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Résumé

La diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA) permet de sonder les propriétés sta-
tiques de la matière sur une échelle spatiale allant de quelques dixièmes à quelques di-
zaines de nanomètres. Cette technique est ainsi particulièrement bien adaptée à l’étude
des macromolécules en solution. Il est possible d’accéder à des grandeurs moyennes qui
caractérisent la conformation qu’adoptent les macromolécules ou leurs interactions ther-
modynamiques. Le cours expose à des non spécialistes les différentes grandeurs mesurables
et les méthodes à 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
façon de jouer avec le contraste. Les notions introduites sont illustrées par des exemples
didactiques empruntés à la littérature et concernant des macromolécules biologiques en
solution.
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Pr1-2 JOURNAL DE PHYSIQUE IV

2 Facteur de forme 12
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INTRODUCTION

Les techniques de diffusion élastique de rayonnement permettent d’accéder aux propriétés
statiques de la matière, la façon dont les objets qui la constituent occupent l’espace, s’organisent
et interagissent. Le terme de diffusion concerne des techniques sondant ces propriétés à 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 l’étude de la conformation globale d’objets de grande
taille. Contrairement à la microscopie, les informations obtenues sont des grandeurs statistiques
moyennes obtenues sur l’ensemble d’un échantillon de taille macroscopique. Ce texte est une
introduction à la DNPA appliquée à l’étude des macromolécules biologiques en solution et non
une revue exhaustive et détaillée de ces études. Dans la première partie le vocabulaire et les
notions de base sont introduites, nous montrerons en particulier l’importance de la notion de
fluctuation. La deuxième partie est consacrée à la notion de facteur de forme d’un objet. La
troisième partie concerne un aspect spécifique à la DNPA qui est lié à l’origine nucléaire de
l’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 à la littérature
sélectionnés avant tout pour des raisons didactiques et liées à 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, lumière).
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1.1 Définitions et notations

Lors d’une expérience de diffusion de rayonnement, l’échantillon étudié est placé sur le trajet
d’une onde plane, monochromatique de longueur d’onde λ, dont l’équation de propagation
s’écrit ψ(x, t) = ψ0 · ei(ωt−k0x), où ω est la pulsation et k0 = 2π/λ la norme du vecteur
d’onde. Cette onde peut être vue comme un ensemble de particules (neutrons) se déplaçant à
la même vitesse et dans des directions parallèles. Lorsque cette onde interagit avec un atome
de l’échantillon, elle est diffusée dans toutes les directions. L’onde diffusée est sphérique. On
supposera une diffusion élastique, c’est à dire que les ondes incidente et diffusée ont la
même longueur d’onde. La probabilité qu’une particule soit diffusée est proportionnelle à l’aire
σ d’une surface caractéristique de l’interaction entre l’atome et le rayonnement considéré. Cette
aire est la section efficace de diffusion, elle correspond à la surface de l’atome ”vue” par
ce rayonnement. L’intensité de l’onde diffusée sur 4π stéradians (nombre total de particules
diffusées par unité de temps) est Itot = Φσ, où Φ est le flux de particules incidentes. La section
efficace peut s’écrire sous la forme σ = 4πb2, où b appelé longueur de diffusion de l’atome
caractérise la portée des interactions entre les particules et l’atome. Pour un détecteur d’aire
s situé à une distance D de l’atome diffuseur, l’intensité I recueillie est proportionnelle au
rapport des aires Ω = s/4πD2, soit l’angle solide formé par le détecteur vu depuis le centre
diffuseur : I = ΦσΩ = Φ (b/D)2 s. Cette intensité est le carré de l’onde qui s’écrit :

ψ = ψ0
b

D
ei(ωt−kD) (1.1)

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

Les ondes diffusées par plusieurs atomes interfèrent. Le résultat de ces interférences sur
le détecteur dépend des différences de phase des ondes diffusées. Par rapport à une origine
O, l’onde de vecteur ~k1 diffusée par un atome situé en M tel que

−−→
OM = ~r est déphasée

de ~r(~k1 − ~k0) = ~r · ~q. Le vecteur ~q = ~k1 − ~k0 est le vecteur de diffusion, sa norme est
q = sin(θ/2)4π/λ, où θ est l’angle de diffusion. Si ψ(0, t) est l’onde diffusée par l’origine, l’onde
diffusée par l’atome en M est

ψ(r, t) = ψ(0, t) · ei~q·~r (1.2)

Le vecteur de diffusion permet de superposer des figures d’interférence obtenues à des angles
ou à des longueurs d’onde différents. Sa norme est homogène à l’inverse d’une longueur. C’est
à cette longueur à laquelle il est fait référence lorsque l’on parle d’échelle d’observation.

L’onde ψ diffusée par les n atomes de l’échantillon est la somme des ondes ψi diffusées par
chaque atome. Si le détecteur est situé à une distance beaucoup plus grande que la taille de
l’échantillon, les n atomes sont vus depuis ce détecteur sous le même angle de diffusion. On a :

ψ =
ψ0

D
×

n∑
i=1

bie
i~q·~ri (1.3)

L’intensité diffusée est I = ψ2 = ψψ∗ = (ψ2
0/D

2)×
∑n

i

∑n
j bibje

i~q·(~ri−~rj). Pour s’affranchir des
dépendances triviales en ψ2

0 et D2, on définit la section efficace différentielle de diffusion :

S (q) =
n∑
i

n∑
j

bibje
i~q·(~ri−~rj) (1.4)
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Lorsque les atomes sont groupés en molécules de petite taille comparée à q−1, 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 l’équation 1.4, ∀(i, j), ~q · (~ri − ~rj) → 0 et S (q) =
(
∑n

i bi)
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-
nomères 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 l’équation 1.4, on peut séparer les termes
concernant les interférences entre diffuseurs appartenant au même objet et ceux concernant les
interférences entre diffuseurs d’objet différents :

S (q) =
N∑
i

N∑
j

bibje
i~q·(~ri−~rj) = b2

n∑
h

n∑
k

N∑
i

N∑
j

ei~q·(~rih
−~rjk

) (1.5)

Cette expression comporte (nN)2 termes dont nN2 tels que h = k et n(n− 1)N2 ≈ n2N2 en
moyenne identiques tels que h 6= k : S (q)/b2 = n

∑N
ih

∑N
jh
ei~q·(~rih

−~rjh
)+n2

∑N
ih

∑N
jk
ei~q·(~rih

−~rjk
).

On utilise plutôt des grandeurs normalisées :

S (q)
b2 × nN2

= P (q) + nQ (q) avec


P (q) = 1

N2

N∑
ih

N∑
jh

ei~q·(~rih
−~rjh

)

Q (q) = 1
N2

N∑
ih

N∑
jk

ei~q·(~rih
−~rjk

)

(1.6)

La grandeur Q(q) reflète les interférences entre les ondes diffusées par des atomes appartenant
à des objets différents (terme ”interobjet”), tandis que P (q) concerne les ondes diffusées par
les atomes d’un même objet (terme ”intraobjet”). Ce dernier est celui auquel on accède lorsque
n→ 0, c’est à dire pour un système très dilué.

