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Résumé

La diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA) permet de sonder les propriétés sta-
tiques de la matiere sur une échelle spatiale allant de quelques dixiemes a quelques di-
zaines de nanomeétres. Cette technique est ainsi particulierement bien adaptée a 1’étude
des macromolécules en solution. Il est possible d’accéder a des grandeurs moyennes qui
caractérisent la conformation qu’adoptent les macromolécules ou leurs interactions ther-
modynamiques. Le cours expose & des non spécialistes les différentes grandeurs mesurables
et les méthodes a utiliser pour y accéder. En particulier sont abordées : 1) les mesures ef-
fectuées dans la limite du vecteur de diffusion nul qui sont liées aux fluctuations de concen-
tration; 2) les notions de facteur de forme, de facteur de structure ... 3) les différentes
facon de jouer avec le contraste. Les notions introduites sont illustrées par des exemples
didactiques empruntés a la littérature et concernant des macromolécules biologiques en
solution.
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INTRODUCTION

Les techniques de diffusion élastique de rayonnement permettent d’accéder aux propriétés
statiques de la matiere, la facon dont les objets qui la constituent occupent I’espace, s’organisent
et interagissent. Le terme de diffusion concerne des techniques sondant ces propriétés a une
échelle plus grande que celle des distances interatomiques qui sont le domaine de la diffraction
et de la cristallographie. Loin de la résolution atomique, la diffusion de neutrons aux petits
angles (DNPA) permet par exemple I’étude de la conformation globale d’objets de grande
taille. Contrairement a la microscopie, les informations obtenues sont des grandeurs statistiques
moyennes obtenues sur I’ensemble d’un échantillon de taille macroscopique. Ce texte est une
introduction & la DNPA appliquée a I’étude des macromolécules biologiques en solution et non
une revue exhaustive et détaillée de ces études. Dans la premiere partie le vocabulaire et les
notions de base sont introduites, nous montrerons en particulier I'importance de la notion de
fluctuation. La deuxieme partie est consacrée a la notion de facteur de forme d’un objet. La
troisiéme partie concerne un aspect spécifique a la DNPA qui est 1ié a 'origine nucléaire de
I'interaction des neutrons avec les atomes et qui permet de jouer avec la notion de contraste.
Les différentes notions introduites sont illustrées par des exemples empruntés a la littérature
sélectionnés avant tout pour des raisons didactiques et liées a la structure du cours.

1 LES PRINCIPES DE BASE

Dans son principe, une expérience de diffusion de neutrons aux petits angles est similaire
aux autres expériences de diffusion de rayonnement (rayon X, lumiere).
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1.1 Définitions et notations

Lors d’une expérience de diffusion de rayonnement, 1’échantillon étudié est placé sur le trajet
d’une onde plane, monochromatique de longueur d’onde A, dont 1’équation de propagation
s'éerit (z,t) = 1P - @ R0%) ol w est la pulsation et kg = 27/A la norme du vecteur
d’onde. Cette onde peut étre vue comme un ensemble de particules (neutrons) se déplagant a
la méme vitesse et dans des directions paralleles. Lorsque cette onde interagit avec un atome
de T’échantillon, elle est diffusée dans toutes les directions. L’onde diffusée est sphérique. On
supposera une diffusion élastique, c’est a dire que les ondes incidente et diffusée ont la
méme longueur d’onde. La probabilité qu’une particule soit diffusée est proportionnelle a 'aire
o d’une surface caractéristique de l'interaction entre I’atome et le rayonnement considéré. Cette
aire est la section efficace de diffusion, elle correspond a la surface de ’atome ”vue” par
ce rayonnement. L’intensité de 1'onde diffusée sur 47 stéradians (nombre total de particules
diffusées par unité de temps) est Loy = o, ol P est le flux de particules incidentes. La section
efficace peut s’écrire sous la forme o = 47b?, o1 b appelé longueur de diffusion de I’atome
caractérise la portée des interactions entre les particules et I’atome. Pour un détecteur d’aire
s situé a une distance D de 'atome diffuseur, 'intensité I recueillie est proportionnelle au
rapport des aires Q = s/4wD?, soit I'angle solide formé par le détecteur vu depuis le centre

diffuseur : I = & = ® (b/D)* s. Cette intensité est le carré de Ponde qui s'écrit :

b .
W =gopye T (1.1)

Dans le cas de la diffusion de lumieére ou des rayons X, la longueur de diffusion est une pro-
priété du cortege électronique des atomes. Par contre dans le cas des neutrons, l'interaction
est nucléaire. La longueur de diffusion dépend de 'isotope que l'on considere ce qui permet
d’utiliser des techniques de marquage (cf. partie 3).

Les ondes diffusées par plusieurs atomes interferent. Le résultat de ces interférences sur
le détecteur dépend des différences de phase des ondes diffusées. Par rapport a une origine
O, l'onde de vecteur k:1 diffusée par un atome situé¢ en M tel que O—]\j 7 est déphasée
de r(kl — ko) = 7 - q. Le vecteur ¢ = k1 — ko est le vecteur de diffusion, sa norme est
q = sin(0/2)4w /X, ot 6 est I'angle de diffusion. Si ¢(0, ) est Ponde diffusée par 1'origine, 'onde
diffusée par ’atome en M est

P(r,t) =(0,1) - €77 (1.2)

Le vecteur de diffusion permet de superposer des figures d’interférence obtenues a des angles
ou a des longueurs d’onde différents. Sa norme est homogene a l'inverse d’une longueur. C’est
a cette longueur a laquelle il est fait référence lorsque l'on parle d’échelle d’observation.
L’onde v diffusée par les n atomes de I’échantillon est la somme des ondes ; diffusées par
chaque atome. Si le détecteur est situé a une distance beaucoup plus grande que la taille de
I’échantillon, les n atomes sont vus depuis ce détecteur sous le méme angle de diffusion. On a :

v= 0 S e (1.3)
i=1

L'intensité diffusée est I = ¢? = " = (¢§/D?) x 37 327 bib;e'T (7 =75). Pour s’affranchir des
dépendances triviales en ¥3 et D?, on définit la section efficace différentielle de diffusion :

= i i bibjeiq"(ﬁirﬂj) (14)
iog
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Lorsque les atomes sont groupés en molécules de petite taille comparée & ¢!, les ondes
diffusées par les différents atomes d’une molécule sont en phase et leurs amplitudes s’ajoutent,
la molécule est vue comme un point. Dans I'équation 1.4, V(i,5),q - (7; —7;) — 0 et L(q) =
7 b¢)2. Une telle molécule se comporte donc comme un diffuseur élémentaire dont la
longueur de diffusion est la somme des longueurs de diffusion des atomes qui la constituent.
Par la suite, nous considérerons les interférences entre les ondes diffusées par ces diffuseurs
élémentaires. Dans la pratique ce sont les petites molécules constituant un liquide ou les mo-
nomeres d’une macromolécule.

1.2 Diffusion par des objets non ponctuels, facteur de forme

Soit un ensemble de N diffuseurs élémentaires de longueur de diffusion b, regroupés en
n objets identiques de N diffuseurs chacun. Dans ’équation 1.4, on peut séparer les termes
concernant les interférences entre diffuseurs appartenant au méme objet et ceux concernant les
interférences entre diffuseurs d’objet différents :

n

N N n N N
OB YL ED 3 9 WL
i g h k ¢ j

Cette expression comporte (nN)? termes dont nN? tels que h = k et n(n — 1)N? ~ n?N? en
moyenne identiques tels que h # k: . (q)/b*> = n ZZ Zﬁ U0 (T, =Tin) 4 Zi\}i Zij e (Tin =T5).
On utilise plutot des grandeurs normalisées :

N N R
7 Pla) = 303 e )
q in Jn
m = P(q) —|—TLQ (q) avec ]G ‘K’ . - (16)
Q) = S5 )
th Jk

La grandeur Q(q) reflete les interférences entre les ondes diffusées par des atomes appartenant
a des objets différents (terme ”interobjet”), tandis que P(gq) concerne les ondes diffusées par
les atomes d’un méme objet (terme ”intraobjet”). Ce dernier est celui auquel on accede lorsque
n — 0, c’est a dire pour un systeme tres dilué.

Z(q)

b2 X nN2 _— - P(q) (17)
P(q) est le facteur de forme des objets et contient l'information concernant les corrélations
entre les positions des diffuseurs élémentaires d’un méme objet. Dans beaucoup de cas, ce fac-
teur de forme dépend des interactions avec les objets voisins. Par exemple une chaine polymeére
seule en bon solvant adopte une conformation ”gonflée” due aux interactions répulsives de
volume exclu qu’exercent les monomeres entre eux. Par contre, en présence d’autres chaines
ces interactions sont écrantées et la chaine adopte une conformation aléatoire Gaussienne. On
comprend alors que diluer le systéme pour mesurer P(g) n’a pas toujours de sens.

