TRANSPORT DES GAZ DANS LE SANG

TRANSPORT DE L'OXYGENE

La solubilité de I'oxygene dans le plasma est bien trop faible pour
gu’elle puisse répondre aux demandes métaboliques de I'organisme :
ce mode de transport apparait tres vite limité. L’évolution a favorisé
I'apparition d’un pigment porphyrique, I’hémoglobine, qui lie
I’'oxygéne et augmente sa biodisponibilité dans le sang. L'oxygéne est
donc transporté dans le sang sous deux formes :

e Saforme dissoute, dans le plasma, représente un peu moins
d’1,5% du contenu total en oxygene ;

e Sa forme liée a I'hémoglobine, dans les érythrocytes, qui
compte pour plus de 98,5% du contenu en oxygéne ;

OXYGENE DISSOUS

Le dioxygene étant un gaz, il obéit a la loi de Henry selon laquelle la
quantité dissoute de gaz est proportionnelle a la pression partielle.
Pour chaque mmHg de Po,, il y a 0.003 mL de O; par 100 mL de sang.
Ainsi, un sang artériel normal, sous une Po; de 100 mmHg, contient
0.3 mLO,/100 mL.

Imaginons qu’on expose un litre de plasma sanguin, initialement
dépourvu de O, a une atmosphére ayant la méme Po, que l'air
alvéolaire — a savoir 100 mmHg. L'oxygéne se déplacera depuis
I’'atmosphére vers le plasma jusqu’a arriver un équilibre qui obéit a la
loi de Henry :

[Oz]dissout = kOZ ' P02

Si on exprime Po; en millimetres de mercure (mmHg) et le [O3]gissout
en millilitres de gaz O, par 100 mL de sang, alors la solubilité ko, et
d’environ ~0.003 mL de O, par décilitre de sang et par millimeétre de
mercure de pression partielle en O, dans un plasma a 37°C.

Une telle capacité de transport de I'oxygéne est-elle adéquate pour
fournir les tissus systémiques ? Si ces tissus pouvaient extraire tout le
O, dissous dans le sang artériel, de fagon a ce qu’aucun oxygéne ne
resterait dans le sang veineux, et si le débit cardiaque était de 5000
mL/min, alors — selon le principe de la diffusion de Fick —la délivrance
de I'oxygene dissout aux tissus serait :

0.3 mL O,
min 100 mL plasma

5000 mL plasma i
= = 15 mL O,/min

02
Toutefois, ’'hnomme moyen de 70 kg au repos consomme 'O, a un
taux d’environ 250 mL/min. Le O, dissous pourrait fournir les
demandes métaboliques seulement si le débit cardiaque était
multiplié par 17 ! Ainsi, le corps ne peut pas reposer uniqguement sur
le O, dissous pour son transport.

HEMOGLOBINE : STRUCTURE ET FONCTION

L’hémoglobine est une protéine qui permet le transport de gaz
respiratoires dans le sang. L'oxygéne étant trés peu soluble dans le
plasma, sa dissolution dans le sang est un facteur limitant:
I’'hémoglobine, en se liant a I'oxygene, augmente tres fortement sa
disponibilité et donc la capacité de transport de I’oxygene. Ainsi,
I’'hémoglobine peut transporter 70 fois plus d’oxygéne que la fraction
dissoute dans le plasma. L'hémoglobine adopte plusieurs
conformations, de sorte a posséder une haute affinité pour I'oxygéne
dans la circulation pulmonaire et le fixer, et posséder une faible
affinité dans la circulation systémique locale, ou elle doit s’en
décharger aux dépens des tissus systémiques qui s’en servent comme
réactif pour leur métabolisme aérobie. Chaque molécule
d’hémoglobine peut lier quatre molécules d’oxygene.

Sur le plan biochimique, I’'hémoglobine est une métalloprotéine qui
comporte 4 sous-unités peptidiques, chacune capable de lier une
molécule de dioxygene. Chaque sous-unité renferme en son centre
I’hnéme, une molécule polyhétérocyclique (protoporphyrine IX) qui
contient un atome de fer ferreux (ll) chélaté. Chaque sous-unité est
une chaine polypeptidique globulaire, et I’"hémoglobine est une
protéine dont la structure quaternaire résulte de I'arrangement des
guatre sous-unités ensemble. Il existe plusieurs isoformes pour les
sous-unités qui constituent ’hémoglobine :

e Lessous-unités a;
e Lessous-unités f3;
e Lessous-unitésy;

Chez I'adulte, 'hémoglobine adulte est formée de deux sous-unités a
et de deux sous-unités S8 et est notée a,f3, : c’est un hétérotétramere
de 65 kDa (ou encore un dimeére de protomeéres af3). L’hémoglobine
foetale, chez le foetus et le nouveau-né, a une composition a,y, et est
caractérisée par une plus grande affinité a I'oxygene que
I’'hémoglobine adulte: cette propriété est essentielle pour Ia
captation de I'oxygéne de la mere vers le placenta.