S (q)
b2 × nN2

]
n→0

= P (q) (1.7)

P (q) est le facteur de forme des objets et contient l’information concernant les corrélations
entre les positions des diffuseurs élémentaires d’un même objet. Dans beaucoup de cas, ce fac-
teur de forme dépend des interactions avec les objets voisins. Par exemple une châıne polymère
seule en bon solvant adopte une conformation ”gonflée” due aux interactions répulsives de
volume exclu qu’exercent les monomères entre eux. Par contre, en présence d’autres châınes
ces interactions sont écrantées et la châıne adopte une conformation aléatoire Gaussienne. On
comprend alors que diluer le système pour mesurer P (q) n’a pas toujours de sens.

L’équation 1.7 peut s’écrire sous la forme
[
S (q)

/
b2

]
n→0

= n
(
N2P (q)

)
. Cela signifie

que : 1) Lorsqu’il n’y a pas de corrélation entre objets, l’intensité diffusée est la somme des
n contributions individuelles de chacun d’eux. Les objets diffusent de façon 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’où le facteur N2) et non pas les intensités.
Les diffuseurs élémentaires d’un même objet diffusent de façon 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 :

−→
ij = (

−→
ih +

−→
kj) +

−→
hk. Considérons des objets de forme quelconque

ayant tous la même orientation, ou des objets sphériques. Alors pour chaque point j d’un objet
de centre de gravité k, il existe un point j′ d’un objet de centre de gravité h tel que

−→
kj = ~hj′,

soit
−→
ih+

−→
kj =

−→
ij′ qui est indépendant de h et k. L’équation 1.5 est donc finalement factorisable

sous la forme : S (q) = b2
∑n

h

∑n
k e

−i~q·
−→
hk ×

∑N
i

∑N
j′ e−i~q·

−→
ij′

, soit :

S (q)
b2 × nN2

= P (q)× S(q) avec


P (q) = 1

N2

N∑
i

N∑
j′
e−i~q·

−→
ij′

S(q) = 1
n

n∑
h

n∑
k

e−i~q·
−→
hk

(1.8)

Expression dans laquelle on retrouve le facteur de forme P (q). La grandeur S(q) est le facteur
de structure et contient l’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−i~q·
−→
hk = 1, on a

S (q) = 1
n

∑n
h

(
1 +

∑n
h6=k e

−i~q·
−→
hk

)
= 1 + 1

n

∑n
h

∑n
h6=k e

−i~q·
−→
hk, d’où :

S(q →∞) = 1 (1.9)

Dans la pratique cette limite est atteinte pour des valeurs de q suffisamment grandes comparées
à l’inverse 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 :

S (q)
b2 × nN2

)
qR�1

= P (q) (1.10)

Au contraire pour la limite q → 0, P (q → 0) = 1, la section efficace différentielle s’écrit alors

S (q → 0) = (bN)2 × nS (q) (1.11)

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

1.4 Diffusion par un milieu homogène

On considère la longueur de diffusion b d’un élément de volume v d’un échantillon. Le
rapport ρ = b/v est appelé densité de longueur de diffusion. Un milieu est parfaitement
homogène si cette densité est constante dans tout l’échantillon et quelle que soit la dimension
de l’élément de volume considéré jusqu’au volume atomique. L’échantillon est un cristal parfait.
Dans ce cas, il existe des directions privilégiées, correspondant à une famille de vecteurs de
diffusion ~q∗, pour lesquelles les ondes diffusées par deux plans réticulaires voisins distants
de dij sont en phase : ~q∗ · ~dij = n · 2π. C’est 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 façon
constructive à l’intensité mesurée pour ces vecteurs de diffusion. Pour une valeur de q très
proche mais différente d’une des valeurs particulières q∗, 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 l’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 ∆q d’un pic de Bragg pour un cristal parfait. Si pour qL = n2π
les ondes diffusées sont en phase (maximum d’interférence), alors pour (q+∆q)L =

(
n+ 1

2

)
2π

elles sont en opposition de phase (intensité nulle), d’où la largeur du pic ∆q = π/L. L’intensité
mesurée en fonction du vecteur de diffusion se résume donc à des pics dont la largeur est
inversement proportionnelle à la dimension du cristal. C’est le domaine de la diffraction. Entre
ces pics l’intensité est nulle. C’est le domaine de la diffusion.

Un milieu homogène ne diffuse pas.

Il diffracte à q = 0, mais cette diffraction n’est pas mesurable car elle se confond avec le
faisceau transmis à travers l’échantillon. Il diffracte à grand vecteur de diffusion (q−1 de l’ordre
de grandeur des distances inter atomiques), mais à cette échelle il n’est plus homogène.

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

S (q) =

〈
V/v∑

i

V/v∑
j

bibje
i~q·(~ri−~rj)

〉
=

V/v∑
i

V/v∑
j

〈bibj〉 × ei~q·(~ri−~rj) (1.12)

En moyenne la longueur de diffusion d’un élément de volume est 〈b〉 = bx. Pour un élément de
volume donné, l’écart à cette moyenne est ∆bi = bi−〈b〉. Par définiton ∆bi est nul en moyenne.
Le produit 〈bibj〉 = 〈(∆bi + 〈b〉) · (∆bj + 〈b〉)〉 est donc égal à

〈bibj〉 = 〈∆bi∆bj〉+ 〈b〉2 (1.13)

Introduit dans l’Eq.1.12 le second terme de cette somme correspond à la diffusion par un milieu
homogène constitué de diffuseurs de longueur de diffusion 〈b〉 uniformément répartis. Ce terme
est nul et on obtient une expression très générale :

S (q) =
V/v∑

i

V/v∑
j

〈∆bi∆bj〉 ei~q·(~ri−~rj) (1.14)

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

〈∆bi∆bj〉 /b2 = 〈∆xi∆xj〉 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
à la taille d’un diffuseur élémentaire. Pour un élément de volume i donné, le produit ∆xi∆xj
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est nul en moyenne excepté pour i = j. La double somme de l’Eq.1.14 se résume donc à V/v
termes identiques indépendants de q :

S (q) = b2
V

v

〈
∆x2

〉
(1.15)

Les fluctuations de la densité de l’élément de volume v sont liées à la compressibilité isotherme
κT = (1/V · dP/d(1/V ))−1 = v/kT×

〈
∆x2

〉
/ 〈x〉2, où kT est l’énergie thermique. Les diffuseurs

élémentaires sont ici des points, la section efficace de diffusion ainsi calculée est donc une
grandeur macroscopique qui correspond à la limite q → 0. Finalement on obtient un résultat
très général car il s’applique également aux solutions :

S (q → 0)
V

= b2
( n
V

)2

kTκT (1.16)

Pour un gaz parfait, qui correspond à la limite n/V → 0, on a κT = (kTn/V )−1, d’où

S (q → 0)/V
n/V

]
n/V→0

= b2 (1.17)

qui exprime que les intensités diffusées par les n diffuseurs s’ajoutent. L’expression 1.16 est à
comparer à l’équation 1.11, on obtient pour le facteur de structure : S(q → 0) = (n/V )kTκT .