L’équation 1.7 peut s’écrire sous la forme [ﬂ(q) /bQ]neo =n (NQP (q)) Cela signifie
que : 1) Lorsqu’il n’y a pas de corrélation entre objets, I'intensité diffusée est la somme des
n contributions individuelles de chacun d’eux. Les objets diffusent de fagon incohérente.
2) La contribution d’un objet est telle que ce sont les amplitudes des ondes diffusées par les
diffuseurs élémentaires d’un objet qui s’ajoutent (d’oti le facteur N?) et non pas les intensités.
Les diffuseurs élémentaires d’'un méme objet diffusent de fagon cohérente.
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1.3 Facteur de forme et facteur de structure

La section efficace différentielle de diffusion peut s’écrire en faisant intervenir les centres de
gravité h et k des objets : 5) = (E + k‘_])) + hk. Considérons des objets de forme quelconque
ayant tous la méme orientation, ou des ob _]etb sphériques. Alors pour chaque point j d’un ob Jet
de centre de grav1te k, il existe un point j° d’un objet de centre de gravité h tel que k] = hj ,
soit ih + k:j =45’ qui est indépendant de h et k. L’équation 1.5 est donc finalement factorisable

- =
sous la forme : .#(q) = b2 37 I e~ i@k 5 SN Zj\/f e~ soit :

Plg) = 325> e 10
Z(9) = P(q) x S(q) avec v i _ (1.8)

b2 x nIN?

Expression dans laquelle on retrouve le facteur de forme P(q). La grandeur S(q) est le facteur
de structure et contient I'information sur les corrélations entre les positions des centres de
gravité des objets.

Réécrivons le facteur de structure en isolant le terme h=k pour lequel e~¢"* = 1, on a
S(@) = 2505 (14 X e ) = 14+ L 50 Y0 e P, do
S(g—o0)=1 (1.9)

Dans la pratique cette limite est atteinte pour des valeurs de ¢ suffisamment grandes comparées
a linverse de la taille caractéristique, R, des objets (cf. exemple 1.10). Il s’ensuit que dans ce
domaine de vecteur de diffusion, la mesure n’est sensible qu’au facteur de forme :

Z(q) _
b2 x nN2)qR>>1 =P(q) (1.10)

Au contraire pour la limite ¢ — 0, P(¢ — 0) = 1, la section efficace différentielle s’écrit alors
(g — 0) = (bN)* x nS (q) (1.11)

ce qui correspond a la diffusion par n objets ponctuels de longueur de diffusion bN chacun.

1.4 Diffusion par un milieu homogeéne

On considere la longueur de diffusion b d’un élément de volume v d’un échantillon. Le
rapport p = b/v est appelé densité de longueur de diffusion. Un milieu est parfaitement
homogene si cette densité est constante dans tout 1’échantillon et quelle que soit la dimension
de I’élément de volume considéré jusqu’au volume atomique. L’échantillon est un cristal parfait.
Dans ce cas, il existe des directions privilégiées, correspondant a une famille de vecteurs de
diffusion ¢*, pour lesquelles les ondes diffusées par deux plans réticulaires voisins distants
de d;; sont en phase : q - d;j = n - 2w. Clest la loi de Bragg. Elle donne les directions des
maximums d’interférence. Du fait de la périodicité du cristal et si celui-ci a une taille infinie,
les ondes diffusées par une infinité de plans réticulaires sont en phase et contribuent de facon
constructive a l'intensité mesurée pour ces vecteurs de diffusion. Pour une valeur de ¢ tres
proche mais différente d’une des valeurs particulieres ¢*, il existe une petite différence de phase
entre les ondes diffusées par deux plans voisins. Différence qui augmente de proche en proche
pour des plans de plus en plus éloignés. Finalement il existe un plan réticulaire dont ’onde
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diffusée est en opposition de phase avec celle diffusée par le premier. L’onde résultante s’annule.
Par contre, si le cristal a une taille finie, sa dimension L limitera la possibilité précédente. C’est
ce qui conditionne la largeur Ag d’un pic de Bragg pour un cristal parfait. Si pour ¢L = n27w
les ondes diffusées sont en phase (maximum d’interférence), alors pour (¢+Aq)L = (n+ 1) 2m
elles sont en opposition de phase (intensité nulle), d’ou la largeur du pic Ag = 7/L. L’intensité
mesurée en fonction du vecteur de diffusion se résume donc & des pics dont la largeur est
inversement proportionnelle a la dimension du cristal. C’est le domaine de la diffraction. Entre
ces pics I'intensité est nulle. C’est le domaine de la diffusion.

Un milieu homogeéne ne diffuse pas. ‘

Il diffracte & ¢ = 0, mais cette diffraction n’est pas mesurable car elle se confond avec le
faisceau transmis & travers I’échantillon. 11 diffracte & grand vecteur de diffusion (¢~! de I'ordre
de grandeur des distances inter atomiques), mais & cette échelle il n’est plus homogene.

1.5 Diffusion et fluctuations

Soit un gaz de n diffuseurs de longueur de diffusion b. Le volume V' est divisé en V/v
volumes élémentaires correspondant & celui d’un diffuseur. La fraction volumique occupée par
les diffuseurs est * = nv/V. A un instant donné, certains éléments de volume sont vides
(b; = 0). Mais du fait de l'agitation thermique, ils sont susceptibles de contenir un diffuseur &
un autre instant (b; = b) durant la mesure. La section efficace différentielle est une moyenne
sur tous ces états microscopiques possibles par lesquels passe I’échantillon. Chaque élément de
volume étant susceptible de diffuser & un moment donné, les interférences sont calculées en
effectuant la double somme de I'Eq.1.4 sur les V/v éléments de volume :

V/vV/jv V/vV/v
S(q) = <Zzbibjeiqi(ﬁﬁ)> — ZZ (bib;) x i (7 —75) (1.12)
J ]

i

En moyenne la longueur de diffusion d’un élément de volume est (b) = bx. Pour un élément de
volume donné, ’écart & cette moyenne est Ab; = b; — (b). Par définiton Ab; est nul en moyenne.
Le produit (b;b;) = ((Ab; + (b)) - (Abj + (b)) est donc égal a

(bibj) = (Ab;Ab;) + (b)” (1.13)

Introduit dans I’Eq.1.12 le second terme de cette somme correspond & la diffusion par un milieu
homogene constitué de diffuseurs de longueur de diffusion (b) uniformément répartis. Ce terme
est nul et on obtient une expression tres générale :

V/vV/jv

F(q) =YY (AbjAb;) T (1.14)

Seules les fluctuations, spatiales ou temporelles, de
longueur de diffusion contribuent a ’intensité diffusée.

(Ab;Abj) /b* = (Ax;Az;) est la fonction de corrélation de paire des fluctuations de
densité du gaz. Pour un gaz parfait il n’existe aucune corrélation entre la densité d’un élément
de volume et celle d’un élément voisin. La longueur de corrélation des fluctuations correspond
a la taille d’un diffuseur élémentaire. Pour un élément de volume ¢ donné, le produit Az;Ax;
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est nul en moyenne excepté pour ¢ = j. La double somme de I'Eq.1.14 se résume donc & V/v
termes identiques indépendants de q :

7 (q) = bzg (Az?) (1.15)

Les fluctuations de la densité de 1’élément de volume v sont liées a la compressibilité isotherme
kp = (1)V -dP/d(1)V)) ™" = v/kTx DY ()%, ou kT est énergie thermique. Les diffuseurs
élémentaires sont ici des points, la section efficace de diffusion ainsi calculée est donc une
grandeur macroscopique qui correspond a la limite ¢ — 0. Finalement on obtient un résultat
tres général car il s’applique également aux solutions :

y(q — O) Ty AL 2
Pour un gaz parfait, qui correspond a la limite n/V — 0, on a kp = (an/V)fl, d’ou
y(q—>0)/V:| — 2 (1.17)
n/V n/V—0

qui exprime que les intensités diffusées par les n diffuseurs s’ajoutent. L’expression 1.16 est a
comparer a I’équation 1.11, on obtient pour le facteur de structure : S(¢ — 0) = (n/V)kT k.

1.6 Espace direct et espace réciproque

Pour des raisons calculatoires, un formalisme de milieu continu est souvent préférable. Pour
Pexprimer, on utilise la fraction volumique locale (ou densité locale) en diffuseurs élémentaires :
z(F) = 3.7 6(F—7;), out § est la fonction de Dirac telle que §(0) = 1 et §(7* # 0) = 0. L’équation
1.14 devient :

Z(q) :bQ/Vdrg/V(Am(Fl)Ax(Fg»ei‘j'(”?l_’?"‘)drl (1.18)

Si le milieu est isotrope, la fonction de corrélation de paire (Az(7;)Ax (7)) ne dépend que de
la norme de 7 = 7y — 7, soit : (Ax(7)Az(f)) = (Az(0)Axz(r)) = g(r). Ce changement de
variable nous donne : . (q) = b? [, dr [;, g(r)e™*T"dr, soit :

S (q) =V [ g(r)e CTdr (1.19)
/

Ce qui exprime que I'on mesure la transformée de Fourier de g(r). Cette fonction de corrélation
de paire représente la probabilité de trouver un diffuseur élémentaire a une distance r d’une
origine choisie au hasard. Souvent on utilise la fonction de distribution des distances ou
fonction de distribution radiale définie par p(r) = 47r? x g(r).