Dans la présente section, nous distinguerons deux parties a
I’'hémoglobine : la partie protéique, en parlant de ses sous-unités, et
la partie hémique, formée d'un noyau de protoporphyrine. La
fonction méme de transport de I'oxygéne provient de I’heme, qui
constitue le véritable groupement prosthétique de I’'hémoglobine.
Puisque I’'hémoglobine contient des atomes de métal portés par
I’hnéme (4 ions Fe Il au total), elle est qualifiée de métalloprotéine. La
structure polycycliqgue de I'héme correspond a un noyau de
porphyrine dérivé (protoporphyrine IX, ou heme B). L'ion Fe Il est le
principal responsable de la fonction de transport de O, de
I’hnémoglobine. Cet atome de fer reste sous la forme d’oxydation
Fe(ll), que I'héme soit oxygéné ou non.



L'atome de fer est chélaté dans le noyau de porphyrine par quatre

liaisons de coordination avec des atomes d’azote, ainsi qu’a un atome
d’azote d’un résidu d’histidine de la chaine polypeptidique (a ou S).
Aprés oxygénation, 'oxygéne se lie au Fe(ll) du coté opposé a
I’'anneau porphyrique par rapport au ligand His, ce qui fait que le Fe(ll)
se trouve coordiné au centre d’un octaédre. C'est I’heme qui donne
au sang sa couleur rouge caractéristique (a ne pas confondre avec la
coloration rougeatre des érythrocytes a 'éosine, due au caractere
basique de I'hémoglobine). En fait, la couleur du sang est différente
selon son état d’oxygénation :

» Dans le sang artériel systémique et le sang veineux
pulmonaire, oxygéné, le sang est de couleur rouge vive ;

> Dans le sang veineux systémique et le sang artériel
pulmonaire, désoxygéné, le sang est de couleur violet foncé ;

Cette différence de coloration résulte de I'état de coordinence de
I'ion Fe(ll), qui a son tour impacte sur I’état électronique du complexe
Fe(ll)-Héme et influence I'état de transition électronique de I’'héme B.
A I'état désoxygéné, I'état de coordinence de Fe(ll) dans I'anneau
porphyrique est différent, de sorte que I'atome de fer se situe un peu
plus en arriere du plan de 'anneau, et I’"héme a une conformation
légérement incurvée en « dome ». La liaison réversible et non
covalente de O, au Fe(ll) fait passer ce dernier atome a un état de
coordinence d’octaédre et fait rentrer le Fe(ll) dans le plan de
I’'anneau de porphyrine. Le mouvement de Fe(ll) lors de I’oxygénation
de I’'hémoglobine et le changement de conformation de I'anneau de
porphyrine est a la base des variations de couleurs entre le sang
oxygéné et le sang désoxygéné.

Il faut retenir que I’oxygénation de I’hémoglobine est caractérisée par
la formation d’une liaison réversible et non-covalente entre I'oxygéne
et lIion ferreux (ll), formant une liaison de coordinence et ne
modifiant pas I'état d’oxydation du fer : le fer ne céde pas d’électron
a 'oxygene.

achain 1

Le Fe(ll) de I'hnémoglobine peut parfois étre oxydé en Fe(lll) pour
donner de la méthémoglobine (MétHb), biologiquement inactive.
L'oxydation du Fe(ll) a lieu naturellement dans la cellule en petite
quantité, de sorte qu’il existe une fraction physiologique de
méthémoglobine (<2%). La méthémoglobine donne un aspect brun
au sang. Pour éviter une éventuelle accumulation de la
méthémoglobine, I'érythrocyte dispose d’une enzyme qui réduit la
méthémoglobine en hémoglobine fonctionnelle : la méthémoglobine
réductase (ou cytochrome bs réductase).

La forme en disque biconcave de I'érythrocyte facilite les échanges
gazeux puisqu’elle augmente considérablement I'aire de surface de la
membrane et la quantité d’hémoglobine directement accessible.
Ainsi, les gaz respiratoires ont une distance de diffusion plus courte
au sein de la cellule avant d’atteindre le site de liaison de
I’'hnémoglobine.

PARTIE PROTEIQUE DE L'HEMOGLOBINE

L’hémoglobine correspond a une structure quaternaire formée de 4
sous-unités : deux sous-unités différentes forment un hétérodimere,
et la protéine correspond a deux hétérodimeres identiques, formant
un hétérotétramere. Il existe plusieurs isoformes différentes de sous-
unités :

e lasous-unité a, présente dans la plupart des d’"hémoglobine;
e lasous-unité 3, présente dans I’hémoglobine adulte

e Lasous-unité y, présente dans I’'hémoglobine feetale

e Lessous-unités € et {, dans ’hémoglobine embryonnaire ;

Ainsi, I'hémoglobine adulte correspond a deux sous-unités a et deux
sous-unités 3, notée a, 3, : chaque molécule d’hémoglobine est en
fait formée de deux protoméres identiques a@f3. Les sous-unités sont
globulaires et riches en hélices a et contiennent des segments non-
hélicoidaux qui relient les hélices.

Hemoglobin molecule



Les sections hélicoidales sont stabilisées par des liaisons hydrogéne

qui conferent a la protéine sa structure tridimensionnelle
caractéristique. Typiquement, une sous-unité de I’hémoglobine
comporte huit hélices alpha reliées par des segments non-hélicoidaux
et délimitent une cavité dans laquelle s’insére I'heme, leur
groupement prothétique. Les quatre sous-unités globulaires, formés
de deux isoformes, sont arrangées de fagon grossierement
tétraédrique et sont maintenues ensemble par des liaisons
hydrogenes, des liaisons ioniques et par effet hydrophobe. En partant
de I'extrémité amino-terminales, les hélices @ sont nommées A a H.
De fagon classique pour une protéine globulaire, la surface des sous-
unités est riche en acides aminés a chaines latérales polaires et
potentiellement chargées, alors que l'intérieur de la protéine ne
contient quasiment que des résidus a chaine latérale apolaire telles
que la Leu, Val, Phe et Met. A I'intérieur de la chaine, deux résidus
aminoacides polaires jouent un réle crucial : les résidus d’histidine
HisE7 et HisF8, sur les septieme et huitieme résidus des hélices E et F,
qui se situent pres du fer de I’'héme ou ils servent a fixer I'O,.