1.6 Espace direct et espace réciproque

Pour des raisons calculatoires, un formalisme de milieu continu est souvent préférable. Pour
l’exprimer, on utilise la fraction volumique locale (ou densité locale) en diffuseurs élémentaires :
x(~r) =

∑n
i δ(~r−~ri), où δ est la fonction de Dirac telle que δ(0) = 1 et δ(~r 6= 0) = 0. L’équation

1.14 devient :
S (q) = b2

∫
V

dr2

∫
V

〈∆x(~r1)∆x(~r2)〉 ei~q·(~r1−~r2)dr1 (1.18)

Si le milieu est isotrope, la fonction de corrélation de paire 〈∆x(~r1)∆x(~r2)〉 ne dépend que de
la norme de ~r = ~r2 − ~r1, soit : 〈∆x(~r1)∆x(~r2)〉 = 〈∆x(0)∆x(r)〉 = g(r). Ce changement de
variable nous donne : S (q) = b2

∫
V
dr

∫
V
g(r)e−i~q·~rdr, soit :

S (q) = b2V

∫
V

g(r)e−i~q·~rdr (1.19)

Ce qui exprime que l’on mesure la transformée de Fourier de g(r). Cette fonction de corrélation
de paire représente la probabilité de trouver un diffuseur élémentaire à 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) = 4πr2 × g(r).

Extraire de la mesure la fonction de corrélation g(r), c’est à dire passer d’une représentation
dans l’espace réciproque à une représentation dans l’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 ∆λ/λ
est constant, tandis que la géométrie du détecteur et de la collimation sont telles que ∆θ
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 à 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 paramètres ; 3) convoluer par la fonction d’appareil ; 4) comparer
le résultat du calcul à la mesure et optimiser les paramètres afin de minimiser χ2.

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 même lorsque les atomes de l’échantillon sont tous identiques mais ont eux-même 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 l’espace fluctuent et ne sont pas corrélées. Ces fluctuations de densité de longueur de
diffusion contribuent à l’intensité diffusée. La section efficace différentielle de diffusion S (q) =∑n

i

∑n
j 〈bibj〉 eiq(ri−rj) s’écrit de façon identique à celle d’un gaz :

S (q) = n
(〈
b2

〉
− 〈b〉2

)
+ 〈b〉2

n∑
i

n∑
j

eiq(ri−rj) (1.20)

La grandeur b2coh = 〈b〉2 est appelée section efficace de diffusion cohérente et b2inc =
〈
b2

〉
− 〈b〉2

section efficace de diffusion incohérente. Cette dernière contribution à l’intensité diffusée est
indépendante de q. On appelle ”diffusion incohérente” toutes les contributions à l’intensité
diffusée dues à des fluctuations de longueur de corrélation très courte comparée aux longueurs
q−1 de la DNPA. C’est par exemple les fluctuations de composition isotopique (un ensemble
d’atomes d’une seule espèce chimique peut être un mélange d’isotopes de longueurs de diffusion
différentes), ou les fluctuations de densité du solvant (liées à sa compressibilité) dans le cas
d’un mélange soluté-solvant. La soustraction de l’ensemble de ces contributions conduit à la
section efficace différentielle de diffusion cohérente : Scoh(q) = 〈b〉2

∑n
i

∑n
j e

iq(ri−rj)

C’est uniquement de cette section efficace qu’il s’agira par la suite.

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

On considère une solution dont le soluté occupe une fraction volumique x, et dont b, v,
ρ = b/v sont respectivement la longueur de diffusion, le volume moléculaire et la densité de
longueur de diffusion. Notons x0, b0, v0 et ρ0 les mêmes grandeurs relatives au solvant. La
densité moyenne de longueur de diffusion est 〈ρ〉 = ρx+ ρ0x0. Pour un élément de volume i de
l’échantillon, l’écart à cette densité moyenne est ∆ρi = (ρxi + ρ0x0i)− 〈ρ〉 = ρ∆xi + ρ0∆x0i,
où ∆xi représente l’écart à la concentration moyenne en soluté. Si le milieu est incompressible
alors x0 = 1 − x et ∆x0i = −∆xi, d’où ∆ρi = (ρ − ρ0)∆xi. La fonction de corrélation des
fluctuations de densité de longueur de diffusion est donc :

〈∆ρi∆ρj〉 = (ρ− ρ0)2 〈∆xi∆xj〉 (1.21)

L’équation 1.14 devient

S (q) = v2(ρ− ρ0)2Ssoluté(q) avec Ssoluté(q) =
V/v∑

i

V/v∑
j

〈∆xi∆xj〉 ei~q·(~ri−~rj) (1.22)
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Le facteur v2(ρ−ρ0)2 = (b−b0v/v0)2 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/v0 molécules de solvant qui occupent le même volume. L’équation 1.22
montre que la diffusion est proportionnelle au facteur de contraste et à un terme d’interférence,
Ssoluté(q), qui ne dépend que du soluté. Ssoluté(q) est la fonction de diffusion partielle du
soluté. Le même calcul peut être fait en considérant cette fois le solvant. Ce qui montre que
les deux fonctions de diffusion partielles sont identiques : Ssoluté(q) = Ssolvant(q). Ce résultat
est connu en optique à la suite des travaux de Jacques Babinet (XIXième 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 à celle obtenue pour un gaz à ceci près que les fluctuations de
densité sont remplacées par les fluctuations de concentration du soluté. Par exemple, la section
efficace différentielle de diffusion cohérente à q → 0 sera proportionnelle à la compressibilité
osmotique : (Cdπ/dC)−1. Si C est la concentration en soluté exprimé en masse par unité de
volume, l’équation 1.16 devient :

S (q → 0)
V

= (b− b0v/v0)2
(
C

M

)2

kT (Cdπ/dC)−1 (1.23)

oùM est la masse moléculaire du soluté. A la limite C → 0, la solution est idéale (Cdπ/dC)−1 =
(kTC/M)−1. L’équation 1.17 devient :

S (q → 0)/V
C

]
C→0

=
(
b− b0v/v0

M

)2

M (1.24)

Dans le cas où le soluté est une macromolécule faite de N diffuseurs élémentaires de longueur
de diffusion b1, masse m1 et de volume v1. Alors M = Nm1, v = Nv1 et b = Nb1. L’équation
précédente devient :

S (q → 0)/V
C

]
C→0

= K2M avec K2 =
(
b1 − b0v1/v0

m1

)2

(1.25)

La grandeur K2 est caractéristique du couple ”diffuseur élémentaire / solvant”. Elle est calculée
à partir de leurs formules chimiques. L’Eq.1.25 montre alors la façon dont la mesure permet
d’accéder à 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 : π = kT (n/V )(1+a2n/V + · · · )
où a2 est le coefficient d’interaction à deux corps. C’est une grandeur homogène à un volume qui
pour des sphères dures de rayon r est égal à a2 = 16πr3/3 [3]. Il est d’usage d’utiliser la concen-
tration C = nM/V et le coefficient MA2 = a2/M homogène à l’inverse d’une concentration
(concentration d’emplilement compact pour des sphères), on obtient pour la compressibilité
osmotique (Cdπ/dC)−1 = kT (C/M)(1− 2a2C/M + · · · ). D’où pour l’intensité diffusée :

S (q → 0)/V
C

=
[
S (q → 0)/V

C

]
C→0

(1− 2MA2C + · · · ) (1.26)

Le coefficient d’interaction à deux corps est donc directement accessible à partir de la dépendance
en concentration de l’intensité diffusée.
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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 paramètre thermodynamique pour l’étude des
systèmes biologiques. La diffusion de neutrons est particulièrement bien adaptée à ces études
car des matériaux transparents aux neutrons comme l’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].

q2H2Oð0:1Þ are the protein concentration and the density of
heavy water at atmospheric pressure, respectively. As in
Eqn. 3, the values of c(P) were calculated using the densities
of H2O.

