 3 720nm  ou seul 1'&lectron hydraté
absorbe dans des solutions contenant des concentrations différentes
mais faibles de méthémoglaobine.

Les doses déposées dans l1a solution ont été choisies faibles (quel-
ques krads) afin de diminuer 1'effet des réactions de recombinaison
de type biradicalaire telles que (eaq + eaq 2H0 _ Hy + 20H7).

Sous ces conditions les réactions qui interviennent dans le méca-

nisme de disparition de 1'électron sont :

2

4+H

8aq + Hz P‘.')4 —e HPO

et éaq+H+——- H

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

vitesse de disparition de &q en fonction de 1a concentration en HbFeIII.

La constante cinétique a é&té trouvée du pseudo premier ordre.

[11

La pente de la droite k = f(HbFé "") permet de calculer la cons-

tante de vitesse de l1a réaction &aq + HbFeIII
k (2aq + HoFe'lh = (1,2 & 0,2) 10101571

Cette valeur est en accord avec celle de C1ément(43) et I1an(44).

Ttude spectrz.2 : observations expérimentales

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

5 196¢

aprés 1'impulsion dans une solution aérée contenant 4,7x10 °M de HbFe
jrradiée 3 20krad.
Le temps de 10us a été choisi pour ne pas &tre géné par 1'absorp-

tion due A 1'électron hydraté dont le temps de demi vie 2st de |'ordre




de quelques microsecondes. Les autres temps correspondent 3 des paliers
dans 1'é@volution temporelle. Ce spectre ayant son maximum d‘absorption
3 560mm présente des similitudes avec celui de la déoxyhémoglobine.

Du fait de la faible contribution spectrale due i 1‘'action de COE
(fiqure 18) pour une concentration de cc réducteur double de celle mise
en oeuvre pour ces expériences (G(COE)zG(OH)+G(H) ~ 3) il apparaft
que le spectre de la figure 20 rend compte pour 34% de la réaction
éaq + HbFeIII.

L'évolution ultérieure aboutit en 500us & un spectre [V (Fig. 20)
spectre qui est tout 3 fait comparable (méme maximum méme points isos-
bestiques avec HbFeIII) 3 celui obtenu lors de 1'étude de la réaction

co; + noFel 1!

(Fig. 18),a la différence d'absorption prés et ce pour
les mémes conditions d'irradiation.

On aurait pu s'attendre 3 ce que cette espéce IV n'évolue pas en
fonction du temps, or elle subit une évolution lente qui se poursuit

4,5ms aprés 1'impulsion (V).

Zrude apecctrzie: tdentiioation Zeg svectres

Le spectre [Il (figure 20) refléte la réaction de réduction de la
méthémoglobine pour donner de l1a méthémoglobine réduite ; sa forme
et 1a longueur d'onde de son maximum d'absorption présentent des simi-
Titudes avec ceux du spectre de la déoxyhémoglobine.

I1 en est de méme pour le specire IV dont le maximum a'absorption
se situe aussi & 560nm. Ces résultats conduisent 3 penser que ces deux
spectres correspondent aux deux formes de la déoxyhémogiobine comme
cela a &té suggéré par Raap(45) Tors d'une &tude en radiolyse pulsée
de méme systéme mais 3 un pH différent,

La transition entre les espéces corresgondant aux spectres [ et

[Y rendait alors compte du passage de 1a forme la moins stable (R) 3



1a forme la plus stable (T) de la déoxyhémoglocbine [cf paragraphe
précédent). Cette transition s'effectue selon une cinétique du premier
ordre avec une constante de vitesse k = (1,5 0,5)10‘ s'l.
L'&volution spectrale suivante observée entre 500is et 4, 5as
peut &tre expliquée par une réorganisation de la structure tertiaire
de la protéine 3 iz suite du changement de conformation R —= T
En conclusion de ces deux études sur la réactivité de COE et &agq
d'aprés les résulitats auxquels on peut aboutir, il apparaft :

- que la variation d'absorption dans la région 500-600mm est essen-

tiellement due 3 1a réduction de MbFe'l!

par 1'&lectron hydraté.
- qu'il n'est pas nécessaire de supposer un transfert intramolé-

culaire dans le cas de la réaction avec 1'électron hydraté mais plu-

tdt qu'une réduction directe du site actif a lieu pour donner 1a forme
instable de la déoxyhémoglobine qui par suite prend sa forme stable
aprés réorganisation de la structure tertiaire en plusieurs millise-
condes. La connaissance et 1'interprétation des effets observés per-
met maintenant d'aborder | 'étude de la réactivité possible de 1'ion

supéroxyde (05 }

2, Ztude de lz raozovcd de l'iom supercxude .,

La formation de 1'ion superoxyde peut &tre obtenue comme précé-

demment indiqué, soit en solution aérée ([02] =2,3x ’.0'4H) soit

3

oxygénée ([0,] = 1,3 x 107°M)

Faultzcd 2LTMUS Iang (23 3c.utiomg Hndzz e =Ecndmezliiine

La figure 21 représente Tes spectres correspondant aux espéces

formées 10us,300us et 3mn aprés 1'impulsion.