PARTIE HEMIQUE DE L'HEMOGLOBINE

L’héme est le groupement prosthétique de I’'hémoglobine ; chaque
sous-unité polypeptidique renferme un noyau hémique en son
centre, et lie une molécule d’oxygéne. Une molécule d’héme est une
molécule polycycligue dérivée d’'un noyau de porphyrine qui
renferme un atome central de fer Il, capable de fixer I'oxygéne. Une
porphyrine est une molécule cyclique formée par quatre hétérocycles
de pyrroles reliés par quatre ponts méthénes, formant un seul gros
cycle dont les azotes de pyrroles lient le fer ferreux au centre du cycle.

FIGURE 6-1 L'héme. Les noyaux pyrrole et les carbones des ponts
méthyne sont coplanaires et I'atome de fer (Fe?*) se trouve presque
dans le méme plan. Les cinquiéme et sixieme positions de coordination
de Fe** sont orientées perpendiculairement au plan de I'héme,
directement au-dessus et au-dessous de lui. Noter la nature des
groupes de substitution méthyle (en bleu), vinyle (en vert) et
propionate (en orange) sur les carbones 3 des cycles pyrrole, I'atome
de fer central (en rouge) et 'emplacement du c6té polaire du cycle de
I'héme (a environ 7 h) exposé a la surface de la molécule de
myoglobine.

Dans I’héme, les doubles liaisons s’alternent avec les liaisons simples
et forment un diéne conjugué : ce réseau plan de doubles liaisons
conjuguées entre en résonnance et absorbe la lumiére visible. Au
cycle de porphyrine s’ajoutent des chaines aliphatiques qui sont des
méthyles (M), vinyle (V), et propionate (Pr), disposés dans 'ordre M,
V, M, V, M, Pr, Pr et M. La porphyrine de I'héme, avec son
arrangement spécifique et ses substitutions, correspond a la
protoporphyrine IX. L’héme correspond donc a une molécule de
protoporphyrine IX avec un atome de fer chélaté au centre.

L’atome de fer dans I’hémoglobine désoxygénée établit cinq liaisons
de coordination avec des atomes d’azote disposés en pyramide
carré : quatre atomes de la porphyrine (des hétérocycles de pyrrole)
et un atome d’azote de la chaine latérale His de la protéine. Apres
oxygénation, I'oxygeéne se lie au Fe(ll) du cété opposé a I'anneau
porphyrique par rapport au ligand His, ce qui fait que le Fe(ll) se
trouve coordiné au centre d’un octaédre ; c’est-a-dire que les ligands
occupent les six sommets d’un octaédre dont le centre est occupé par
I'atome de Fe. C'est 'héme qui donne au sang sa couleur rouge
caractéristique (a ne pas confondre avec la coloration rougeatre des
érythrocytes a I'éosine, due au caractére basique de I’hémoglobine).
En fait, la couleur du sang est différente selon son état
d’oxygénation :

» Dans le sang artériel systémique et le sang veineux
pulmonaire, oxygéné, le sang est de couleur rouge vive ;

» Dans le sang veineux systémique et le sang artériel
pulmonaire, désoxygéné, le sang est de couleur violet foncé ;

Cette différence de coloration résulte de I'état de coordinence de
I'ion Fe(ll), qui a son tour impacte sur I’état électronique du complexe
Fe(ll)-Heme et influence I'état de transition électronique de I’'héme B.
A I'état désoxygéné, I'état de coordinence de Fe(ll) dans I'anneau
porphyrique est différent, de sorte que I'atome de fer se situe un peu
plus en arriere du plan de 'anneau, et I'héme a une conformation
légerement incurvée en « dome ». La liaison réversible et non
covalente de O, au Fe(ll) fait passer ce dernier atome a un état de
coordinence d’octaedre et fait rentrer le Fe(ll) dans le plan de
I’'anneau de porphyrine. Le mouvement de Fe(ll) lors de I'oxygénation
de I’'hémoglobine et le changement de conformation de I'anneau de
porphyrine est a la base des variations de couleurs entre le sang
oxygéné et le sang désoxygéné.

Quelques petites molécules, comme CO, NO, CN" et H,S se lient par
coordination a la sixieme position de la liaison de Fe(ll) dans
I’'hnémoglobine avec une affinité trés supérieure a celle de I'oxygene.
Il en est de méme avec les hemes des cytochromes, ce qui explique
les propriétés trés toxiques de ces substances. L’oxygéne ne peut se
fixer a I’hémoglobine que si le fer est a I'état ferreux (état d’oxydation

).
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Figure 10-2 Spectre d’absorption dans le visible des formes
oxygénée et désoxygénée de ’hémoglobine.