The SANS spectra from the protein were described by the
Guinier approximation [41]

Iðq;P; cÞ ffi Ið0;P; cÞ exp½%q2R2
gðP; cÞ=3& ð6Þ

where Rg(P,c) is the apparent value (nm) of the radius of
gyration of the protein at pressureP and concentration c(P).
For an almost spherical solute particle this approximation is
valid to within 1% for qRg(P,c) £ 1.3 [41]. For a Mb
molecule, this corresponds to q £ 0.9 nm)1. All the SANS
spectra were collected within this range.

The concentration dependence of the radius of gyration
can be accounted for by

½RgðP;cÞ&%2 ¼ ½RgðP; 0Þ&%2½1þ 2B2ðPÞMpcðPÞþ ) ) ) &
ð7Þ

where Rg(P,0) is the actual value of the radius of gyration of
the protein and B2(P) a constant similar to A2(P) in Eqn. 5
but with a different value. For each pressure,Rg (P,0) can be
inferred from the intercept of the plot of [Rg(P,c)]

)2 as a
function of c(P).

R E S U L T S

SANS measurements were performed at three protein
concentrations measured at atmospheric pressure: 5.7,
11.7, and 16.2 mgÆcm)3. Figure 1 shows the neutron
scattering spectra obtained at 54, 154, and 302 MPa for
the sample at 11.7 mgÆcm)3. For the spectrometer config-
uration used in these experiments, the first two points at the
lowest q-values are affected by a small contribution from
the direct neutron beam. Consequently, no significant
increase of the scattered intensity is observed for the
smallest q-values. This demonstrates that no protein aggre-
gation or oligomerization occurred in the samples, irrespec-
tive of the pressure.

To determine the apparent value of the radius of
gyration, Rg(P,c), of the MbN3 molecule and the forward
scattered intensity, I(0,P,c), Eqn 6was fitted to these spectra
and those from the samples at the other two concentrations.
As shown in Fig. 2, the values of the actual radius of
gyration, Rg(P,0), at each pressure were inferred from
Rg(P,c) by extrapolation to c(P) ¼ 0 according to Eqn 7.
Figure 3 shows no significant variation of Rg(P,0) within
the studied pressure range. The mean value of the actual
radius of gyration ofMbN3 isRg(P,0) ¼ (1.52 ± 0.03) nm,
in good agreement with the results of previous SANS
studies of horse and sperm whale Mb at atmospheric
pressure and finite concentrations [37,42]. Therefore, the
reorganization of the secondary structure of Mb that has
been observed by FTIR [23,24] does not affect the
compactness of the protein.

According to Eqn 5 the slope of the plot of c(P) [K0(P)]
2/

I(0,P,c) vs. c(P) allows the second virial coefficient,A2(P), to
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Fig. 1. Scattering spectra I(q,P,c) of MbN3 at p
2H 6.6, as a function of

the wave-number transfer q. The measurements were performed at

room temperature. The protein concentration, c, at atmospheric

pressure is 11.7 mgÆcm)3 and the pressures,P, are: 54 (s), 154 (n), and

302 (h) MPa. Fits of Eqn 6 to the data are shown as full lines.
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Fig. 2. Reciprocal of the square of the apparent radius of gyration,

Rg(P,c), as a function of MbN3 concentration c(P). (A) P ¼ 54 MPa,

(B) P ¼ 154 MPa, and (C) P ¼ 302 MPa. The solid lines are linear

regressions.
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moderate pressures near 300 MPa induce subtle structural
rearrangements of the protein matrix whereas higher
pressures, near 1 GPa, lead to unfolding. Pressure may
also induce changes in the heme structure and in the spin
state of the iron atom [17,18,20,21,26–29]. Other studies of
proteins at high pressures have shown that they react as a
whole, simultaneously adapting their structure, their spatial
charge distribution and their interactions with the solvent
[2,3].

The present SANS measurements on MbN3 at pres-
sures up to about 300 MPa indicate that the structural
reorganization of the active site previously observed by
optical absorption in the UV-visible range [17,18,20,21],
Raman [26], and NMR [27–29] spectroscopies and the
secondary structure modifications observed by FTIR

through the amide I¢ band [23,24] are not related to a
change of compactness of Mb as its radius of gyration
remains constant. This does not means that MbN3

remains in the native state up to 300 MPa. More likely,
the protein starts to denature at a lower pressure and
becomes a slightly swollen molten globule. The value of
the radius of gyration given by neutron scattering is
indeed rather insensitive to the early stages of protein
unfolding. This has been demonstrated for neocarzinos-
tatine denatured by guanidinium chloride [46]. In the
FTIR studies it was suggested that, in addition to the
strengthening of the hydrogen bond network with
increasing pressure, the bonding of a C¼O group with
a N2H group and a water molecule may also occur. This
means that the protein may become more hydrated with
increasing pressure [24]. This increase of hydration might
be due to the appearance of a molten globule state as
the pressure dependence of the second virial coefficient
suggests that the surface hydration decreases with
pressure.

The present SANS study allowed the specific volume of
MbN3 to be determined as a function of pressure. It
decreases by about 5.4% between atmospheric pressure and
300 MPa. Within the uncertainties of the only three
measurements carried out in this pressure range, the
isothermal compressibility of hydrated MbN3 is almost
constant. Its value is jT,p ¼ (1.6 ± 0.1) 10)4 MPa)1 at
about 20 !C. Therefore, hydrated MbN3 is about two to
three times as incompressible as H2O or 2H2O at the same
temperature. The value of the isothermal compressibility of
hydrated MbN3 compares well with that obtained by
densimetry for staphylococcal nuclease at 25 !C:
jT,p ¼ (1.1 ± 0.2) 10)4 MPa)1 between atmospheric pres-
sure and 60 MPa [47].

The above-mentioned values of the isothermal compress-
ibility, jT,p, of proteins cannot be directly compared with
those of the adiabatic compressibility, jS, inferred from
ultrasound velocity measurements [48–53]. According to
Eqn 8, jT,p is a characteristic property of the hydrated
protein alone whereas jS is not as it is measured at constant
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Fig. 1. Expériences de DNPA sur des solutions diluées de MbN3 à différentes pressions hydrosta-

tiques P [4]. L’augmentation de l’intensité diffusée avec P est due à l’augmentation du contraste

résultant d’une compressibilité isotherme de la protéine hydratée trois fois plus faible que celle de

l’eau.

Les expériences sont réalisées en solution diluée dans l’eau lourde afin de réduire la diffusion
incohérente de l’hydrogène 1H. Des mesures de la section efficace de diffusion cohérente par
unité de volume, S (q)/V (notée I par les auteurs), ont été réalisées en fonction du vecteur
de diffusion q pour différentes pressions hydrostatiques P . Les auteurs exploitent l’idée qu’une
différence de compressibilité entre le soluté et le solvant implique que le rapport v/v0 (cf.
Eq.1.24) est fonction de la pression d’où une variation de l’intensité diffusée. L’allure des
spectres permet une extrapolation à q → 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

M
− ρ0(P )v′(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 ρ0(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 être déduit de la mesure de S (q → 0).
Les mesures faites à différentes pressions donnent accès à la compressibilité de la protéine
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κT = (−v · dP/dv)−1 de façon très précise. Ce type de mesure est particulièrement 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 à κ−1

T 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 crôıtre des monocristaux
sont encore très empiriques. Un point clé concerne les conditions physico-chimiques optimales
à la nucléation. Dans ce contexte l’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 (lumière et neutrons aux petits angles) ces interactions
pour deux protéines le lysozyme et le chymotrypsinogène.