Ces temps ont été choisis & partir des changements d'absorption
observé & A = 430nm(4)(5) 13 ot les coefficients d'extinction molaire
sont les plus élevés, Une autre longueur d'onde aurait aussi bien pu
&tre choisie.

Dans les temps inférieurs & la dizaine de microsecondes, il y a
un accroissement de 1'absorpticn suivie d'une décroissance de celle-ci
qui aboutit en 800us & un palier dont la durée est d'environ 3s. Ce
palier se termine par une augmentation de 1'absorption qui se pour-

suit jusque 8mn aprés 1'impulsion.

Identification des gpectres VI et VIl

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

tion de HbFeIII

par eaq (spectre III Fig. 19) ainsi que cela apparaft
sur la figure 22 ou les deux spectres ont été normalisés 3 partir de
1'absorption & A max = 560nm.

Le spectre VII de la figure 21 posséde deux bandes d'absorption
centrées 3 540 et 575nm et deux points isosbestiques avec 1a méthémo-
globine.

Ces caractéristiques permettent d'attribuer ce spectre & 1'oxy-
hémohlogine (Fig, 9). I1 est & noter que Ta bande 560nm de la déoxy
hémogiobine et celle & 575nm de 1'oxyhémoglobine ont le méme coeffi-
cient d'extinction molaire alors que Te rapport des densités optiques
dans le cas des spectres VI et YI[ est d'environ 2.

Les espdces eaq et COE participent aux mécanismes d'apparition
du spectre VI mais il n'est pas exciu que 05 y participe aussi.

Afin de préciser la contribution de 1'ion superoxyde dans ce méca-
nisme, une enzyme, la superoxyde dismutasé (SOD) a été ajoutée aux

solutions,




]

En effet les SOD sont des métalloprotéines qui ont la propriété de ca-
talyser la réaction de dismutation des ions superoxydes(46) suivant
le mécanisme.

S0D + 02 — SO0+ ()2

T+ 0, ZHY

de telle sorte que 1'on puisse écrire

- _ 9
02+02 -2-;'-".— 2+H202 k_- 1,4x10

ml gl

3. Solution contenant de la 50D

La concentration de SOD utilisée &tait de 2 x 16°M afin qu'elle
n'intervienne dans le mécanisme que pour catalyser la dismutation de
02.

La figure 23 montre qu'aucun effet di i |'addition de SOD n'est

iécelable sur 1'intensité des spectres VI et VII. Ce résiitat peut i

étre expliqué de deux maniéres différentes.
Ou bien 05 ne réagit pas avec la méthémoglobine ol la réaction

[I1

de 05 avec HbFe est plus rapide que sa réaction avec la S0D.

L'hypothése d'une telle réaction supposerait une constante de vi-
tesse > 1012 M'1 5'1 afin de pouvoir entrer en compétition avec la
réaction de dismutation de 05. Cette valeur de constante de vitesse
semble peu vraisemblable,

Ainsi dans les conditions de 1a radiolyse pu]sée((oé)o = lO'AM)
1a réaction de 05 avec la protéine ne peut donc entrer en compétition
avec la réactipn de dismutation 05 + HOé réaction de disparition
de 05 la plus probable 4 ce pH.

1
» b

.
Afin de voir si la rdaction 8aq + 4bFe'*"' est prépondérante dans
1e mécanisme d'apparition des spectres VI et VII, cette rdaction sara
défavorisée par la présence d'un accepteur d'dlectron hydraté en

1'occurence 1'oxygéne,




2, Solution saturde en czygéne

La figure 24 rend compte de 1'influence sur le spectre VI de la
variation de la concentration en oxygéne dans les solutions. I1 appa-
raft que 1'intensité du spectre de 1'espéce VI diminue d'un facteur
2,1 quand 1a concentration en oxygéne augmente.

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

théoriques d'électrons qui disparaissent par la réaction 8aq + HbFel I1

I1T,
}

Ce calcul grossier tient compte des concentrations (éaq)o, (02)0,(HbFe
(H+)°, (H2P0;)° et des constantes de vitesse des réactions de dispari-
tion de 1'é&lectron.