Toutefois, le fer ferreux (Fe?*) peut étre oxydé en fer ferrique (Fe3*)
spontanément ou sous l'influence d’autres composés comme des
nitrites et des sulfonamides, formant de la méthémoglobine. La
méthémoglobine est une forme biologiquement inactive. Cette
oxydation du fer Fe(ll) a lieu naturellement dans la cellule en petite
quantité, de sorte qu’il existe une fraction physiologique de
méthémoglobine dans les érythrocytes, normalement inférieure a
2%. Cette méthémoglobine donne un aspect brun au sang. Pour éviter
une éventuellement accumulation de la méthémoglobine,
I’érythrocyte dispose d’une enzyme qui réduit la méthémoglobine en
hémoglobine fonctionnelle: la méthémoglobine réductase (ou
cytochrome bs réductase).

L’'héme, pour chaque sous-unité de globine, est située dans une
crevasse entre les hélices E et F, et est orientée de sorte que ses
groupements proprionate polaires soient exposés a la surface de la
globine. Le reste des résidus est dirigé vers l'intérieur apolaire de la
sous-unité. La cinquiéme position de coordination de I'atome de fer
est liée a I'azote du cycle imidazole de I'histidine proximale, His F8.
L’histidine distale, His E7, se trouve de l'autre c6té du noyau de
I’'heme par rapport au résidus His F8.

Dans I’hémoglobine non oxygénée, le fer se trouve a environ 0,06 nm
(0,6 A) a I’'extérieur du plan du noyau de I’héme en direction de His F8
et 'heme est donc légérement « plissé ». Lorsque O, occupe sa
sixieme positon de coordination, I'atome de fer vient se placer a 0,01
nm du plan de I’'heme. L’oxygénation de I’'hémoglobine s’"accompagne
donc d’un mouvement de I'atome de fer, de His F8 et des résidus
attachés a His F8.

Quand O, se fixe a ’'hémoglobine, la liaison entre le premier et le
deuxieme d’atome d’oxygene fait un angle de 121° par rapport au
plan de I’'heme et oriente le deuxieme atome d’oxygene a I'opposé de
I’histidine distale. Cela permet un maximum de recouvrement entre
le fer et une paire d’électrons célibataires des atomes d’oxygene en
hybridation sp?, qui forme un angle d’environ 120° avec I'axe de la
double liaison 0=0. Le monoxyde de carbone (CO) se lie a I’lheme isolé
environ 25 000 fois plus fortement que ne le fait I'oxygene. Comment,
dans ces conditions, le CO ne remplace-t-il pas totalement O; sur le
fer de I'heme? L'atmosphere contient des traces de CO et le
catabolisme normal de I’'héme lui-méme produit de petites quantités
de CO. L'explication courante est liée a I'encombrement stérique des
formes apoprotéiques de ’hémoglobine.

Quand CO se lie a I’lhéme libre, les trois atomes (Fe, C et O) sont
perpendiculaires au plan de I’'héeme, cette disposition permet un
recouvrement maximum entre la paire d’électrons célibataires de
I'oxygéne en hybridation sp dans la molécule CO et le fer Fe?.
Cependant, I'histidine distale crée un empéchement stérique pour
cette orientation préférentielle de haute affinité dans le cas de CO
mais pas pour O,. La fixation selon un angle moins favorable diminue
la force de la liaison entre I’'héme et le CO, la ramenant a une valeur
d’environ 200 fois celle de la liaison heme-0,. Toutefois, le CO est
présent normalement a des quantités traces et le réle principal de
I’'hnémoglobine est le transport du dioxygene.

L’environnement fourni par la partie protéique de I’hémoglobine est
crucial pour les interactions O,-heme. Pour qu’elle soit utile,
I'interaction doit étre totalement réversible dans des conditions
physiologiques, de maniére a permettre la capture et la libération
répétée de I'oxygene.
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A HEMOGLOBIN TETRAMER

C CONFORMATIONAL CHANGES WITH O, BINDING
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As the Fe?* moves
downward, it pulls the
attached histidine and F
helix downward as well,
causing the Hb to switch
........ from the tensed (T) to the

relaxed (R) state.
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When O, binds to the Fe?*, the heme
changes from a dome-like to a planar
conformation, pulling the Fe?* downward.
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Figure 29-1 The structure of hemoglobin (Hb).

Les résidus d’histidine des sous-unités sont un élément crucial au
fonctionnement de ’hémoglobine. L'histidine permet de transmettre
au reste du tétramere de I’hémoglobine, I'information qu’une
molécule de O, est lié par coordination ou non au fer Fe?*. Quand les
quatre hemes d’une molécule Hb sont dépourvus d’oxygéne, les
histidines de chaque sous-unités tirent I'atome central de fer en
arriere du plan de la protoporphyrine, d’environ 0.06 nm, courbant
I’'anneau de porphyrine. Ainsi, la liaison de coordination Fe*-histidine
est sous tension dans la désoxyhémoglobine, une tension qu’elle
transmet au reste de la sous-unité a ou [ et de ce fait au reste de la
molécule d’hémoglobine.

L’hémoglobine totalement désoxygénée, nommée
désoxyhémoglobine, présente une conformation dite tendue (T,
pour Tight), tandis que I'hémoglobine oxygénée (oxyhémoglobine)
présente une conformation dite relachée (R, relaxed). Elle oscille ainsi

entre ces deux états.