In the light scattering regime, the effective protein radius and the mean
distances between the molecules in solution (Fredericks et al., 1994) are
much lower than the wavelength of the laser used (488 nm). Thus the form
factor is effectively equal to unity for most of the accessible q values. This
allows us to measure the scattered intensity at an angle of 90°, which
minimizes eventual effects from dust particles. For neutron scattering, the
form factor varies with q but approaches unity at q 3 0. In this limit, the
structure factor reduces to (Goodwin, 1981; Chen and Bendedouch, 1986)

S!q 3 0" ! I!0" ! kT""#

"$#T $ !1% 2B#22#"$1 (5)

where $ is the osmotic pressure of the protein solution and B#22 is the
second virial coefficient, which samples the net effect of the interaction
energy over the whole range of accessible configurations:

B#22 ! $2$ %
0

%

!g!r" & 1"r2dr (6)

When the protein molecules are approximated as spheres of radius rp,
g(r) & 0 over the range 0 ' r ' rp, because of steric repulsion. The value
of the above integral in this range is equal to four times the molecular
volume of the protein and makes up the so-called excluded volume con-
tribution to B#22. The value of the integrand in the range rp ' r ' % is a
complex function of the intermolecular interactions present at different
separations. A positive virial coefficient reflects the presence of predom-
inantly repulsive interactions and vice versa.
The SLS data were processed by the classical method of Zimm (1948),

whereby

KCp
R'

!
1
MW

% 2B22Cp (7)

where Mw is the molecular weight of the protein and Cp is its w/v
concentration. The second virial coefficient as determined experimentally
using Eq. 7 has units of mol ml/g2 and is related to that given in Eqs. 5 and
6 by B22 ( B#22/Mw

2 NA (NA is Avogadro’s number). The Rayleigh ratio, R',
is the normalized scattering intensity, which was calibrated by using pure
benzene and subtracting the background scattering from the pure electro-
lyte solution. K is a constant that is calculated from the optical properties
of the system (Utiyama, 1972):

K !
4$2n02

NA(4 "dndC#2 (8)

where n0 is the refractive index of the solvent, (dn/dC) is the refractive
index increment of the protein, and ( is the wavelength of the laser in
vacuum. The values of (dn/dC) used were 0.20 ml/g for lysozyme (Fred-
ericks et al., 1994, confirmed by our independent measurements) and 0.192
for chymotrypsinogen (Smith, 1970). The value of R'(90°) for benzene was
set at 38.6 ) 10$6 cm$1, interpolated from the data of Coumou et al.
(1960, 1964).
Once the data are plotted according to Eq. 7, the values of the slope and

the intercept give the second virial coefficient and the molecular weight of
the dissolved protein, which is independently known from its amino acid
composition and therefore can be used as a check on the experimental
precision.

RESULTS

Static light scattering

Lysozyme

The virial coefficient measurements for lysozyme span the
pH region from 3 to 10.6 at four different electrolyte con-

centrations—0.005, 0.1, 0.3, and 0.5 M NaCl. Measure-
ments at the higher electrolyte concentrations of 0.1, 0.3,
and 0.5 M were made to determine the behavior of B22 upon
the approach to protein crystallization conditions (Alderton
et al., 1945; Ataka and Shoji, 1986; Howard et al., 1988),
whereas the measurements at 0.005 M NaCl probed the
interactions in the low-electrolyte region, where long-range
electrostatics are significant. The data were obtained with
protein solutions diluted below 10 mg/ml. This value is
lower than the reported lysozyme solubility values at all salt
concentrations in the pH range 4–7.5 at 25°C (Howard et
al., 1988), which reduces the risk of interference from
higher order terms in the virial expansion and of experi-
mental errors arising from concentration-induced protein
aggregation. Examples of typical experimental measure-
ments plotted according to Eq. 7 are shown in Fig. 1. The
lines show the results of least-squares linear regression with
both the slope and the intercept varied. The lines should
meet at the same point, which is related to the reciprocal of
the protein molecular weight (Eq. 7). This is reasonably
well accomplished for all of the data plots, with the excep-
tion of that at the lowest electrolyte concentration and pH.
The average intercept, excluding the point at pH 3 and I (
0.005 M, corresponds to a protein molecular weight of
14,600. This value is closer to the lysozyme molecular
weight from amino acid sequencing (14,320) than to the
molecular weights determined by other physical methods
(e.g., sedimentation; Creighton, 1993, p. 266).
The virial coefficients obtained (Fig. 2) are highly posi-

tive (corresponding to repulsive interactions) at low elec-
trolyte concentrations and low pH. As pH increases, the
coefficients decrease, dropping sharply above pH 9 to reach
a negative value at pH *10.5. The virial coefficients are
slightly positive at I ( 0.1 and 0.3 M electrolyte and pH 3,
but they become increasingly negative at intermediate and

FIGURE 1 Typical plots of lysozyme SLS data according to Eq. 7. The
variation of the virial coefficient (given by the slope of the lines) with pH
and electrolyte concentration is evident.
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Here ! is the fraction of monomolecular protein converted
into aggregates. The effective radius of the aggregates Ragg
is an unknown function of n, but the simple physical re-
striction Ragg ! nR will always hold.
Fits of the data for the 2 h scattering curve at pH 7 with

Eq. 9 were carried out with progressively increasing values
of n in the q region above 0.05 Å"1, where the scattering
depends only on the size and shape of the species (S(q) #
1). The physical restriction above was met at the lowest
value of n $ 4, with the fitting parameters taking the values
! $ 0.33 and Ragg $ 40 Å. As seen from the theoretical
fitting curves shown in Fig. 8 and expanded in the inset, the
scattering intensity at q values higher than %0.12 Å"1 is

determined mostly by the presence of the monomers and
increases at lower values because of the strong scattering
from the aggregates. The value obtained for the effective
size of the tetramer is twice the diameter of a single mole-
cule, which is reasonable, although the real physical picture
likely includes polydisperse aggregates. The negative devi-
ation of the theoretical curve from the data at low q values
reflects the fact that S & 1 because of the strongly attractive
interactions, which are not accounted for in the model. Thus
the estimate above suggests that %30% of the original
protein sample aggregated in a period of 2 h into clusters
comprising four or more molecules each. The fraction of
monomers incorporated into clusters increased with time, as
evidenced by the continued increase in intensity at low q,
due to the increasing number of aggregates, and the con-

TABLE 1 Comparison of lysozyme virial coefficients
obtained by SLS, SANS, and theoretical fitting

pH
Electrolyte
conc. (M)

B22 (mol ml ' 104/g2)

From SLS From SANS Calculated

3 0.1 3.95 — 10.1
0.5 "1.26 — "2.09

4.5 0.005 33.3 31.0 145
0.1 2.15 — 4.27
0.3 "1.39 "2.46 "2.80
0.5 "3.24 — "4.72

6 0.005 28.5 21.0 112
0.1 "2.46 — 1.77
0.3 "3.60* "5.56 "4.02
0.5 "4.54 — "5.45

7.5 0.1 "3.65 — 0.3
0.3 "5.50 — "4.63

9 0.005 15.6 17.0 77.7
0.1 "4.41 — "1.00
0.3 "5.28* "6.46 "5.14
0.5 "7.75 — "6.09

The fitted parameters were AH $ 13.8kT, dp $ 36.8 Å.
*Interpolated value.