Extraire de la mesure la fonction de corrélation g(r), c’est a dire passer d’une représentation
dans ’espace réciproque a une représentation dans I’espace réel, est numériquement assez lourd.
Il ne suffit pas d’effectuer une transformée de Fourier inverse pour deux raisons. D’une part
on mesure rarement la totalité du spectre d’intensité diffusée et d’autre part il est absolu-
ment nécessaire de tenir compte de la résolution instrumentale. En DNPA la résolution est
généralement une fonction du vecteur de diffusion [1] car le monochromateur est tel que AX/A
est constant, tandis que la géométrie du détecteur et de la collimation sont telles que A#
est constant. Tenir compte de cette fonction d’appareil n’est donc pas une simple opération
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de déconvolution. La méthode la plus employée pour effectuer ces opérations est dite ”trans-
formée de Fourier indirecte” [2]. Elle consiste & 1) paramétriser g(r); 2) calculer la section
efficace théorique de diffusion en effectuant numériquement la transformée de Fourier de g(r)
pour des valeurs initiales des parametres ; 3) convoluer par la fonction d’appareil ; 4) comparer
le résultat du calcul & la mesure et optimiser les parametres afin de minimiser 2.

1.7 Diffusion cohérente et incohérente

Implicitement nous avons considéré jusqu’ici un ensemble d’atomes de longueur de diffusion
identique, dans la réalité c’est rarement le cas. Par exemple, le spin 1/2 des neutrons implique
que méme lorsque les atomes de 1’échantillon sont tous identiques mais ont eux-méme un spin
nucléaire non nul, leur longueur de diffusion dépend de leur état de spin. Ainsi les neutrons
voient un mélange de diffuseurs ayant des longueurs de diffusion différentes et dont les positions
dans D'espace fluctuent et ne sont pas corrélées. Ces fluctuations de densité de longueur de
diffusion contribuent & l'intensité diffusée. La section efficace différentielle de diffusion . (q) =
S0 32 (biby) e'atrimTs) $écrit de fagon identique & celle d'un gaz :

Fla)=n ((0?) = ®)F) + 6 YD et (1.20)

La grandeur b2, = (b)? est appelée section efficace de diffusion cohérente et b2, = (b*) — (b)?
section efficace de diffusion incohérente. Cette derniere contribution a Iintensité diffusée est
indépendante de q. On appelle ”diffusion incohérente” toutes les contributions a lintensité
diffusée dues a des fluctuations de longueur de corrélation tres courte comparée aux longueurs
g~ ! de la DNPA. C’est par exemple les fluctuations de composition isotopique (un ensemble
d’atomes d’une seule espece chimique peut étre un mélange d’isotopes de longueurs de diffusion
différentes), ou les fluctuations de densité du solvant (liées a sa compressibilité) dans le cas
d’un mélange soluté-solvant. La soustraction de I’ensemble de ces contributions conduit a la
section efficace différentielle de diffusion cohérente : .7.ou(q) = (b)* 37 > etatrimrs)
C’est uniquement de cette section efficace qu’il s’agira par la suite.

1.8 Meélange solvant-soluté, notion de contraste, principe de Babinet

On considere une solution dont le soluté occupe une fraction volumique x, et dont b, v,
p = b/v sont respectivement la longueur de diffusion, le volume moléculaire et la densité de
longueur de diffusion. Notons xg, by, vy et py les mémes grandeurs relatives au solvant. La
densité moyenne de longueur de diffusion est (p) = px + poxo. Pour un élément de volume i de
léchantillon, ’écart & cette densité moyenne est Ap; = (px; + poxo;) — (p) = pAx; + poAxg;,
ou Ax; représente 1’écart a la concentration moyenne en soluté. Si le milieu est incompressible
alors g = 1 — x et Axg; = —Ax;, dott Ap; = (p — po)Az;. La fonction de corrélation des
fluctuations de densité de longueur de diffusion est donc :

(Apildps) = (p — po)? (AziA;) (1.21)
L’équation 1.14 devient

V/vV/jv
F(q) = v (p = p0)> Fromie(@)  avee  Fioms(q) = D (AziAwy) 7T (1.22)
i
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Le facteur v%(p—po)? = (b—bov/vp)? est le facteur de contraste entre le solvant et le soluté.
Il représente le carré de la différence de longueur de diffusion entre un diffuseur élémentaire
du soluté et les v/vy molécules de solvant qui occupent le méme volume. L’équation 1.22
montre que la diffusion est proportionnelle au facteur de contraste et & un terme d’interférence,
Fsoluté(q), qui ne dépend que du soluté. Fonts(q) est la fonction de diffusion partielle du
soluté. Le méme calcul peut étre fait en considérant cette fois le solvant. Ce qui montre que
les deux fonctions de diffusion partielles sont identiques : -Zolute(q) = Fsolvant (¢). Ce résultat
est connu en optique & la suite des travaux de Jacques Babinet (XIX®™¢ S.) qui remarqua que
les figures de diffraction produites par deux écrans complémentaires sont identiques.

La diffusion est proportionnelle au facteur de contraste
entre le solvant et le soluté.

Le terme d’interférence n’est lié qu’aux corrélations
des fluctuations de concentration du soluté.

L’expression 1.22 est analogue a celle obtenue pour un gaz a ceci pres que les fluctuations de
densité sont remplacées par les fluctuations de concentration du soluté. Par exemple, la section
efficace différentielle de diffusion cohérente a ¢ — 0 sera proportionnelle & la compressibilité
osmotique : (Cdn/ dC’)fl. Si C' est la concentration en soluté exprimé en masse par unité de
volume, I’équation 1.16 devient :

2

=0y (S kr (Cdracy (1.23)
% M

ol M est la masse moléculaire du soluté. A la limite C' — 0, la solution est idéale (Cdr/dC) ™" =

(kTC/M)~". L’équation 1.17 devient :

W]H _ (W)QM (1.24)

Dans le cas ou le soluté est une macromolécule faite de N diffuseurs élémentaires de longueur
de diffusion by, masse m; et de volume v;. Alors M = Nmy, v = Nvy et b = Nby. L’équation
précédente devient :

L (q—0)/V

- (1.25)

2
] — K2M  avee K2 -— <l)1—l)0v1/vo)
C—0

my

La grandeur K? est caractéristique du couple ” diffuseur élémentaire / solvant”. Elle est calculée
a partir de leurs formules chimiques. I’Eq.1.25 montre alors la fagon dont la mesure permet
d’accéder a la masse moléculaire de la macromolécule.

Pour des macromolécules en interaction faible telle qu’en solution diluée, la pression osmo-
tique peut s’écrire sous la forme d’un développement du viriel : 7 = kT'(n/V)(1+asen/V +--+)
ol ag est le coeflicient d’interaction a deux corps. C’est une grandeur homogene a un volume qui
pour des spheres dures de rayon r est égal & az = 16772 /3 [3]. Il est d'usage d’utiliser la concen-
tration C' = nM/V et le coefficient M Ay = az/M homogene a l'inverse d’une concentration
(concentration d’emplilement compact pour des sphéres), on obtient pour la compressibilité
osmotique (Cdr/dC)™" = kT(C/M)(1 — 2a;C/M + ---). D’olt pour lintensité diffusée :

S (q—0)/V  [FL(q—0)/V
C N { C

Le coefficient d’interaction a deux corps est donc directement accessible a partir de la dépendance
en concentration de l'intensité diffusée.

} (1—2MAC + ) (1.26)
C—0
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1.9 Exemple 1 : Compressibilité de la myoglobine

Le développement des techniques des hautes pressions hydrostatiques suscite des expé-
riences pour lesquelles la pression devient un parametre thermodynamique pour ’étude des
systemes biologiques. La diffusion de neutrons est particulierement bien adaptée a ces études
car des matériaux transparents aux neutrons comme ’aluminium ou le quartz autorisent des
environnements d’échantillon complexes. Récemment des expériences originales de DNPA ont
permis de déterminer la compressibilité isotherme de la myoglobine [4].

0.45 | , . 0.750

040 1 0.740 -
=035t N
2 Toy 0730 -
5 030 ¢ mE
[~}
) L 0720 -
= 025t S

0.20 0.710 K

0.15 L L L 0.700 I | |

0.0 0.2 ( 1(1)1.;114) 0.6 0.8 0 100 200 300
a P (MPa)

Fig. 1. Scattering spectra I(g,P,c) of MbN; at p*H 6.6, as a function of . . " .

the wave-number transfer g. The measurements were performed at ~ Yig- 7- Partial specnhc vo!un}e vy(P); of MbNS as a function ‘ff pressure,
room temperature. The protein concentration, ¢, at atmospheric P. The alfngst linear variation of vy(P) }Nlth P allows the isothermal
pressure is 11.7 mgem™ and the pressures, P, are: 54 (O), 154 (A), and compressibility 4of the 1 hydrated protein to be computed: k7, =
302 () MPa. Fits of Eqn 6 to the data are shown as full lines. (1.6 £ 0.1) 107" MPa™".

Fig. 1. Expériences de DNPA sur des solutions diluées de MbN3 a différentes pressions hydrosta-
tiques P [4]. L’augmentation de l'intensité diffusée avec P est due & laugmentation du contraste
résultant d’une compressibilité isotherme de la protéine hydratée trois fois plus faible que celle de
leau.

