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Resonance paramagnetique electronique
des cristaux d'hemoglobine

par D. J. E. Ingram
Universite de Southampton

La molecule d'hemoglobine est si grande (eile contient environ
10.000 atomes) qu'aucune information detaillee sur sa structure ne peut
etre obtenue par les methodes usuelles d'investigation, telles que rayons X
cristallographie ou absorption infrarouge. Comme elle contient un atome
de fer au centre de chaque plan porphine, on a pense qu'une information
detaillee concornant cette structure centrale pourrait etre obtenue par
resonance paramagnetique electronique. Le resultat des experiences faites

jusqu'ici [1] a montre que cette methode est en fait tres fructueuse pour
l'etude de tels complexes metallo-organiques, et le genre d'information ainsi
obtenu peut etre divise en deux classes: (i) les details concernant les orbites
formant la liaison chimique et qui entourent 1'atome central de fer; ils

peuvent etre obtenus par les grandeurs des facteurs « g » observes; et (ii) la
determination du plan d'inclination des groupes porphine par la variation
d'angle des facteurs « g ». Ces derniers resultats sont d'un interet particulier
etant donne qu'ils peuvent etre combines avec les donnees tirees des

rayons X [2] pour obtenir de plus amples details sur la structure de la
molecule qu'aucune technique ne pourrait donner par elle-meme.

Comme les atomes de fer sont presents seulement en petite concentration

et comme les cristaux ne peuvent etre beaucoup grossis, toutes les

experiences ont ete faites avec des frequences entre 25.000 et 50.000 Mc/s,
et ä la temperature de l'hydrogene liquide [3].

Le plan porphine de la molecule d'hemoglobine contient un atome de

fer central entoure d'un carre de quatre nitrogenes, avec la proteine globine
attachee en dessous, au cinquieme point de coordination. Le sixieme point
de coordination en dessus est occupe par un groupe quelconque 02, C02,
CN, II20, etc. Dans sa forme la plus facilement cristallisable, la myoglobine
a l'atome de fer dans l'etat Fe+ + + avec une molecule d'eau attachee au
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sixieme point de coordination. On a done pense que cinq transitions electro-

niques, centrees sur g 2,0, seraient obtenues de 1'ion ferrique, comme
dans le cas de tous les autres sels ioniques ferriques etudies. Cependant
on a decouvert que seule une transition electronique etait observable et que
celle-ci avait une valeur « g» tres anisotrope variant de 6,0 ä 2,0. Cela ne

peut etre explique que si l'on suppose qu'un tres fort champ cristallin non
cubique agit sur l'atome de fer, de telle maniere qu'une large separation
champ-zöro des niveaux de l'etat inferieur 6S se produise, sz ± y2

etant au moins ä 10 cm
1 au-dessous du doublet le plus voisin. Une valeur de

g 6,0 est alors obtenue si le champ magnetique est applique dans n'im-
porte quelle direction dans le plan porphine, et de g 2,0 s'il est applique
suivant la normale du plan. La valeur g est ensuite donnee dans n'importe
quel angle intermediate par g2 4 (1 + 8 sin2 0).

Cette tres grande variation de la valeur g peut ensuite etre utilisee

comme methode pour determiner l'orientation du plan porphine en se

r^ferant aux axes cristallins exterieurs, et par lä, l'aspect exterieur de la
molecule [2] et la direction des chaines polypeptides [4], chacune d'entre
eile pouvant etre deduite des experiences avec les rayons X. Une telle
determination pour la methemoglobine de cheval [5] est illustree dans les

figures 1 et 2. Dans la figure 1 les variations de la valeur « g » pour les quatre
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atomes de fer par molecule sont tracees suivant la rotation du cristal dans

le plan « ab ». On peut voir que deux d'entre elles atteignent le minimum
absolu de 2,0 dans ce plan ä ± 32° de Taxe «a », et ceci done determine
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immediatement la direction de la normale ä chaque plan. Le minimum
2,5 de la valeur « g» associee aux deux autres montre que leurs normales

doivent etre ä 13° du plan ab, et l'orientation des quatre plans porphines
est done comme la figure 2 le montre.

L'autre genre d'information qui puisse etre obtenu provient d'une etude

d'autres derives chimiques. Ainsi le derive azide a une transition avec une
valeur de «g» variant de 1,7 ä 2,8 en passant par la valeur du spin-libre,
correspondant ä une liaison covalente <P sp3 avec hybridation orbitale
considerable. Le derive OH donne egalement une variation semblable de

la valeur «g», avec une autre transition d'une variation beaucoup plus
grande quand pH > 10. On espere qu'une etude soignee de ces effets et

d'autres derives donnera des informations detaillees sur la liaison chimique
effective de l'atome de fer dans la molecule d'hemoglobine.

1. Bennett, J. E. and D. J. E. Ingram, Nature, 177, 275 (1956).
2. Bragg, Sir Lawrence, and M. F. Perutz, Proc. Roy. Soc., A 225, 315 (1954).
3. Ingram, D. J. E., Spectroscopy at Radio and Microwave Frequencies, Ch. 4,

Butterworths, 1955.
4. Kendrew, J. C., Progr. in Biophysics and Biophysical Chem., 4, 244 (1954).
5. Ingram, D. J. E., J. F. Gibson and M. F. Perutz, Nature, 178, 906 (1956).

A

C

b

FIGURE 2
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