La réaction eaq + HbFeIII

n‘est alors pas la réaction prépondirante
d 1'apparition du spectre VI. On pouvait s'en jouter connaissant la
réactivité de C0, avec cette protéine.

L'apparition du spectre VI est donc due & une compétition entre
les réactions de COE et eag avec HoFe 1!,

La figure 25 rend compte de 1'influence de la concentration en 02
sur le spectre VII. Celui-ci diminue comme le spectre VI dans un rapport
2.

Cela suppose que l1a transition VI —e= VII correspond 3 1'oxygéna-
tion totale de 1'espéce (VI).

La cinétique de cette réaction aux différentes longueurs d'ondes
étudiées (430, 540, 555 et 575nm) est du pseudo premiar ordre.

K= k(0,) = 6,8 x 10° 7!

[1 apparaft ainsi, compte tenu du temps nécessaire pour gue la

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

s'oxygéne lors de 1'irradiation des solutions aérées de méthémoglobine

spectre [[[ —e spectre [V 4 -1
k=1,5x10" s
forme R ——e= forme 7



La figure 26 montre la superposition des spectres I[II, IV, ¥I et
VII les spectres III et VI ayant été normalisés Dans ce cas !'absorp-
tion du spectre IV 3 560nm et du spectre VII & 575nm est peu différente
Ces faits semblent confirmer que c'est bien 1a forme T, la plus stable,

qui s'oxygéne.

Identiieqtion Fu spectre 7777

Les mécanismes réactionnels donnant les espéces VI et VII ayant
été identifiés, il n'en est pas de méme pour la réaction qui aboutit
d 1a formation de 1’espéce VII].

Les espéces OH et H ayant réagi avec le formiate, 1'8aq et CO2

avec la méthémoglobine en compétition avec 1'oxygéne, les ions supe-
roxydes s'étant dismutés en quelques centaines de microsecondes, seule
une réaction de 1'eau oxygénée (formée par radiolyse) sur les espéces

129 ou HbFeHO2 peut expliquer 1'apparition du spectre YIII.

présentes HbFe
Un moyen de mettre en évidence 1'éventualité d’'une telle réaction

consiste & détruire 1'eau oxygénée formée dans les solutions par 1'addi-

tion préalable de catalase, protéine héminique connue pour décomposer

catalytiquement 1'eau oxygénée selon :

catalase

-~ _
v

I, Sclution iérde 2omtenenr de -
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Une faible concentration en catalase (3 «x IO'BM) permet la décom-
position de 1'eau oxygénée sans que 1a catalase ne réagisse avec les
espéces primaires.

La figure 27 montre 1'influence de 1a catalase sur le spectre VIII,
Cela confirme que 1a réaction qui aboutit & Ta formation de 1'espéce VIII

fait intervenir 1'eau oxygénée.




Le temps de demi-vie de cette réaction stant supérieur 3 13 mi-

I

nute, il est donc possible de faire le mélange HbFe -HZO2 et de sui-

vre spectrophotométriquement la variation d'absorption de ce mélange

en fonction du temps afin de voir si 1'espéce n> VIII est due & une

190 ITI -0
RED 2
Cette réaction est décrite dans ce chapitre bien que ce ne soit

réaction de HZOZ avec HbFe ou Hbfe

pas une réaction de radiolyse pulsée.

e, Ztude svectrophotoméirigue ie lc réactiom de .'scu czugénéz

sur la mdtkdmog}obinc

Deux solutions é&taient mélangées, la concentration juste aprés

5

le mélange était : HbFe''! = 3,2 x 107N, H)0, = 1,2 x 1077, pHa7,8

A 550mm on peut observer un accroissement de 1'absorpticn dans
les temps de Amn aprés le mélange (Fig. 28); cet accroissement aboutit
& un palier correspondant 3 1'absorption du spectre IX (Fig. 29).

Ce spectre est tout & 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(Hy0,) = 8.107%57]

k(H202+HbFeIII) = 6,6M'15'1
Cette réaction semble é&tre une complexation de HbF’e[II par
H202(47) donnant (HbFeIII-OOH).
II

;
Le spectre de cette espéce HbFe "“OCH évolue en gquelques heures

(Fig. 30) vers celui d'une autre forme connue de 1'hémoglobine,
1" hémichromedd)




L'hémichrome est une forme irréversible de la méthémoglobine dans
laquelle Felr%change directement une liajson avec 1'histidine E7 de
la globine (Fig. 31).