Les expériences sont réalisées en solution diluée dans I’eau lourde afin de réduire la diffusion
incohérente de ’hydrogene 'H. Des mesures de la section efficace de diffusion cohérente par
unité de volume, .#(q)/V (notée I par les auteurs), ont été réalisées en fonction du vecteur
de diffusion ¢ pour différentes pressions hydrostatiques P. Les auteurs exploitent I'idée qu’une
différence de compressibilité entre le soluté et le solvant implique que le rapport v/vg (cf.
Eq.1.24) est fonction de la pression d’ou une variation de lintensité diffusée. L’allure des
spectres permet une extrapolation & ¢ — 0 (cf. section 2.2). L’équation 1.24 s’écrit en fonction
des variables qui dépendent de la pression :

S (q— 0)/V]
C(P) C—0

_ (b _ pO(P)U'(P))2 M (1.27)

Le volume diffusant V' est constant car délimité par le faisceau de neutrons. La concentration
de la solution C'(P) et la densité de longueur de diffusion du solvant pg(P) dépendent de la
pression via la compressibilité du solvant qui par ailleurs est connue. La longueur de diffusion b
de la protéine et sa masse molaire M sont connues et indépendantes de la pression. Le volume
spécifique de la protéine v'(P) = v(P)/M peut donc étre déduit de la mesure de .#(q — 0).
Les mesures faites a différentes pressions donnent accés & la compressibilité de la protéine
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kr = (—v-dP/ dv)_1 de fagon tres précise. Ce type de mesure est particulierement intéressant
pour la compréhension de la dynamique interne d’une protéine. Par exemple, le coefficient de
diffusion associé aux modes coopératifs de cette dynamique interne est proportionnel a n}l qui
agit sur les fluctuations de concentration interne comme une force de rappel élastique.

1.10 Exemple 2 : Interactions, second viriel et cristallisation des protéines

La cristallisation des protéines est un passage obligé pour la détermination de leurs struc-
tures. Toutefois dans le volume, les méthodes permettant de faire croitre des monocristaux
sont encore tres empiriques. Un point clé concerne les conditions physico-chimiques optimales
a la nucléation. Dans ce contexte ’étude précise des interactions entre protéines en solution,
en fonction du pH ou de la force ionique, est importante. Dans cet exemple [5], les auteurs
étudient par diffusion de rayonnement (lumiere et neutrons aux petits angles) ces interactions
pour deux protéines le lysozyme et le chymotrypsinogene.

0.40 ——r . — -
035} + 1=03M | 1
16 ' ' ' ' " X 4+ 1=0005M
I pH=3, [=0.005M . 0.30 ".' ]
14} 1 ]
pH=6, 1=0.005M 0.25
" ;
> ]
CR | 5o
% P
%" 1 g o1s
g pH=9, [=0.005M
& 0.10
r H=3, [=0.1M - 0.05
a, =3, [=0. d .| 1
U # ’
v " pH=3, 1=0.3M.] 0.00 ko , . e
M 7 0.008 0.020 0.060 0.100 0.400
61 H=5.5, 1=0.3M] 0.010 0.040  0.080 0.200
r pH=9, 1=0.5M | q A

4 . . " . L

0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 FIGURE 7 Intensity / versus scattering vector g for SANS measure-

Protein Concentration, g/rnl ments on chymotrypsinogen at pH 3 and two different electrolyte concen-

trations. The solid curve is the form factor function fitted by approximating

FIGURE 1 Typical plots of lysozyme SLS data according to Eq. 7. The the protein shape by a sphere. Positive deviations from this curve in the low

variation of the virial coefficient (given by the slope of the lines) with pH ¢ region indicate attractive interactions and negative deviations indicate
and electrolyte concentration is evident. repulsions.

Fig. 2. Expériences de diffusion statique de la lumiere (SLS) et de DNPA sur des solutions diluées
de protéines [5]. Les expériences de diffusion de lumiere correspondent & la limite ¢ — 0. La grandeur
représentée, notée KCp/ Ry, est 'inverse de la masse apparente (la masse moléculaire correspond a la
limite C' — 0). Dans les notations utilisées dans ce cours K = ((by — bovi /v0)/m1)? est le contraste, Cp
est la concentration en protéines et Ry la section efficace de diffusion cohérente par unité de volume.

Les mesures de diffusion de lumiere (Fig.2 gauche) correspondent & la limites ¢ — 0 (typi-
quement gR < 5- 1072 pour une protéine globulaire de rayon R). Elles sont une illustration
directe de I’équation 1.26. La grandeur représentée est I'inverse de la section efficace de diffusion
cohérente par unité de volume, de concentration et de contraste. Extrapolée a concentration
nulle cette grandeur est égale & I'inverse de la masse des objets en solution (protéines isolées
ou agrégats) selon 'Eq.1.25. La pente des droites est égale & 2M As. A pH=9 par exemple, les
interactions répulsives (2M As > 0) & faible force ionique (notée I ici) deviennent attractives
a force ionique élevée. La figure de droite correspond & des mesures de DNPA effectuées sur
un domaine de vecteur de diffusion plus large autour de ¢R = 1. Indépendamment de la forme
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des courbes qui sera exposée dans la partie suivante, la figure illustre les équations 1.8 a 1.11.
A petite valeur du vecteur de diffusion, selon la nature des interactions entre protéines, on
observe un exces ou un défaut d’intensité diffusée par rapport a la solution idéale. A grand
vecteur de diffusion, l'intensité diffusée est insensible a ces interactions et ne dépend que du
facteur de forme des protéines.

2 FACTEUR DE FORME

Tres souvent l'information clé & laquelle I'expérimentateur souhaite accéder, concerne la
structure ou la conformation des objets (qui peuvent étre des macromolécules ou des complexes
de macromolécules) en solution. Cette information est contenue dans le facteur de forme. Sont
examinés ici quelques cas typiques.

2.1 Objets ayant des orientations aléatoires

En solutions les objets sont souvent libres de tourner autour de leur centre de masse. Le
facteur de forme que ’on mesure est une moyenne sur toutes les orientations possibles de 7 [6].
Du fait de la symétrie centrale, a chaque # lui correspond son opposé. La partie imaginaire
de €77 est donc nulle en moyenne, d’ot (¢97) = (cos(¢- 7). La densité de probabilité d’une
orientation ¢ donnée pour 7 est p(p) = [27wsin(p)dy] /47 = sin(p)dp/2, Aol : (cos(7- 7)) =
[ cos(q - P)p(F)dF = OW/Q cos (gr cos(p)) sin(p)dp. Le changement de variable z = ¢r cos(y)

conduit a in(ar)
e o sin(qr .
<€“1 r>0rientations = <COS(q ’ F)>orientations = qr =Jo (qT) (21)

Jjo est la fonction de Bessel sphérique d’ordre 0. On obtient finalement pour le facteur de forme :

N N
PO = 5 2 () = 533 ) 22

qrij

r;; désigne la norme du vecteur. Le produit ¢r;; ne dépend donc que de la distance entre 4 et j
et non de leur orientation. L’application immédiate du résultat précédent concerne une paire de
diffuseurs élémentaires a une distance d 'un de 'autre. L’équation 2.2 donne immédiatement :

Praire(q) = % (1 + Sinq(sd)) (2.3)

2.2 Domaine de Guinier, rayon de giration

On envisage la limite des petites valeurs de ¢ (¢~! beaucoup plus grand que la taille des
objets). Dans le cas ol le facteur de forme est une moyenne sur toutes les orientations possibles,
le développement sin(qr)/qr =1 — (qr)?/6 + - - - introduit dans ’'Eq.2.2 conduit a :

q2 1 N N qQRQ
_ 2 _ g
P(;uinier(q)—l—g sz:zj:r” +..._1_T+... (2.4)
qui peut s’écrire :
_2p2
PGuinier(q) ~e Rg/3 (25)
avec Rg =3 N2 Z Z . Ce résultat est correct quelle que soit la forme des objets et dans

un domaine de vecteur de dlffusmn, appelé domaine de Guinier, tel que gR, < 1. La longueur
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R, est le rayon de giration des objets. Il est plus commode de 'exprimer en fonction des
distances au centre de gravité pris pour origine. Ainsi Y Z;V rH = oV Zjv(f; —r3)? =
va Z;V(T}Q +752 =27 - 7)) = NZiV r? + NZ;V r$ car va 7; = 0. Finalement :

N
R= Y= (2.6

Le rayon de giration d’un objet est le rayon de la sphere (creuse) qui aurait le méme moment
d’inertie. Par exemple, dans une boule (pleine) de rayon R, les diffuseurs élémentaires ne sont
pas uniquement situés a la périphérie mais également a des distances plus petites du centre.
Le rayon de giration étant la moyenne quadratique des r;, est donc plus petit que R. En
remplacant la somme par une intégrale, on obtient Rg = [ fOR drr? x r? x dr] / %WR3 = gRQ.

Pour un filament rigide de longueur L, on obtient Rg = L?/12.