FIGURE 6 The values of the virial coefficients for lysozyme obtained by
SANS (large symbols) compared to the corresponding SLS data (small
symbols and lines).

FIGURE 7 Intensity I versus scattering vector q for SANS measure-
ments on chymotrypsinogen at pH 3 and two different electrolyte concen-
trations. The solid curve is the form factor function fitted by approximating
the protein shape by a sphere. Positive deviations from this curve in the low
q region indicate attractive interactions and negative deviations indicate
repulsions.

TABLE 2 Comparison of chymotrypsinogen virial
coefficients obtained by SLS, SANS, and theoretical fitting

pH
Electrolyte
conc. (M)

B22, mol ml/g2 ' 104

From SLS From SANS Calculated

3 0.005 7.8 4.46 90.8
0.1 2.50 — 3.21
0.3 "1.40 "1.8 0.08

5.25 0.005 "1.75* — "1.75
0.1 "1.75* — "1.95
0.3 "1.75* — "2.22

6.8 0.005 "8.65 "4.8# "6.08
0.1 "4.10 — "2.52
0.3 "2.05 — "2.43

The fitted parameters were AH $ 10.1kT, dp $ 43.5 Å.
*Common interpolated value.
#Estimated by the idealized model (Eq. 9).
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Fig. 2. Expériences de diffusion statique de la lumière (SLS) et de DNPA sur des solutions diluées

de protéines [5]. Les expériences de diffusion de lumière correspondent à la limite q → 0. La grandeur

représentée, notée KCp/Rθ, est l’inverse de la masse apparente (la masse moléculaire correspond à la

limite C → 0). Dans les notations utilisées dans ce cours K = ((b1 − b0v1/v0)/m1)
2 est le contraste, Cp

est la concentration en protéines et Rθ la section efficace de diffusion cohérente par unité de volume.

Les mesures de diffusion de lumière (Fig.2 gauche) correspondent à la limites q → 0 (typi-
quement qR < 5 · 10−2 pour une protéine globulaire de rayon R). Elles sont une illustration
directe de l’équation 1.26. La grandeur représentée est l’inverse de la section efficace de diffusion
cohérente par unité de volume, de concentration et de contraste. Extrapolée à concentration
nulle cette grandeur est égale à l’inverse de la masse des objets en solution (protéines isolées
où agrégats) selon l’Eq.1.25. La pente des droites est égale à 2MA2. A pH=9 par exemple, les
interactions répulsives (2MA2 > 0) à faible force ionique (notée I ici) deviennent attractives
à force ionique élevée. La figure de droite correspond à des mesures de DNPA effectuées sur
un domaine de vecteur de diffusion plus large autour de qR = 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 à 1.11.
A petite valeur du vecteur de diffusion, selon la nature des interactions entre protéines, on
observe un excès ou un défaut d’intensité diffusée par rapport à la solution idéale. A grand
vecteur de diffusion, l’intensité diffusée est insensible à ces interactions et ne dépend que du
facteur de forme des protéines.

2 FACTEUR DE FORME

Très souvent l’information clé à laquelle l’expérimentateur souhaite accéder, concerne la
structure ou la conformation des objets (qui peuvent être 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 l’on mesure est une moyenne sur toutes les orientations possibles de ~r [6].
Du fait de la symétrie centrale, à chaque ~r lui correspond son opposé. La partie imaginaire
de ei~q·~r est donc nulle en moyenne, d’où

〈
ei~q·~r〉 = 〈cos(~q · ~r)〉. La densité de probabilité d’une

orientation ϕ donnée pour ~r est p(ϕ) = [2π sin(ϕ)dϕ] /4π = sin(ϕ)dϕ/2, d’où : 〈cos(~q · ~r)〉 =∫
cos(~q · ~r)p(~r)d~r =

∫ π/2

0
cos (qr cos(ϕ)) sin(ϕ)dϕ. Le changement de variable x = qr cos(ϕ)

conduit à 〈
ei~q·~r〉

orientations
= 〈cos(~q · ~r)〉orientations =

sin(qr)
qr

= j0(qr) (2.1)

j0 est la fonction de Bessel sphérique d’ordre 0. On obtient finalement pour le facteur de forme :

P (q) =
1
N2

N∑
i

N∑
j

〈
ei~q·~rij

〉
=

1
N2

N∑
i

N∑
j

sin(qrij)
qrij

(2.2)

rij désigne la norme du vecteur. Le produit qrij ne dépend donc que de la distance entre i et j
et non de leur orientation. L’application immédiate du résultat précédent concerne une paire de
diffuseurs élémentaires à une distance d l’un de l’autre. L’équation 2.2 donne immédiatement :

Ppaire(q) =
1
2

(
1 +

sin(qd)
qd

)
(2.3)

2.2 Domaine de Guinier, rayon de giration

On envisage la limite des petites valeurs de q (q−1 beaucoup plus grand que la taille des
objets). Dans le cas où le facteur de forme est une moyenne sur toutes les orientations possibles,
le développement sin(qr)/qr = 1− (qr)2/6 + · · · introduit dans l’Eq.2.2 conduit à :

PGuinier(q) = 1− q2

3

 1
2N2

N∑
i

N∑
j

r2ij

 + · · · = 1−
q2R2

g

3
+ · · · (2.4)

qui peut s’écrire :
PGuinier(q) ≈ e−q2R2

g/3 (2.5)

avec R2
g = 1

2N2

∑N
i

∑N
j r2ij . Ce résultat est correct quelle que soit la forme des objets et dans

un domaine de vecteur de diffusion, appelé domaine de Guinier, tel que qRg < 1. La longueur
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Rg est le rayon de giration des objets. Il est plus commode de l’exprimer en fonction des
distances au centre de gravité pris pour origine. Ainsi

∑N
i

∑N
j r2ij =

∑N
i

∑N
j (~ri − ~rj)2 =∑N

i

∑N
j (~ri

2 + ~rj
2 − 2~ri · ~rj) = N

∑N
i r2i +N

∑N
j r2j car

∑N
i ~ri = 0. Finalement :

R2
g =

1
N

N∑
i

r2i =
〈
r2i

〉
(2.6)

Le rayon de giration d’un objet est le rayon de la sphère (creuse) qui aurait le même moment
d’inertie. Par exemple, dans une boule (pleine) de rayon R, les diffuseurs élémentaires ne sont
pas uniquement situés à la périphérie mais également à des distances plus petites du centre.
Le rayon de giration étant la moyenne quadratique des ri, est donc plus petit que R. En
remplaçant la somme par une intégrale, on obtient R2

g =
[∫ R

0
4πr2 × r2 × dr

]/
4
3πR

3 = 3
5R

2.

Pour un filament rigide de longueur L, on obtient R2
g = L2/12.