La réaction qui aboutit & 1a formation de 1'espéce VIII est donc

une complexation lente de la méthémoglobine par 1'eau oxygénée,

2°) - Radiolyse de solutionsaérées contenant de 1'oxyhémoglobine

L'irradiation (20krad) de solutions aqueuses 2,7 x 107N d'oxyhémo-
globine ne conduit & aucun changement d'absorption aux longueurs d'ondes
&tudiées (430, 540, 560 et 575nm) dans les temps compris entre 1075 et 1s
ainsi qu'il a dé&ja été signalé(4)(5).

I1 est donc possible de conclure que les espéces &aq, COE et 05 dis-
paraissent autrement que par leurs réactions avec la protéine.

Un calcul permet de déterminer la valeur maximale ces constantes de

199¢

vitesses des réactions eaq, COE, 05 avec HbFe en supposant que celles-ci

puissent avoir lieu

IIo2 k<8x10m!s!
g

0; + HbFe!lo

eaq + HbFe

0, k<dx 108471571

3

CO2 + HbFe

,  k<dx10 wl gl

Cette valeur limite est en accord avec celle trouvée par H.C Sutton
[t -15-1

(49)

et 2i. et C. winterbourn et al.(%0) a ph7 k(05 + HbFe!!l) = 4 x 10%

8. Etude en radiolyse continue

Une précédente 4tude a été faite en ce qui concerne la réactivité de
05 avec la méthémoglobine(4) mais 1'eau oxygénée formée dans les solutions
a rendu difficile 1'interprétation de ces résultats,

L'étude 3 une seule Tongueur d'onde utilisée & cette occasion demande

3 &tre complétée.
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Pour cette nouvelle &tude nous avons enregistré aprés chaque expérience
le spectre différentiel de la solution irradiée. Le spectre différentiel
est obtenu en plagant sur le faisceau de référence du spectrophotométre i
double faisceau 1'échantillon non irradié.

Compte-tenu de la vitesse de déroulement du spectre (Znm par seconde)
il serait possible de penser que les éléments reproduits par le spectre 3
650nm et & 450nm correspondent 3 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 (dG 3 1'eau oxygénée).
Dans un premier paragraphe nous exposerons les résultats concernant
la méthémoglobine, dans le second nous donnerons certains résultats obtemus

dans ‘les solutions aqueuses d'oxyhémoglobine.

1°) - Irradiation de solution contenant de l1a méthémoglobine

La figure 32 donne les spectres obtenus pour des irradiations 3 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 1'espéce correspondant au
spectre VI, Tes mesures ne pouvant é&tre effectuées que 3mn aprés 1a fin
des irradiations.

La figure 33, donne les spectres obtenus sous les mémes concitions

expérimentales ([HbFe”I

1, pH, dose) mais avec une concentration plus grande
en oxygéne dans les solutions.

Le rapport des spectres d'oxyhémoglobine (VII) pour une méme dose et
pour des concentrations en oxygéne différentes (2,3 x 10'4M et 1,35 x 10'3M)
est de 1,8 dans le cas de la radiolyse continue alors qu'il est de 2,l dans
le cas de 1a radiolyse pulsée.

Afin de voir si les fons superoxydes ont une contribution dans 1'appa-

rition des spectres en radfolyse continue, de Ta SOD a &té ajoutée 3 la
solution.
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L'effet de 1a SOD est net (Fig 34).en effet méme la différence de con-

SN, 3,1 x IO'SN) ne peyt expliquer le rapport 2,5 trouve

centration (4,5 x 10
entre le spectre A et le spectre C pour une méme dose absorbée.
En radiolyse continue il est donc possible d'envisager la réaction

- III
02 + HbFe

dans le mécanisme de réduction de méthémoglobine.

I1 faut toutefois remarquer que 1'effet de 1'oxygéne est plus impor-
tant en présence de SO0D (rapport voisin de 3) qu'en son absence (rapport voi-
sin de 1,8) (Fig. 35). .

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

1904

B il y a une contribution de 1a réaction 05 + HbFe ", réaction qui est

peu sensible 3 cette variation de concentration en oxygéne. Le rapport s'en

trouve donc affecté si 1'on considére qu'en présence de SOD seul la réaction de

1'électron hydraté avec la méthémoglobine explique 1'apparition des spectres C.
Connaissant la valeur des constantes de vitesse des réactions €aq + 02,

190 ¢ III)

éaq + HbFe ", eaq + H2P0; ainsi que les concentrations (02)0, (HbFe

0’
(H2P0;)° i1 est possible de trcuver le pourcentage d'électrons qui passe
par ta réaction &gq + HbFeIII. Dans nos conditions evoérimentales
(pH=7,8, (HbFeIII) = 3,1x107°N H2P0; = 8x10'3M) les pourcentages sont les
suivants :