2.3 Objets a symétrie sphérique

Pour un objet a symétrie sphérique l'orientation n’a pas de signification. Par ailleurs, il
est commode de placer I'origine au centre de gravité. P(q) = = va Z;V ¢ = [A(q)]?,

avec A(q) = Ziv ¢@™ . Pour une sphere de rayon R, I’équation 2.1 donne directement

A(q) = sin(¢R)/qR, d’ou le facteur de forme :

sin(¢R) 2 . 2
Pephere = “uR | T ljo(aR)] (2.7)
Pour un objet volumique dont la densité de diffuseurs élémentaires a une distance r du centre

est p(r) : A(q) = fOR Jo(gr)p(r)4mr?dr. Pour une boule on obtient :

3 (sin(qm ~ cos(qm)r _ {:ﬁl(qmr

qR (¢R)? qR qR

Pronel) = | 23)
j1 est la fonction de Bessel sphérique d’ordre 1. De fagon générale le facteur de forme d’objets
a symétrie sphérique fait intervenir ces fonctions qui sont des combinaisons algébriques des
fonctions trigonométriques. Les facteurs de forme correspondant présentent des oscillations
dont la période est fonction de gR. A grand ¢, ’enveloppe de ces oscillations décroit comme
g~?2 pour la sphere et ¢~ pour la boule. Dans la pratique, la résolution finie de I’appareil de
mesure ou une polydispersité des tailles font que seule cette enveloppe est mesurée lorsque ces
oscillations sont tres resserrées (¢R > 1). Lorsque ces oscillations sont visibles et que la forme
des objets est par ailleurs connue, la taille des objets peut ainsi étre mesurée sans faire de
mesure dans le domaine de Guinier (¢R < 1).

2.4 Baton rigide

On consideére [7] un baton infiniment fin de longueur L. Soit @ un vecteur unitaire co-

linéaire au baton. L’amplitude de l'onde diffusée est : A(q) = (1/L) f_Léiz e@ridr. Du fait de
la symétrie, seul le terme en cosinus est conservé, soit A(q) = jo(g- Lii/2). Le facteur de forme

est une moyenne de A(g)? sur toutes les orientations possibles de @ (cf. section 2.1) :

1" qL 2
Pbﬁton(q) == 5/ (]0 <2COS<)O>) sin ng(p
0
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2
Le changement de variable z = cos¢ donne Pyaton(q) = fol (jo (%x)) dx; puis y = qLx/2
conduit & :

2 qL/2 9
Pﬁ,on = 7 . 2.
bonle) = = [ dtw)ay (29)

fooo jo(y)%dy = m/2 d’olt le comportement asymptotique : Phaton(qL > 1) = (7/L)g~*.

2.5 Chaine gaussienne

Une chaine gaussienne (ou idéale) correspond a la trace laissée par une marche aléatoire pour
laquelle le déplacement carré moyen <r2> est proportionnel au nombre n de pas de longueur a :
<T2> = a’n. Pour une telle chaine, la distance entre extrémités est nulle en moyenne mais elle
obéit & une loi de distribution gaussienne : p(r) = (27/3 (r?)) 32 o=3°/2(%) Dans I’equation
2.1 du facteur de forme, la moyenne doit étre réalisée sur cette distribution des distances r;; [8].

P(q) = ]\}Qii (/ €i§'Fijp(Tij)d3Tij> (2.10)

Cette moyenne est la transformée de Fourier d’une gaussienne, c’est également une gaussienne
o 22 . . .
de largeur inverse : [ €' 7iip(r;;)d3r;; = e ? <Tw>/6, ol <rfj> est une fonction du nombre j — 4

de maillons entre ces deux points : <Tz'2j> = aQ\i —Jl
1 NN 2 2 2 N 2,2
Pla) = 1 3 3 N = T3 (g )
i=1 j=1 k=1

La derniere égalité est obtenue en remarquant que parmi les N2 paires (i,5) possibles, il
en existe 2(N — k) de k = |i — j| maillons. En remplagant la somme par une intégrale :
P(q) = %fON(N — k)e~TR/6q) = 2f01(1 — w)e w9 N/6qy avec u = k/N. En notant
x = a?N/6 et en intégrant par parties on obtient finalement la formule de Debye :

2 2 2 _ 2R2
A gR < 1, le développement e % =1 —x+22/2—23/6+--- et I'identification avec I’équation
2.4 montre que R = R,. A ¢R > 1, le facteur de forme décroit comme P(q) = (¢R) 2.

2.6 Objets autosimilaires : argument d’échelle

Les objets de forme euclidienne ont une masse, M, qui varie comme la puissance 1, 2 ou 3
de leur taille R. Pour les objets fractals, cette puissance n’est pas nécessairement entiere :

M =my (R)D (2.13)

a

ou my et a sont respectivement la masse et la taille d’un élément constitutif de I'objet. D est
la dimension fractale de cette famille d’objets. Elle caractérise la facon dont ils remplissent
I’espace. Les fractals sont le plus souvent autosimilaires, c’est a dire invariant par changement
d’échelle. Une fois grossie, une petite partie est statistiquement semblable & 1’objet entier.
Observons sous différents grossissements la pelote que forme une chaine polymere de rayon de
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giration R,. Si R est la taille de la zone observable, pour R,/R < 1 (petit grossissement), la
masse visible, m, est égale & la masse totale M. Par contre pour R,;/R > 1 (fort grossissement)
la masse visible décroit. Supposons une loi du type :

Ry\ _ Ry flx<l)=1
m <R) =M-f (R) avec { flo>1) =0 (2.14)
Pour déterminer 1’exposant «, on utilise un argument d’échelle qui postule [9] :

1. qu’une seule longueur est pertinente pour décrire 'objet (ici son rayon Ry).

2. qu’a fort grossissement, la mesure est insensible & M (on ne peut déduire la masse totale
de l'objet en n’observant qu'une partie). Soit m(R,/R > 1) = M°.

La relation 2.13 donne o« = D. Le méme argument est utilisé pour décrire le résultat d’une
expérience de diffusion de rayonnement. En solution tres diluée, la grandeur physique donnant
acces a la masse d’un objet est la section efficace de diffusion cohérente par unité de concentra-
tion et de contraste : [.%(q)/(CV K?)] c—o = MP(q) (cf. Eq.1.7). Dans le régime intermédiaire
du vecteur de diffusion tel que R, < ¢~! < a, la mesure sonde l'intérieur de 'objet et est sen-
sible a son autosimilarité. L’argument d’échelle postule qu’une seule longueur est pertinente
(or Ry est déja nécessaire & ¢Ry < 1) et que 'expérience est insensible & M. Soit :

[#(a)/(CVE?)],,_, = M-P(gR,)  avec { igggz 5 B " ) (2.15)
A gRy > 1, On obtient :
—_1\D
(S (D/(CVEN] (g oy =M (@R) =m <qa) (2.16)

Cette relation exprime ’autosimilarité d’un objet seul tandis que la relation 2.13 exprime celle
des chaines entre elles. La derniere formulation de ’Eq.2.16 montre son sens physique si on la
compare 4 1'Eq.2.13. L’intensité diffusée & ¢R > 1 est proportionnelle au nombre, g = (¢~'/a)?,

de diffuseurs élémentaires d’un segment de chaine de rayon ¢—!.

Les diffuseurs situés dans un volume ¢~2 diffusent de fagon cohérente
tandis que ces volumes entre eux diffusent de fagcon incohérente.

Cet argument d’échelle permet de retrouver facilement le comportement de l'intensité diffusée
pour les objets examinés jusqu’a présent. La dimension fractale d’une chaine idéale est celle
d'une marche aléatoire, D = 2 et P(q) o< ¢~2 (Eq.2.12). Pour un baton D = 1, P(q) o< ¢~ *
(Eq.2.9). Pour une sphere, a suffisament grand ¢ la mesure est insensible & la courbure, on voit
un plan soit D = 2, P(q) o< ¢~2 (Eq.2.7). Pour une boule, 'argument est un peu différent, il
est développé ci-dessous.

2.7 Diffusion par une interface, loi de Porod

Certains objet sont essentiellement caractérisés par une interface entre deux milieux ho-
mogenes de longueurs de diffusion, b et by, différentes. C’est le cas d’objets denses, homogenes
et de grande taille par rapport a I’échelle d’observation. Pour obtenir la fonction de diffusion,
utilisons [10] un argument d’échelle similaire & celui de la partie 2.6. Partageons 1’échantillon
en volumes de cohérence ¢3. Seuls les volumes de cohérence situés & l'interface contribuent
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a lintensité diffusée, car ceux situés dans le volume correspondent a la diffusion d’un milieu
homogene. La section efficace différentielle de diffusion cohérente s’écrit donc

< (q) 2
— = =n 2.17
(b—bo)? g (2.17)
ou n est le nombre de volumes de cohérence situés & l'interface et g le nombre de diffuseurs
élémentaires dans chacun. Si A est Iaire de I'interface, alors n o< (A/g~2). Par ailleurs les deux
milieux étant homogenes, g varie comme le volume ¢—3, g = (¢~ /a)®. On obtient :

S A
() A g (2.18)
(b—1bo)* a
Cette relation est connue sous le nom de loi de Porod. Cette forte décroissance de l'intensité
diffusée est la signature d’une interface nette entre deux milieux homogenes. On retrouve ce
comportement de I'intensité diffusée & gR > 1 pour des boules.