Souvenez-vous qu’une molécule d’hémoglobine comporte 4 sous-
unités, et peut donc par conséquent lier 4 atomes d’oxygenes. En fait,
la liaison d’une seule molécule d’oxygene ne parvient pas a faire
passer la molécule a sa conformation relachée, et elle n’est obtenue
gu’une fois les quatre molécules d’oxygéne liées a I’hémoglobine. En
fait, la liaison de I'oxygéne a ’hémoglobine tient sur un phénomeéne
de coopérativité allostérique : la désoxyhémoglobine possede une
plus faible affinité pour I'oxygéne, et tend par conséquent a la libérer
tandis que la forme R a une forte affinité pour I'oxygéne et tend a le
fixer. Les divers composants du tétramere d’hémoglobine sont
tellement étroitement liés entre eux, qu’ils forment un systeme
réciproque et qu’aucune sous-unité ne peut quitter la conformation
tendue (T) a moins qu’elles ne quittent toutes ensemble la
conformation tendue pour arriver a la conformation relachée.
Puisque de la forme de I'héeme a la conformation T inhibe
stériquement 'approche de I'O,, la désoxyémoglobine a une trés
faible affinité envers I'O,.



Lors de la fixation de la premiére molécule d'O, a Ia
désoxyhémoglobine, I'atome de fer qui se trouve a environ 0,06 nm

du plan de I'anneau de I'héme se déplace pour se situer dans le plan.
Ce mouvement est suivi par I'histidine F8 et les résidus liés a His F8.
Cela cause la rupture de ponts salins entre les résidus des quatre sous-
unités. Il s’ensuit la rotation d’une paire de protomeére a /3 de 15° par
rapport aux autres, rendant le tétramere plus compact.

De profonds changements de structures secondaire, tertiaire et
quaternaire accompagnent la transition, induite par O, de I'état T
(tendu) de basse affinité de I'hémoglobine, vers I'état R (relaché) de
haut affinité. Quand suffisamment de molécules d’O, se lient a la
molécule, assez d’énergie s’accumule et les quatre sous-unités de
I’'hémoglobine changent simultanément de conformation pour
adopter la forme relachée (R), qu’elles soient ou non lié a I'oxygene.
Dans cette conformation R, la molécule a une affinité envers
I’oxygéne qui est environ 150 fois supérieure a I'affinité a I'état tendu.
Ainsi, quand la Po; est nulle, toutes les molécules d’Hb sont a I'état
Tendu (T) et ont une faible affinité envers I'oxygene. Quand la Po; est
tres haute, toutes les molécules d’Hb sont a I'état Relaché (T) et ont
une haute affinité envers O..

Quand la Po; est élevée, comme dans les capillaires pulmonaires
(~100 mmHg), I'oxygene se fixe sur I’'hémoglobine, puis quand la Po2
est basse, comme dans le capillaires tissulaires, I'oxygene est libéré.
Ce phénomene est a la base de presque tout le transport de I'oxygene
du poumon vers les tissus périphériques. L’hémoglobine a un
comportement fortement similaire aux enzymes allostériques et la
dynamique de la réaction de I’hémoglobine avec 'O, la rend
particulierement adaptée au transport de I'oxygéne dans le corps.

Forme R

Forme T

FIGURE 6-9 Durant la transition de la forme T vers la forme R
de I'hémoglobine, la paire de sous-unités a,B, (en vert) effectue

une rotation de 15 degrés par rapport a I'autre paire de sous-

unités o, B, (en jaune). L'axe de rotation est excentré et |a paire o3,
se déplace aussi quelque peu vers I'axe. Dans cette représentation, la

paire 0,3, en beige est représentée comme fixe, tandis que la paire
a3, en vert, tourne et se déplace.

LIAISON DE L’OXYGENE

L’'hémoglobine et la myoglobine sont deux métalloprotéines
hémiques capables de lier 'oxygéne grace a la présence d’un atome
de fer Fe(ll) dans I'anneau de porphyrine. La liaison de I'oxygéne au
fer est une liaison de coordination : il n’y a pas d’oxydation du fer,
mais bien une oxygénation (I'oxydation forme de la méthémoglobine,
inactive, et se fait en trés petites quantités normalement).

Prenons le cas de la myoglobine qui fixe une molécule d’0,, plus
simple a modéliser que 'hémoglobine puisque chaque molécule de
myoglobine ne fixe qu’une molécule d’0,. La liaison, réversible, de
I'oxygéne a la myoglobine peut s’écrire par une simple réaction
d’équilibre :

Mb + 0,(g) = MbO,
Avec une constante de dissociation

[Mb][O,]

"~ [MbO0,]

La dissociation de I'oxygéne de Mb peut étre caractérisée par sa
saturation partielle Yo, définie comme la fraction des sites de liaison
de I'oxygene des myoglobines qui sont occupés par O, sur le nombre
total de molécules de myoglobines:

v. = [MbO,]  [0,]
92 = [Mb] + [Mb0O,] ~ K+ [0,]

L'oxygéne étant un gaz, on exprime habituellement sa concentration
par sa pression partielle, pO, (aussi appelée la tension en oxygéne).
On peut alors exprimer |'équation :

Yy, = pO,

z K+ pO,
On définit la Psp la pression partielle d’oxygene pour laquelle la
saturation partielle Yo, est de 50%, c’est-a-dire, que la moitié des
sites de liaison de I'oxygéne disponibles sont occupés, et la
myoglobine est a moitié saturée en O, (Yo, = 0,5). En substituant cette
valeur dans I'’équation précédente, on obtient par résolution que K =
Pso. Ainsi I'expression de la saturation partielle de la myoglobine
devient :

Y. = pO;
92 7 Py + p0,

Puisque I'affinité de I'héme pour oxygéene dépend également des
interactions entre I’héme et la partie protéique de la myoglobine, on
sait que la P50 peut varier d’'une espéce a I'autre selon les légeres
variations dans la composition de la chaine polypeptidique. Certaines
mutations peuvent affecter la capacité de fixation de I’"hémoglobine
et de la myoglobine a I'oxygéene.