2.3 Objets à symétrie sphérique

Pour un objet à symétrie sphérique l’orientation n’a pas de signification. Par ailleurs, il
est commode de placer l’origine au centre de gravité. P (q) = 1

N2

∑N
i

∑N
j ei~q·~rij = [A (q)]2,

avec A(q) = 1
N

∑N
i ei~q·~ri . Pour une sphère de rayon R, l’équation 2.1 donne directement

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

Psphère =
[
sin(qR)
qR

]2

= [j0(qR)]2 (2.7)

Pour un objet volumique dont la densité de diffuseurs élémentaires à une distance r du centre
est ρ(r) : A(q) =

∫ R

0
j0(qr)ρ(r)4πr2dr. Pour une boule on obtient :

Pboule(q) =
[

3
qR

×
(

sin(qR)
(qR)2

− cos(qR)
qR

)]2

=
[
3j1(qR)
qR

]2

(2.8)

j1 est la fonction de Bessel sphérique d’ordre 1. De façon générale le facteur de forme d’objets
à 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 qR. A grand q, l’enveloppe de ces oscillations décrôıt comme
q−2 pour la sphère et q−4 pour la boule. Dans la pratique, la résolution finie de l’appareil de
mesure ou une polydispersité des tailles font que seule cette enveloppe est mesurée lorsque ces
oscillations sont très resserrées (qR� 1). Lorsque ces oscillations sont visibles et que la forme
des objets est par ailleurs connue, la taille des objets peut ainsi être mesurée sans faire de
mesure dans le domaine de Guinier (qR < 1).

2.4 Bâton rigide

On considère [7] un bâton infiniment fin de longueur L. Soit ~u un vecteur unitaire co-
linéaire au bâton. L’amplitude de l’onde diffusée est : A(q) = (1/L)

∫ L/2

−L/2
ei~q·r~udr. Du fait de

la symétrie, seul le terme en cosinus est conservé, soit A(q) = j0(~q ·L~u/2). Le facteur de forme
est une moyenne de A(q)2 sur toutes les orientations possibles de ~u (cf. section 2.1) :

Pbâton(q) =
1
2

∫ π

0

(
j0

(
qL

2
cosϕ

))2

sinϕdϕ
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Le changement de variable x = cosϕ donne Pbâton(q) =
∫ 1

0

(
j0

(
qL
2 x

))2

dx ; puis y = qLx/2
conduit à :

Pbâton(q) =
2
qL

∫ qL/2

0

j0(y)2dy (2.9)∫∞
0
j0(y)2dy = π/2 d’où le comportement asymptotique : Pbâton(qL� 1) = (π/L)q−1.

2.5 Châıne gaussienne

Une châıne gaussienne (ou idéale) correspond à la trace laissée par une marche aléatoire pour
laquelle le déplacement carré moyen

〈
r2

〉
est proportionnel au nombre n de pas de longueur a :〈

r2
〉

= a2n. Pour une telle châıne, la distance entre extrémités est nulle en moyenne mais elle

obéit à une loi de distribution gaussienne : p(r) =
(
2π/3

〈
r2

〉)−3/2
e−3r2/2〈r2〉. Dans l’equation

2.1 du facteur de forme, la moyenne doit être réalisée sur cette distribution des distances rij [8].

P (q) =
1
N2

N∑
i=1

N∑
j=1

(∫
ei~q·~rijp(rij)d3rij

)
(2.10)

Cette moyenne est la transformée de Fourier d’une gaussienne, c’est également une gaussienne
de largeur inverse :

∫
ei~q·~rijp(rij)d3rij = e−q2〈r2

ij〉/6, où
〈
r2ij

〉
est une fonction du nombre j − i

de maillons entre ces deux points :
〈
r2ij

〉
= a2|i− j|.

P (q) =
1
N2

N∑
i=1

N∑
j=1

e−q2a2|i−j|/6 =
2
N2

N∑
k=1

(N − k)e−q2a2k/6 (2.11)

La dernière égalité est obtenue en remarquant que parmi les N2 paires (i, j) possibles, il
en existe 2(N − k) de k = |i − j| maillons. En remplaçant la somme par une intégrale :
P (q) = 2

N2

∫ N

0
(N − k)e−q2a2k/6dk = 2

∫ 1

0
(1 − u)e−uq2a2N/6du, avec u = k/N . En notant

x = a2N/6 et en intégrant par parties on obtient finalement la formule de Debye :

P (q) =
2

(q2R2)2
(
q2R2 − 1 + e−q2R2

)
(2.12)

A qR� 1, le développement e−x = 1−x+x2/2−x3/6+ · · · et l’identification avec l’équation
2.4 montre que R = Rg. A qR� 1, le facteur de forme décrôıt comme P (q) = (qR)−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 entière :

M = m1

(
R

a

)D
(2.13)

où m1 et a sont respectivement la masse et la taille d’un élément constitutif de l’objet. D est
la dimension fractale de cette famille d’objets. Elle caractérise la façon dont ils remplissent
l’espace. Les fractals sont le plus souvent autosimilaires, c’est à dire invariant par changement
d’échelle. Une fois grossie, une petite partie est statistiquement semblable à l’objet entier.
Observons sous différents grossissements la pelote que forme une châıne polymère de rayon de
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giration Rg. Si R est la taille de la zone observable, pour Rg/R < 1 (petit grossissement), la
masse visible, m, est égale à la masse totale M . Par contre pour Rg/R > 1 (fort grossissement)
la masse visible décrôıt. Supposons une loi du type :

m

(
Rg

R

)
= M · f

(
Rg

R

)
avec

{
f(x < 1) = 1
f(x ≥ 1) = x−α (2.14)

Pour déterminer l’exposant α, on utilise un argument d’échelle qui postule [9] :

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

2. qu’à fort grossissement, la mesure est insensible à M (on ne peut déduire la masse totale
de l’objet en n’observant qu’une partie). Soit m(Rg/R > 1) = M0.

La relation 2.13 donne α = D. Le même argument est utilisé pour décrire le résultat d’une
expérience de diffusion de rayonnement. En solution très diluée, la grandeur physique donnant
accès à la masse d’un objet est la section efficace de diffusion cohérente par unité de concentra-
tion et de contraste :

[
S (q)/(CVK2)

]
C→0

= MP (q) (cf. Eq.1.7). Dans le régime intermédiaire
du vecteur de diffusion tel que Rg < q−1 < a, la mesure sonde l’intérieur de l’objet et est sen-
sible à son autosimilarité. L’argument d’échelle postule qu’une seule longueur est pertinente
(or Rg est déjà nécessaire à qRg < 1) et que l’expérience est insensible à M . Soit :

[
S (q)/(CVK2)

]
C→0

= M · P (qRg) avec
{
P (qRg < 1) = 1
P (qRg ≥ 1) = (qRg)−D

(2.15)

A qRg > 1, On obtient :

[
S (q)/(CVK2)

]
C→0,qRg>1

= M · (qR)−D = m1

(
q−1

a

)D
(2.16)

Cette relation exprime l’autosimilarité d’un objet seul tandis que la relation 2.13 exprime celle
des châınes entre elles. La dernière formulation de l’Eq.2.16 montre son sens physique si on la
compare à l’Eq.2.13. L’intensité diffusée à qR > 1 est proportionnelle au nombre, g = (q−1/a)D,
de diffuseurs élémentaires d’un segment de châıne de rayon q−1.