2.8 Fonction de coupure a grand g

Les facteurs de formes envisagés jusqu'’ici, I’ont été dans un domaine de vecteur de diffusion
pour lequel le diffuseur élémentaire est considéré ponctuel. Par exemple le baton est vu comme
une ligne sans épaisseur. A suffisamment grand ¢ cette approximation est incorrecte et la
mesure devient sensible a la structure locale. Dans le cas particulier ou le diffuseur élémentaire
a une symétrie sphérique, ou si les diffuseurs élémentaires ont tous la méme orientation, P(q)
se factorise de fagon analogue a celle de la partie 1.3.

P(q) = Pglobal(q) X -Plocal(q) (219)

ou Pglobal(q) est le facteur de forme de 'objet si les diffuseurs élémentaires étaient ponctuels
et réduit & leurs centres de gravité et Pocai(g) est le facteur de forme du diffuseur élémentaire.
Si I’échelle d’observation ¢! reste supérieure & la taille a du diffuseur élémentaire, Pioca1(q)
pourra étre approximé par la formule de Guinier (Eq.2.5) :

P(q) = Pgiobai(q) % e /3 (2.20)

2.9 Facteurs de formes divers

Les calculs qui ont été détaillés plus haut montrent les techniques de base utilisées pour
établir le facteur de forme. En biologie, d’autres formes peuvent se rencontrer. Certaines sont
listées ci-dessous. Dans chaque cas le résultat est une moyenne sur toutes les orientations.

o Disque de rayon R
2 1
Plg) = —= (1 — J1(2qR)> (2.21)
(¢R)? qR
J1 est la fonction de Bessel d’ordre 1. Si ce disque & une épaisseur 2L, dans le régime in-
termédiaire de vecteur de diffusion tel que 1/R < g < 1/L, une approximation du facteur de
forme est :

Plo) = e (2.22)

On reconnait le profil en ¢~ caractéristique d’un objet bidimensionnel et la fonction de coupure
exponentielle a grand ¢ (Eq.2.20).

2
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o Cylindre plein de rayon R et longueur L. Dans le régime intermédiaire de vecteur de diffusion
tel que 1/L < ¢ <1/R:

P(q) = qlLe‘quZ/“ (2.23)

C’est I’équation d’un baton avec une fonction de coupure liée a I’épaisseur.
o Cylindre creuzr de longueur infinie de rayon extérieur Ry et rayon intérieur Rs.

1 <RlJ1(qR1) - Rle(qu)>2 (2.24)

Pla) = q q(R} — R3)

Les exemples pourraient étre multipliés. Trés souvent, lorsque 'on a affaire & une structure
complexe particuliere, I’écriture d’une forme analytique est soit impossible, soit trés lourde.
Il est alors plus intéressant de revenir a I’expression de base du facteur de forme et a calcu-
ler numériquement les intégrations nécessaires. En particulier les techniques de simulation de
Monte-Carlo sont une fagon de réaliser numériquement ces intégrations.

2.10 Exemple 3 : Facteurs d’élongation de la traduction

La traduction est la synthese d’une protéine catalysée par le ribosome a partir de 'informa-
tion contenue dans la séquence d’'un ARN messager. La traduction se déroule en trois phases :
I'initiation, I’élongation et la terminaison. Chacune requiere la présence de protéines spécifiques
(facteurs protéiques). Les facteurs d’élongation (eEF chez les eucaryotes) interviennent lors de
I’allongement des chaines protéiques en cours de synthese. Lors de cette phase, un facteur
protéique eEF1A catalyse la fixation de ’aminoacyl-ARNt sur le ribosome, permettant ainsi
lajout de lacide aminé a la chaine peptidique naissante. Les auteurs de cet exemple [11]
étudient la formation du complexe eEF1A & PARNt en solution.
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FIGURE 5: Dependence of neutron scattering intensity / on scattering  FIGURE 6: Dependence of neutron scattering intensity / on scattering
vector Q in Guinier coordinates to tRNA (@), eEF1A (O), eEF1A:  vector Q in Kratky coordinates for tRNA (@), eEF1A (¥), and
tRNA = 1:3 (V), and eEF1A:tRNA=3:1 (V). eEFIA:tRNA = 3:1 (O).

Fig. 3. Expériences de DNPA [11] sur des solutions diluées du facteur d’élongation eEF1A en présence
d’ARNt a différentes stoechiométries. La figure de gauche montre 'augmentation de la masse et du
rayon des objets en solution lors de la formation du complexe eEF1A/ARNt. Celle de droite met en
évidence la structure dense du complexe comparée a celle de la protéine libre.

La figure 3 gauche représente le log de l'intensité diffusée par unité de concentration en
fonction de ¢ dans le domaine de Guinier du vecteur de diffusion. La pente des droites est
proportionnelle a Rg /3 ou R, est le rayon de giration des objets en solution. L’ordonnée a
Porigine est proportionnelle au log de leur masse : log(1/C) = log(M) — ¢*R2/3 + ---. La
figure montre 'augmentation de la taille des objets et de leur masse lorsque la stcechiométrie
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eEF1A/ARNt est suffisante. L’augmentation de l'ordonnée & l'origine donne acces & la stoe-
chiométrie des complexes (ici 2). La figure de droite est une représentation classique dite
de Kratky : I(q) x ¢* en fonction de q. Le facteur de forme étant globalement une fonction
décroissante, cette représentation permet de mieux mettre en évidence les différents profils.
Quelle que soit la forme des objets, I(q) x ¢* est une fonction croissante dans le domaine de
Guinier. Par contre & ¢R, > 1 une chaine gaussienne est telle que I(g) x ¢? est constant tandis
que pour une boule I(q) x ¢* est décroissant. Ici, la figure montre nettement que eEF1A n’est
pas globulaire car I'intensité diffusée ne passe pas le maximum prononcé que 1’on attend pour
une boule. Par contre la conformation du complexe eEF1A/ARNt est beaucoup plus compacte.

2.11 Exemple 4 : Repliement d’une protéine non globulaire multidomaine.

La fibronectine est la protéine fonctionnelle majeure de la matrice extracellulaire. Elle
est indirectement impliquée dans les processus de cicatrisation, d’angiogénese et d’invasion
cellulaire. C’est une protéine de haute masse moléculaire (5000 acides aminés) constituée de 56
modules, identifiés car résistants a une digestion protéolytique. Ces modules ont chacun une
structure globulaire bien déterminée et connue par ailleurs. Grace a des expériences de DNPA
[12], la conformation globale de cette protéine en solution se révele étre précisément celle d’un
chapelet aléatoire de 56 globules. Le facteur de forme est calculé a partir de 'Eq.2.19. Pgioba(¢)
est obtenu par simulation de Monte-Carlo d’une marche aléatoire de 56 pas de longueur 2a et
Piocai(q) est le facteur de forme d’une boule de rayon a. Sans parametre ajustable le calcul est
en bon accord avec l'expérience (Fig.5 gauche).
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Fig. 4. La fibronectine est une protéine de grande masse moléculaire (550 kg/mol). Une fois dénaturée
par 'urée puis I'agent dénaturant éliminé, la conformation de la chalne revenue a des conditions
physiologiques de salinité, de pH et de concentration en urée dépend du chemin parcouru [13]. Ainsi,
les échantillons 1, 3 et 7 présentent des facteurs de forme trés différents (figure de droite).

Une fois dénaturée par de 'urée la protéine adopte la structure gonflée d’un polymere en
bon solvant (D = 1.7) qui est due aux interactions répulsives a courte portée (interactions
de volume exclu) entre monomeres d’'une méme chaine. Le facteur de forme est correctement
ajusté par la fonction P(q) = (1+ (qR)?)~P/2 x Piocai(ga) qui rend compte des comportements
asymptotiques a gR; < 1 et gR; > 1. La longueur de persistance d'une chaine peptidique
dépliée est de 'ordre de grandeur de sa dimension radiale a. Le facteur de forme d’une sphere
est donc une bonne approximation de la fonction de coupure a grand ¢ (Fig.5 gauche).
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Fig. 5. Le facteur de forme de la fibronectine native est celui d’une chaine idéale de 56 globules de
rayon 2.5nm [12]. Celui de la chaine dépliée correspond & une chaine & volume exclu de 1250 unités
de 0.66 nm de rayon. La structure de la chaine repliée en présence de sel est correctement ajustée par
cette chaine de 1250 segments confinée dans une sphére de 13.9nm de rayon. La fraction volumique
en protéine dans ce globule est de 'ordre de 30%.

Peut on replier une telle chaine ? Nous avons montré [13] qu’une fois dépliée puis agent
dénaturant éliminé, la conformation finale de la protéine ramenée & des conditions physico-
chimiques physiologiques dépend du chemin parcouru dans le diagramme salinité vs. concen-
tration en urée (Fig.4). Par exemple, le repliement réalisé en présence de 150mM de NaCl
conduit & la conformation d’une chaine globulaire & grande échelle mais qui reste localement
idéale. Le facteur de forme est bien ajusté par celui d’une chaine confinée calculé par simulation
de Monte-Carlo (Fig.5 droite). Les résultats de DNPA montrent que la conformation ”native”
est celle qui possede la plus forte concentration locale, ce qui laisse supposer qu’elle n’est
vraisemblablement pas & I’équilibre thermodynamique. Le principe d’Anfinsen, postulant que
le milieu physicochimique et I'information contenue dans la séquence primaire sont suffisants
au repliement, ne s’applique pas pour ces grandes protéines. Des associations se produisent
au sein d’une méme molécule entre domaines éloignés dans la séquence primaire empéchant
I'individualisation des domaines structuraux.