Le raisonnement expliqué ci-dessus est le méme pour ’hémoglobine.

L’hémoglobine peut étre complétement désoxygénée
(désoxyhémoglobine), partiellement oxygénée, et complétement
oxygénée (oxyhémoglobine). L’hémoglobine peut fixer quatre

molécules de dioxygene, et se résumer aux équations suivantes :

Hb, + 0, = Hb,0,
Hb,0, + 0, = Hb,(0,),

Hb,(0;); + 0, = Hb,(03)3

Hb,(0,)3 + 0, = Hby(0,),
La Psg, valeur a laquelle la moitié des sites de liaison a I'oxygéne de
I’'hémoglobine sont occupés, peut varier considérablement selon les
organismes, mais dans tous les cas, elle est supérieure a la PO, de
leurs tissus périphériques. Par exemple, la valeur de Psy pour
I'hnémoglobine adulte (HbA) et [I’'hémoglobine fcetale sont
respectivement de 26 et 20 mmHg. Ainsi, pour une pression partielle
en oxygeéne donnée, I'hémoglobine feetale lie plus d’oxygene que
I’'hnémoglobine adulte puisque sa Pso est plus faible : la P50 est donc
une bonne mesure de I'affinité pour I’oxygene. Dans le placenta, cette
différence permet a I'"hémoglobine feetale d’extraire I'oxygene de
I’hémoglobine adulte du sang maternel. Toutefois, en post-partum,
I’'hémoglobine feetale n’est plus adaptée parce que sa grande affinité
envers I'O; est responsable d’une plus faible délivrance périphérique
d’0O; aux tissus systémique.

Le facteur principal qui entre en jeu dans la liaison de I'oxygéne a
I’'hnémoglobine est donc la pression partielle de I’oxygéne Py, dans le
sang. Ainsi, quand le sang est saturé en oxygene dissout (Po;), comme
c’est le cas dans la circulation pulmonaire, I’'hémoglobine se lie a de
grandes quantités d’0,. Quand la Po; est basse, ’hémoglobine libere
de I'0,. Ainsi, dans les capillaires systémiques, ol la Po, est faible,
I’oxyhémoglobine libére de 'O, qui peut alors diffuser du le plasma
sanguin au liquide interstitiel et dans les cellules des tissus.

Mis a part la Poy, plusieurs autres facteurs influent sur la quantité d’O;
libérée par I’'hémoglobine :

» Le dioxyde de carbone. Quand la Pco; augmente dans un tissu,
I’'hémoglobine libere de I’O; plus facilement. C’est pourquoi elle
libére une grande quantité d’O, quand le sang circule dans des
tissus actifs qui produisent plus de CO,;, comme le tissu
musculaire pendant I'exercice ;

» Lacidité. Dans un milieu acide, I’'hémoglobine relache de I'0O,
plus facilement. Pendant I'exercice, les muscles produisent de
'acide lactique, ce qui favorise la libération d’O, par
I’hémoglobine ;

> Latempérature. Dans certaines limites, la quantité d’O; libérée
par ’hémoglobine augmente avec la température. Les tissus
actifs produisent plus de chaleur, ce qui éleve localement la
température et favorise la libération d’O;;

COURBE DE DISSOCIATION

La courbe de dissociation de I'oxymyoglobine (myoglobine oxygénée)

suit de prés la courbe hyperbolique que donne I'équation
pO;

Pso+pO2

myoglobine céde donc une petite quantité de son O, lié pour des

précédemment donnée (YO2 = ) Sa Psp est égale a 2,8 torr. La

valeurs physiologiques normales de p0O, dans le sang. Si la courbe de
dissociation de la myoglobine est une courbe hyperbolique, elle est
différente de ’hémoglobine.

L’'hémoglobine est caractérisée par une courbe de dissociation
sigmoide (« en forme de S») et ne correspond pas a I'équation
donnée par la P50. Cette courbe montre que la quantité d’0; lié a
I’'hémoglobine change significativement en fonction des valeurs
physiologiques de la pO; sanguine. A une pression de 100 mmHg, la
saturation partielle de I'oxygéne Yo, est de 0.95 (95% des sites de
liaisons de I'oxygéne sont occupé), et a 30 mmHg, elle est de 0.55.
Ainsi, la myoglobine conserve 'O, dans des conditions ou
I’'hnémoglobine le libére.