(0= 2,8 x 10™M 5,962

[0,]= 1,35 x 103 1,352

Dans 1'hypothése de la seule réaction éaq+HbFeIII

, 1e ragport des intensités
des spectres C et D devrait étre celui des pourcentages précédemment calculés,
Dans ce calcul le rapport est de 4,3 alors que le rapport d'absorption
est de 3.
I1 y a donc une autre réaction cui participe 3 1'apparition de ces
spectres;d'aprés les résultats obtenus en radiolyse puisée ce doit &tre la

réaction C0 + HbFe i,




En conclusion i1 a &té possible par radiolyse gamma de mettre en

évidence 1a réaction de 02 avec la méthémoglobine.

2°) - Irradiation de solution aqueuse coutenant de 1'oxyhémoglobine

en présence de catalase

Cans cette é&tude 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 espéces produites au cours de la radiolyse de 1'eau (eaq, COE,
05). Ce fait a été observé au cours d'une irradiation d'oxyhémoglobine con-
centration = @2,5 x 10°5H).

La réaction thermique HbFe“O2 + Hzoz, réaction qui géne 1'interpré-
tation des résultats(4) en radiolyse continue en absence de catalase, 2
ainsi été étudide.

Quand de 1'eau oxygénée (6x10'4M) est ajoutée 3 des solutions d'oxyhé-
moglobine (Z,SxIO'SN) il y a une é&volution pendant 20mn du spectre de 1'oxy-
hémoglobine (Fig. 36) vers un spectre qui ressemble 3 celui du complexe

eIII

HbF -00H décrit au paragraphe précédent (IV, A, 2, d). Une é&volution plus

Tente est observée entre 20 e* 200mn : celle-ci correspond 3 1'apparition

de l'hémichrome(SI).

La constante de vitesse de la réaction :

1 [I1_

HZOZ + HbFe 02 ——= HbFe 00H

a été trouvée égale 2 1,5M L1,
I1 est difficile actuellement de savoir si cette rdaction passe par
Te stade de 'a formation de méthémoglobine
I
H 02 + HbFe 702 e HDFe

2
HbFeIII [11

I11

+ H202 —= HbFe " "00H

-




CONCLUSION .-

Ce travail a permis la mise en &vidence des réactions de la méthémoglo-
bine avec certains radicaux formés par radiolyse de solution contenant du
formiate et en particulier, les réactions avec eaq, COE. Les mécanismes réac-
tionnels de ces deux espéces avec la méthomoglobine sont totalement différents
quoique Te produit final soit identique (HbFel!! forme R).

En effet 1'un correspond & une réduction directe du site actif pour
donner une forme instable de la déoxyhémoglobine (forme T) (k=1,2x100M 1571

):
celle-ci &volue ensuite vers la forme stable R. (k= L5 x 104s°1), dans 1'au-

Dyls=ly sui-

tre cas il y a fixation directe de COE sur la globine (k=2 x 10° M
vie d'un transfert de charge le long de celle-ci (k = 2 x 1035'1).
| Les irradiations effectuées en présence de 1'enzyme superoxyde dismu-

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

la faible réactivité de 1'ion superoxyde 0, vis-d-vis de Hbrel I (k= ax10%1s71)

Les études faites en présence de catalase font apparaftre que 1'eau
oxygénée réagit avec la methemoblobine pour former un complexe dont i'évo-

Tution ultérieure aboutit & une espéce proche de 1'nhémichrome.

En conclusion la faible réactivité de Oé‘avec HbFeIII et HbFe”O2

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

le rdle de donneur d'ion superoxyde.

-
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Figure 1 : Stzructure de l'héme.




Figure 2 : Liaison fer de l'hdme-globine.
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Figure 3 : Structure héliccIdale.

héme

Hémoglecoine

Figure 4 : Représentation Ze la structure guatarnaire

de la deoxvhémoglobine (13).

A, 8, ¢,D,E,7, G, § structuras néliccliales
AB, CD, ZF, 7G, GH secgments interhélicoldaux.
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rigure 29 : Spectre correspondant au palier (6 mn - 40 mn)

dans l'action de 1'eau ox;génée sur la mé-hémc-
slobire (f£iz. 23).
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Figure 31 : Illustration des changements
d'environnement du fer entre les formes
méthémoglobine et hémichrome d'aprds
Rachmilewitz. (43).
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Figure 32 : Radiolyse continue 4'une solution de méthémoglobine.
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