2.12 Exemple 5 : Superhélice d’ADN

L’ADN se présente sous la forme d’une double hélice dans laquelle les deux chaines complé-
mentaires s’enroulent autour d’un axe. Sous 'effet de contraintes mécaniques ou sous ’action
d’enzymes spécifiques, cette double hélice peut former une hélice d’ordre supérieur (on parle
de superhélice ou de surenroulement) d’une fagon comparable au fil torsadé d’un téléphone.
Le surenroulement est positif ou négatif selon le sens de cette superhélice comparé a celui de
la double hélice. Le surenroulement joue un role dans les processus de densification de ’ADN
mais également dans la régulation de nombreux processus biologiques, comme la réplication, la
transcription et la recombinaison, en favorisant ou en s’opposant a la séparation des brins. Dans
ce contexte, la compréhension de la structure et de la thermodynamique de cette superhélice est
pacticulierement importante. Les auteurs de cet exemple [14] étudient par DNPA des solutions



Pr1-20 JOURNAL DE PHYSIQUE IV

d’ADN double brin circulaire (plasmide pUC18). A cette échelle d’observation, ’ADN relaxé
(non surenroulé) est percu comme un baton rigide (cf. Fig.6 gauche) : Prelaxs < ¢~ 1. Lors du
surenroulement deux double hélices sont contraintes a se rapprocher. Prenons comme élément
de base de la superhélice une paire de segments de double brin en vis-a-vis. A cette échelle
d’observation ces paires sont alignées et le facteur de forme de la superhélice se factorise
(Eq.2.19 et 2.3) :
Psuperhélice X q_l X (1 + blﬂ(M))
qd

ou d est le diameétre de la superhélice. Les mesures réalisées a différentes forces ioniques mettent
en évidence un diameétre passant de 16 & 9nm pour des concentrations respectives en NaCl de
0 et 100 mM. L’écrantage des interactions électrostatiques favorise la densification de ’ADN.
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FIGURE 5 Ratio of the measured scattering intensities /(¢) of pUCI18,

q (nm") supercoiled, in H,0, 10 mM Tris, at 0 mM (O), and 100 mM (V) Na*

concentrations and relaxed pUC18 DNA at 100 mM Na* concentration.

FIGURE 4 Measured scattering intensity I(q) of pUCIS, relaxed, in The solid lines are the scattering form factors of a pair of point scatterers
H,0, 10 mM Tris, at 0 mM (O) and 100 mM (CJ) NaCl concentrations. at a distance r = 16.0 nm (thin line) and r = 9.0 nm (thick line).

Fig. 6. Expériences de DNPA [14] sur des solutions d’ADN double brin circulaire (plasmide pUC18).
A gauche est tracé le spectre de la chaine relaxée (sans sur-enroulement). A cette échelle ¢, le facteur
de forme est celui d’un baton rigide (cf. partie 2.4) (longueur de persistance de la chaine ~ 50 nm). A
droite est tracé le rapport du spectre de la forme sur-enroulée a celui de la forme relaxée. Les courbes
sont ajustées par la fonction de I’Eq.2.3. Le diametre de la superhélice est inversement proportionnel
a la période des oscillations. I1 décroit avec 'augmentation de la force ionique.

3 VARIATIONS SUR LE CONTRASTE

La spécificité de la diffusion de neutrons réside dans la possibilité de jouer sur le contraste
entre les différents constituants d’un systeme complexe. Diverses méthodes permettent alors
d’accéder aux différentes fonctions de corrélation permettant de décrire pleinement le systeme.
Ces méthodes ont largement fait leur preuve en physique des polymeres et de la matiere molle.
En biologie I’exploitation de ces possibilités n’en est qu’a ses balbutiements du fait des difficultés
d’obtenir des macromolécules biologiques dont les protons non labiles ont été substitués par
des deutériums. Les progres en génomique et en microbiologie devraient faciliter I’obtention
de protéines recombinantes ainsi marquées et généraliser leur usage (cf. la communication
de P. Timmins). Nous présentons ici certaines des possibilités offertes par ces méthodes de
variation du contraste ainsi que quelques exemples de leur utilisation en biologie.
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3.1 Meélange de deux espeéces identiques, marquage isotopique

Un mélange incompressible d’objets identiques ne diffuse pas. Un des intéréts de la diffusion
de neutrons est que méme dans ce cas, il est possible de créer un contraste par le biais de la
substitution isotopique des protons (*H ou H) par des deutériums (*H ou D). En effet, en
diffusion de neutrons la longueur de diffusion d’'un proton est égale & -3.74fm tandis que
celle d’un deutérium est égale a 6.67 fm. Imaginons un mélange de molécules chimiquement
identiques, mais dont une fraction xp, de la population aurait subi la substitution de ses
protons par des deutériums, ces objets sont dits "marqués”. Soit bp et by les longueurs de
diffusion respectives des diffuseurs élémentaires appartenant aux objet marqués et non marqués.
A la suite de la partie 1.8, la section efficace de diffusion cohérente est .7 (q) = (bgr —bp)*.Spp,
ou Ypp est la fonction de diffusion partielle des objets marqués. Cette fonction s’écrit de facon
similaire & 1’équation 1.6 a 'aide d’un terme d’interférence ”intra-objet”, P(q), et d’un terme
”inter-objet”, Q(q). Sin est le nombre total d’objets et N le nombre de diffuseurs élémentaires
par objet (nombre identique pour les objets marqués ou non), on obtient :

Z(q) = (bw —bp)* x [xpnN?P(q) + 2n*N?Q(q)] (3.1)

En supposant que P(q) et Q(¢) ne dépendent pas du marquage, on peut écrire la méme relation
en considérant la fraction (1 — xp) d’objets non marqués : .#(q) = (bg — bp)? X Sy =
(b —bp)? x [(1 —2p)nN?P(q) + (1 — zp)*n*N2Q(q)]. L’égalité avec I'équation 3.1 donne :

P(q) = —nQ(q) (3.2)

relation qui permet de simplifier I’équation 3.1 :
S (q) = (bg —bp)* x ap(1 — xzp) x nN>P(q) (3.3)

Dans ce cas, par le marquage des molécules on accede directement au facteur de forme des
objets, quelle que soit la fraction d’objets marqués (contrairement & la méthode de dilution
proposée dans la partie 1.2, Eq.1.7). L’intensité diffusée est maximale pour zp = 0.5.

3.2 Mélange de trois espéces, contraste moyen nul

On imagine comme précédemment un mélange d’objets identiques dont une certaine fraction
rp est marquée, mais on introduit maintenant un solvant. Si 'on considere un élément de
volume, sa longueur de diffusion peut fluctuer de deux fagons différentes qui n’ont aucune
corrélation entre elles et qui par conséquent ont des contributions a l'intensité diffusée qui
s’ajoutent. Pour une concentration donnée en objets, la fraction d’objets marqués peut varier.
Par ailleurs, pour une fraction donnée d’objets marqués, la concentration totale en objets peut
varier. La premiere contribution est identique au cas envisagé dans la partie 3.1 (Eq.3.3), tandis
que la seconde correspond au cas général d’une fluctuation de concentration d’objets (cf. partie
1.8, Eq.1.22) dont la longueur de diffusion moyenne est (b)) = zpbp + (1 — zp)by. On écrit :

y(q) = [(bH — bD)2 X :I?D(l — mD) X nNQP(q)]

+((b) = bo)* [nN?P(q) +n*N*Q(q)] (3.4)

Il est donc possible de trouver des conditions de contraste telles que (b) — by soit nul, no-
tamment en utilisant un mélange de solvant marqué et de solvant non marqué. On mesure
alors directement le facteur de forme des objets sans avoir a les diluer. Des mesures dans
d’autres conditions de contraste donnent acces a la fonction de diffusion inter-objet Q(q) ou
éventuellement au facteur de structure S(q) si les objets sont sphériques (ou orientés).
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3.3 Mélange de trois espéces, variation de contraste

Pour une solution d’objets constitués de diffuseurs élémentaires A et B appartenant a deux
especes différentes, en toute généralité ces objets peuvent avoir des structures ou des formes
tres différentes contrairement au cas précédent (partie 3.2). Afin de reprendre le calcul de la
partie 1.8, notons x les fractions volumiques et p les densités de longueur de diffusion assortis
des indices A et B pour chacune des especes et de I'indice 0 pour le solvant. La densité moyenne
de longueur de diffusion est p = pax 4 + ppxp + pozo. Pour un élément de volume i, 'écart a
cette moyenne est : Ap; = paQAxa; + pplAxp; + polAxg;. L'incompressibilité du milieu donne :
Axg; = —A(x4; + i), dott Ap; = (pa — po)Axa; + (pB — po)Azg,. L’équation 1.21 devient :

(ApiApj) = (pa—po)? (Aza; Az 4;)+(pp—p0)* (Azp;Azp;)+2(pa—po)(ps—po) (AT ai Az ;)
(3.5)
Finalement la section efficace de diffusion (Eq.1.22) s’écrit :

S (q) =" [(pa — p0)>Faa(@) + (pB — p0)*IBB(Q) + 2(pa — po)(pB — po)-Lan(q)]  (3.6)

ot v est 'unité de volume. Il est possible de faire varier py en utilisant un mélange HoO /Do O par
exemple. Trois mesures réalisées avec des contrastes différents permettent alors de déduire les
fonctions de diffusion %44, -“BB et Lap. Dans la pratique, une solution intéressante consiste
a éteindre completement le contraste, alternativement, pour chacune des deux especes. Par
exemple si un mélange de solvant permet d’obtenir que (pp — po) soit nul, la section efficace
différentielle de diffusion n’est sensible qu’a la fonction de diffusion de 'espece A.