La courbe de dissociation sigmoide de I'oxyhémoglobine a une grande
importance physiologique ; elle permet au sang de fournir beaucoup
plus d’0O; aux tissus qu’elle ne le pourrait si la courbe de dissociation
de I'oxyhémoglobine était une hyperbole ayant la méme Pso. Une
courbe de dissociation sigmoide est une indication d’interaction
coopérative entre les sites de liaison d’une protéine pour une petite
molécule ; autrement dit, la liaison d’une petite molécule modifie la
liaison des autres. Dans le cas présent, la liaison d’O, augmente
I’affinité d’Hb pour la liaison de molécules d’O; supplémentaires. A de
faibles valeurs de Po,, une légére augmentation de la pression
partielle en oxygéne n’engendre qu’une légére augmentation de la
saturation en oxygéne Yo,, reflétant |’affinité faible de ’hémoglobine
envers I'oxygene lorsqu’elle est a I'état tendue (T).
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A des valeurs de Po, modérées, la quantité d’oxygene O; liée a Hb

augmente de fagon plus abrupte, reflétant I'augmentation de
I'affinité de I'hémoglobine, a mesure que des molécules
d’hémoglobines passent de la configuration T (tendue) a R (relachée).
La forme sigmoide de la courbe de dissociation a donc plusieurs
avantages physiologiques. La partie supérieure de la courbe s’aplatit
pour former une sorte de plateau : cette partie plate signifie que
méme si la Po, du gaz alvéolaire s’abaisse quelque peu, le contenu en
03 sera peu affecté. De plus, quand le globule rouge capte I'O; le long
du capillaire pulmonaire, il persiste une grande différence de pression
partielle entre le gaz alvéolaire et le sang, alors que la plus grande
partie de 'O, a été transférée. La captation rapide et exhaustive de
I'oxygéne assure le maintien d’un gradient optimal de pression
partielle a la diffusion de I'oxygene a travers la barriere alvéolo-
capillaire. La partie inférieure et pentue de la courbe signifie que les
tissus peuvent extraire de grandes quantités d’O, pour une faible
chute de la Po; du sang capillaire.

Dans le sang artériel systémique, a I'entrée de la circulation, la P,o, de
I’oxygéne est d’environ 100 mmHg, et la saturation de I’hémoglobine
Yo2 a cette valeur est de 97,5%, ou 19.7 mL d’O,/dL de sang. La partie
dissoute d’0, directement dans le plasma ne compte que pour moins
d’1,5% du contenu total en oxygéne, soit 0.3 mL d’0,/dL de sang, ce
qui donne au total un contenu sanguin en oxygéne de 20 mL d’0O,/dL.

Dans le sang veineux systémique appauvri en oxygene, a la sortie des
capillaires des tissus périphériques, la pression partielle en oxygéne
Pyo2 n’est plus que d’environ 40 mmHg, et le taux de saturation
partielle de I’hémoglobine Yo, chute alors a ~75%, ou 15.2 mLd’O,/dL.
L’oxygéne dissout n’ajoute que 0.1 mL d’O,/dL pour un total de 15.3
mL d’O,/dL.
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Figure 29-3 A normal Hb-O, dissociation curve. The y-axis on the
right shows O, content. For the red curve (O, content of Hb), we
assume 15 g Hb/dL of blood and an O, capacity of 1.35 mL O,/g
Hb. The brown curve is the sum of the red and purple curves. The
y-axis on the left, which pertains only to the red curve, gives the
percentage of Hb saturation or So,.

La différence en oxygéne sanguin a l'entrée de la circulation
systémique et a la sortie doit correspondre a la méme quantité
d’oxygene a I'entrée et a la sortie de la circulation pulmonaire ; en
d’autres termes, I’oxygéne extrait dans la circulation systémique doit
étre renouvelé dans la circulation pulmonaire.

Dans la figure 29-3 (ci-dessous), cette quantité qui est délivrée dans
les capillaire systémique correspond a la partie de la courbe entre les
points U et a: la différence entre les points a (saturation partielle
artérielle, Y,02) et ¥ (saturation partielle veineuse) correspond a la
qguantité d’oxygéne qui a été extraite dans les capillaires systémiques.
C'est cette quantité qui doit étre renouvelée dans la circulation
pulmonaire, avec la coopération de Iaffinité plus élevée de
I’'hnémoglobine envers I'oxygéne.

La quantité d’oxygéne extraite doit donc correspondre a la quantité
qui est ajoutée par la respiration: si I'extraction tissulaire est
supérieure a I'insertion pulmonaire, il y a alors un déficit en oxygéene.
Ce déficit doit étre rapidement réglé, sinon il méne a une hypoxie
tissulaire, situation dangereuse. On calcule la délivrance en oxygéne
en soustractant la saturation veineuse en oxygéene de la saturation
artérielle en oxygene :

20.0mLO, 15.3mLO,
dL desang dL desang

AC(a - \_7)02 =

= 4.7 mL 0,/dL de sang

Nous avons dit plus tot que la saturation partielle de I’hémoglobine
pour chacune le sang artériel et veineux était respectivement de 19.7
mL et de 15.2. Ainsi la délivrance de I'oxygéne depuis I’'hémoglobine
est de 4.5 mL d’02 par décilitre de sang, soit prés de 96% de la
délivrance en oxygene. En tenant compte du débit cardiaque, on peut
calculer le coefficient d’extraction :

Vo, = Q X AC(a —¥)o, = (fc * Vgs) X AC(a — V),

_ 5000 mLdesang 4.7 mLdeO,
B min 100mL de sang

= ~ 235 mL O,/min

Puisque I'oxygene dissout dans le sang ne contribue que tres peu a la
délivrance de I'oxygéne, il apparait évident qu’une diminution de
d’oxyhémoglobine va plus vite avoir de répercussions. L’anémie est
une condition marquée par un manque d’hémoglobine, ou par une
hémoglobine anormale, et se caractérise par un mauvais transport du
dioxygéne dans le sang. Les différents types d’anémies seront
envisagés dans le module hématologie. Le corps peut compenser une
diminution de ’hémoglobine de deux fagon, soit en augmentant le
débit cardiaque, soit en déplagcant le point de la courbe ¥ (sang
veineux mélé), augmentant le travail respiratoire.



L’anémie est donc souvent accompagné d’une augmentation du débit

cardiaque, avec une tachycardie et des palpitations, et d’une
augmentation de la fréquence respiratoire et une paleur, et parfois
une dyspnée a l'effort. Si une diminution de I'hémoglobine est
néfaste, alors on peut supposer qu’augmenter son contenu devrait
augmenter le contenu total en O, dans le sang (et donc la délivrance),
fournissant ainsi un avantage compétitif pour les athlétes. Méme
chez l'individu normal, la concentration d’hémoglobine dans le
cytoplasme des globules rouges est déja extrémement élevée.
L’hypoxie (e.g, adaptation en haute altitude) méne a une production
accrue d’érythropoiétine, une hormone sécrétée par le rein qui
augmente la production de globules rouges mais aussi d’hémoglobine
par globule rouge. De fait, plusieurs instances sportives ont été
fortement médiatisées dans la presse internationale parce que leurs
athletes s’étaient injectés des érythrocytes ou de I'érythropoiétine
recombinante. Toutefois, une augmentation excessive de
I’hnématocrite — condition appelée polycythémie — a pour effet
d’augmenter la viscosité du sang et donc la résistance a I’écoulement.
Les conséquences incluent une pression sanguine augmentée a la fois
dans les circulations systémique et pulmonaire, et un déséquilibre de
la ventilation-perfusion, menant a I’hypoxie. Ainsi, I’hématocrite
optimale — autour d’environ 45% - est celui qui arrive a fournir une
délivrance maximale d’O; avec une viscosité raisonnable. La couleur
pourpre de I'hémoglobine désaturée est responsable d’un signe
clinique appelé cyanose, coloration violacée de la peau et des
membranes muqueuses. La cyanose ne résulte pas de I'absence
d’oxyhémoglobine (hémoglobine oxygénée), mais bien de la présence
de la déoxyhémoglobine (hémoglobine non oxygénée). Ainsi, un
patient anémique avec peu d’oxyhémoglobine peut avoir un faible
taux de désoxyhémoglobine, a un taux trop faible pour qu’il y ait une
cyanose. La cyanose se détecte donc moins vite chez le patient
anémique.

Plusieurs autres facteurs peuvent moduler la délivrance en oxygene
en agissant sur I'état de conformation de I’hémoglobine (Tendu ou
Relaché), déplagant ainsi la courbe de dissociation de
I’'oxyhémoglobine. Ainsi, la forme T (tendue) — qui tend a délivrer
I'oxygéne plutot que le fixer — est favorisé a pH faible, a forte
concentration de CO, (Pco; élevée) et en présence de 2,3-
biphosphoglycérate, un métabolite particulier formé dans les
érythrocytes a partir d’'un intermédiaire de la glycolyse. Ces trois
facteurs favorisent la libération de I'oxygene lorsque le sang circule a
travers les tissus, tandis que la forme R est favorisée a pH élevé, a
faible pression partielle de CO; et une faible concentration de 2,3-
BPG. Il faut retenir que le facteur essentiel de la fixation de I'oxygéne
a ’hémoglobine est la pression partielle en O, dans le sang (élevée
dans la circulation pulmonaire, faible dans la circulation systémique)
et que la forme sigmoide de la courbe résulte d’un mécanisme
coopératif (allostérique) de liaison de I'oxygéne aux quatre sous-
unités de ’hémoglobine.

LA GLOBINE EMPECHE L'OXYHEME DE S’AUTO-OXYDER (G.
VOET, BIOCHIMIE)

Non seulement la globine modifie I'affinité de I’lhéme pour I'oxygéne,
mais elle rend possible la liaison réversible de I’'oxygéne. L'heme-Fe(ll)
seul est incapable de lier O, de fagon réversible. Plus exactement, en
présence d’0; il s’auto-oxyde irréversiblement pour donner la forme
Fe(lll) avec la formation intermédiaire d’un complexe ou O, établit un
pont entre les atomes de fer de deux hemes. Cette réaction peut étre
inhibée en substituant sur I’héme des groupements encombrants qui
empéchent par encombrement stérique le rapprochement étroit face
a face de deux hemes. De tels complexes porphyrine-Fe(ll) dits
« complexes cloturés » lient réversiblement O,. Le c6té arriere de
cette porphyrine est dégagé et complexé avec un imidazole substitué
de maniére identique a celle de Mb et d’Hb. Les globines de Mb et
d’Hb empéchent I'auto-oxydation de I'oxyheme en I'entourant,
formant une crevasse qui contient I’heme et 'empéche d’interagir
avec d’autres hemes voisines. Les chaines latérales de propionate se
I’'heme sont exposées au solvant aqueux.

ISOFORMES DE L’'HEMOGLOBINE