3.4 Marquage sélectif

Soit un complexe supramoléculaire constitué de n sous-ensembles. Si le marquage sélectif
de deux sous-ensembles 1 et 2 est réalisable, il alors possible a partir de quatre expériences
différentes d’accéder a la fonction de diffusion partielle .#12(q) [15]. De fagon treés générale la
section efficace de diffusion s’écrit : .7 = Y7 Z? bib;7;; ou .75 est la fonction de diffusion
partielle entre les sous-ensembles ¢ et j et b;, b; leur longueur de diffusion. En isolant les termes
qui concernent les deux sous-ensembles qui nous intéressent, on obtient la section efficace de
diffusion en fonction de by et by :

S (b1, ba) = 21beS1a + 07.S11 + b3 Fo0 + 261 D bii 4 2b2 D biSai + YD bibj

=3 =3 =3 1=3

Soit b1 p et by g les longueurs de diffusion respectives du sous-ensemble 1 marqué et non-marqué,
et bap, bog les mémes grandeurs relatives au sous-ensemble 2. La premiere expérience consiste a
marquer les sous-ensembles 1 et 2 et & mesurer .7 (b1 p, bap), la seconde & marquer uniquement
1 et & mesurer .#(b1p,bap), la troisitme a marquer uniquement 2 et & mesurer . (b1, bap)
et la quatriéme & n’en marquer aucune et & mesurer . (by g7, bagr). On montre facilement que :

& (bip,bap) + L (b1#, borr) — (01D, bamr) — L (b1, bap) = 2(bip — bim)(bap — b2H)«71(2(q))
3.7
On accede ainsi a la fonction de diffusion croisée des deux sous-ensembles qui permet en
particulier de déterminer la distance qui les sépare.
Beaucoup d’autres possibilités sont envisageables sur ce théeme général de la variation du
contraste entre les différents constituant de systemes complexes. Une revue plus détaillée de
ces possibilités est donnée ref. [16].
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3.5 Variation de contraste par polarisation nucléaire

Le neutron possede un moment cinétique de rotation sur lui-méme appelé spin nucléaire s.

La portée de ses interactions avec un isotope ayant lui-méme un spin, p, non nul dépend du

moment cinétique total du neutron et de cet isotope. La longueur de diffusion de cet isotope
s’écrit de fagon générale [17] :

b="by+b,5-p (3.8)

by est la longueur de diffusion indépendante du spin dont il a été question jusqu’a présent. Le
terme dépendant du spin est tres grand dans le cas du proton pour lequel b, = 58.2 fm, ce qui
est & Dorigine de la principale source de diffusion incohérente en DNPA ”classique” (cf. partie
1.7). Par contre, en utilisant un faisceau de neutrons polarisés ((§) # 0) ainsi qu’un échantillon
lui-méme polarisé ((p) # 0), il est possible de varier de fagon continue et importante les densités
de longueur de diffusion des molécules d’un échantillon. La polarisation & pratiquement 100%
d’un faisceau de neutrons est une technique courante. Celle d’'un échantillon se fait a basse
température (<1 K), sous champ magnétique (quelques T) et en introduisant dans 1’échantillon
une faible quantité (quelques mM) de centres paramagnétiques. Les méthodes de variation de
contraste (cf. partie 3.3) ou de marquage sélectif (cf. partie 3.4) pourront étre utilisées en
évitant (ou tout au moins en en limitant le nombre) le marquage isotopique des molécules. Par
ailleurs, cette technique de variation de contraste par polarisation nucléaire élimine certaines
erreurs systématiques dues a la préparation d’échantillons différents et n’est limitées que par
les erreurs statistiques de comptage des neutrons.

3.6 Exemple 6 : Etude d’'un chaperon moléculaire, GroEL
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Fig. 6. Scattered intensities of the GroEL (/g (Q)) (O) and dPJ9 (Iapyo(Q)) (M) components as bound in (a) the GroEL/dPJ9 complex and (b) the
stGroEL/dPJ9 complex.

Fig. 7. Etude par DNPA [18] du complexe que forme un chaperon moléculaire GroEL (et son mu-
tant simple anneau srGroEL) avec un substrat polypeptidique dénaturé, la subtilisine, obtenu sous
une forme deutériée (dPJ9). La méthode de variation de contraste permet d’extraire les fonctions de
diffusion dues aux autocorrélations de chaque constituant du complexe.

Une fois synthétisées, les protéines doivent se replier dans I’espace et acquérir la structure
unique propre a leur fonction. La compréhension de ce repliement est I'un des probléemes
fondamentaux de la biologie actuelle. In wivo, il est souvent assisté par des molécules dites
”chaperons” (molécules qui sont elles-méme des protéines). Les données structurales concernant
ces molécules sont capitales pour comprendre leur fonctionnement. GroEL est un chaperon
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d’E.Coli formé de 14 sous-unités identiques qui s’assemblent en deux anneaux superposés.
Les auteurs [18] étudient par DNPA le complexe que forme ce chaperon (ainsi qu'un mutant
simple anneau, stGroEL) avec un substrat polypeptidique dénaturé la subtilisine PJ9. Pour ces
expériences, le substrat PJ9 est totalement deutérié tandis que GroEL est naturel. La méthode
de variation de contraste en utilisant différent mélange HoO/Dy0O permet d’extraire de la
fonction de diffusion du complexe PJ9/GroEL, la fonction de diffusion partielle du substrat
PJ9, celle du chaperon GroEL ainsi que le terme de corrélation croisée PJ9/GroEL. Sur la Fig.7
sont représentées les fonctions de diffusion dues aux autocorrélations de chaque constituant.
Les fonctions de diffusion partielles de GroEL et srGroEL correspondent & celle d’un cylindre
creux de longueur finie. Chaque anneau de GroEL fixe une molécule de substrat a I'une des
extrémités du cylindre. Ceci est a l'origine d’'un pic de corrélation sur la fonction de diffusion
partielle de PJ9 (figure gauche) qui est absent de la fonction de diffusion mesurée dans le
complexe impliquant srGroEL (figure droite). La distance déduite de la position de ce pic
mesure la facon dont le substrat pénetre a 'intérieur du cylindre que forme GroEL.

3.7 Exemple 7 : Triangulation et structure quaternaire des sous-unités ribosomales

Le ribosome est la machinerie cellulaire responsable de la traduction de l'information
génétique en protéine. C’est un complexe macromoléculaire formé de plusieurs chaines d’ARNr
et d’'un tres grand nombre de protéines (jusqu'a 82 chez les eucaryotes). Comme trés souvent
en biologie, les données structurales sont ici primordiales & une compréhension fonctionnelle.
Le ribosome est formé de 2 sous-unités identifiées par leur coefficient de sédimentation égaux
respectivement & 30 et 50 S (Sveldberg) chez les procaryotes.

Figure 2 The placement of proteins within the 30S subunit. Proteins are shown as spheres the
volumes of which are proportional to molecular weight, Their placement was determined by neutron
scattering (10). The protein array is superimposed on the outline of the 30 subunit in a manner

that maximizes its overlap with epitope positi ined by i i This
figure was provided by Malcolm Capel.

Fig. 8. Structure tridimentionnelle de la sous-unité 30 S du ribosome d’E. Coli obtenue par DNPA et
marquage sélectif [19]. Figure reproduite d’apres la réf. [20].
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En utilisant un marquage sélectif de chacune des 21 protéines de la sous-unité 30S d’FE.
Coli, équipe de Brookhaven [19] a pu mesurer de fagon systématique le minimum de distances
entre paires (cf. Eq.3.7) permettant par triangulation de déterminer les positions relatives de
ces protéines dans la sous-unité ribosomale. Ce travail de longue haleine a pu aboutir a une
véritable cartographie de sa structure quaternaire (cf. Fig.8). Plus récemment une étude de
la sous-unité 50 S a été entreprise par I’équipe de Geesthacht [21]. Pour limiter le nombre de
marquages a réaliser, les auteurs utilisent le marquage sélectif en liaison avec la variation de
contraste par polarisation nucléaire (cf. partie 3.5).

Nous remercions Sophie Combet-Jeancenel pour sa relecture critique et attentive.
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