Les diffuseurs situés dans un volume q−3 diffusent de façon cohérente
tandis que ces volumes entre eux diffusent de façon incohérente.

Cet argument d’échelle permet de retrouver facilement le comportement de l’intensité diffusée
pour les objets examinés jusqu’à présent. La dimension fractale d’une châıne idéale est celle
d’une marche aléatoire, D = 2 et P (q) ∝ q−2 (Eq.2.12). Pour un bâton D = 1, P (q) ∝ q−1

(Eq.2.9). Pour une sphère, à suffisament grand q la mesure est insensible à la courbure, on voit
un plan soit D = 2, P (q) ∝ q−2 (Eq.2.7). Pour une boule, l’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-
mogènes de longueurs de diffusion, b et b0, différentes. C’est le cas d’objets denses, homogènes
et de grande taille par rapport à l’échelle d’observation. Pour obtenir la fonction de diffusion,
utilisons [10] un argument d’échelle similaire à celui de la partie 2.6. Partageons l’échantillon
en volumes de cohérence q−3. Seuls les volumes de cohérence situés à l’interface contribuent
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à l’intensité diffusée, car ceux situés dans le volume correspondent à la diffusion d’un milieu
homogène. La section efficace différentielle de diffusion cohérente s’écrit donc

S (q)
(b− b0)2

= ng2 (2.17)

où n est le nombre de volumes de cohérence situés à l’interface et g le nombre de diffuseurs
élémentaires dans chacun. Si A est l’aire de l’interface, alors n ∝ (A/q−2). Par ailleurs les deux
milieux étant homogènes, g varie comme le volume q−3, g = (q−1/a)3. On obtient :

S (q)
(b− b0)2

∝ A
a6
· q−4 (2.18)

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 homogènes. On retrouve ce
comportement de l’intensité diffusée à qR� 1 pour des boules.

2.8 Fonction de coupure à grand q

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

P (q) = Pglobal(q)× Plocal(q) (2.19)

où Pglobal(q) est le facteur de forme de l’objet si les diffuseurs élémentaires étaient ponctuels
et réduit à leurs centres de gravité et Plocal(q) est le facteur de forme du diffuseur élémentaire.
Si l’échelle d’observation q−1 reste supérieure à la taille a du diffuseur élémentaire, Plocal(q)
pourra être approximé par la formule de Guinier (Eq.2.5) :

P (q) = Pglobal(q)× e−q2a2/3 (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.
◦ Disque de rayon R

P (q) =
2

(qR)2

(
1− 1

qR
J1(2qR)

)
(2.21)

J1 est la fonction de Bessel d’ordre 1. Si ce disque à une épaisseur 2L, dans le régime in-
termédiaire de vecteur de diffusion tel que 1/R < q < 1/L, une approximation du facteur de
forme est :

P (q) =
2

(qR)2
e−q2L2/3 (2.22)

On reconnait le profil en q−2 caractéristique d’un objet bidimensionnel et la fonction de coupure
exponentielle à grand q (Eq.2.20).
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◦ Cylindre plein de rayon R et longueur L. Dans le régime intermédiaire de vecteur de diffusion
tel que 1/L < q < 1/R :

P (q) =
π

qL
e−q2R2/4 (2.23)

C’est l’équation d’un bâton avec une fonction de coupure liée à l’épaisseur.
◦ Cylindre creux de longueur infinie de rayon extérieur R1 et rayon intérieur R2.

P (q) =
1
q

(
R1J1(qR1)−R2J1(qR2)

q(R2
1 −R2

2)

)2

(2.24)

Les exemples pourraient être multipliés. Très souvent, lorsque l’on a affaire à une structure
complexe particulière, l’écriture d’une forme analytique est soit impossible, soit très lourde.
Il est alors plus intéressant de revenir à l’expression de base du facteur de forme et à calcu-
ler numériquement les intégrations nécessaires. En particulier les techniques de simulation de
Monte-Carlo sont une façon de réaliser numériquement ces intégrations.

2.10 Exemple 3 : Facteurs d’élongation de la traduction

La traduction est la synthèse d’une protéine catalysée par le ribosome à partir de l’informa-
tion contenue dans la séquence d’un ARN messager. La traduction se déroule en trois phases :
l’initiation, l’élongation et la terminaison. Chacune requière la présence de protéines spécifiques
(facteurs protéiques). Les facteurs d’élongation (eEF chez les eucaryotes) interviennent lors de
l’allongement des châınes protéiques en cours de synthèse. Lors de cette phase, un facteur
protéique eEF1A catalyse la fixation de l’aminoacyl-ARNt sur le ribosome, permettant ainsi
l’ajout de l’acide aminé à la châıne peptidique naissante. Les auteurs de cet exemple [11]
étudient la formation du complexe eEF1A à l’ARNt en solution.

Guinier dependencies of the neutron scattering intensity
normalized for the concentration at the molar eEF1A:tRNA
ratios of 1:3 and 3:1. The essential changes of I(0)/C were
observed at the excess of protein over tRNA. From the
intercept value I(0)/C the approximate stoichiometry of the
complex was estimated as described in Experimental Pro-
cedures. Preliminary interpretation of the data could be that
the complex consists of two protein molecules and one tRNA
molecule. However, further investigations with another
methodical approach may be useful to clarify the point more
definitely.
In Figure 6 the scattering curves obtained in a wide range

of scattering vectors (from 0.1 to 1.5 nm-1) are plotted in
Kratky coordinates (IQ2 vs Q). In that case the scattering
curve for eEF1A is typical for nonglobular disordered
structures (39). Such shape of curves was observed also for
the protein:tRNA mixtures at ratios of 1:3 and 1:2 (data are
not shown for the sake of clarity of the picture). On the
contrary, the scattering curves became much closer to those
typical for globular structures (39) when eEF1A:tRNA ratios
were 3:1 and 2:1 (Figure 6; data at 2:1 ratio are not shown
for the sake of clarity of the picture). Thus, the formation of
the [eEF1A‚GDP‚tRNA] complex led to the essential com-
pactization of the eEF1A molecule.

DISCUSSION

The Mammalian Translation Factor Has Significantly
More Extended Conformation in Solution than the Prokary-
otic Analogue. According to the neutron scattering measure-
ments the rabbit liver eEF1A in the presence of 20 µM GDP
has a radius of gyration of 5.2 ( 0.2 nm, which is 2-fold
more than the calculated radius of gyration of its bacterial
analogue EF1A (2.6 nm, taking into account the molecular
mass difference; see the introduction). Thus, eEF1A is more
extended in solution than EF1A. According to the scanning
microcalorimetry the eEF1A molecule contains elements of
tertiary structure (three thermodynamic domains), melting
of which is reflected by the curves of heat absorption. The
positions of the peaks are affected by GDP. The characteristic
feature of the eEF1A melting was that the heat effect is much
lower than that expected for globular proteins with inflexible
three-dimensional structure. Such a behavior was observed
in a limited set of proteins containing unstructured regions
(histones, ribosomal protein L7) (40).
Thus, both the neutron scattering and microcalorimetry

data evidence the existence of a significantly disordered
structure of the mammalian eEF1A in solution. The following
possible structure of the mammalian eEF1A in solution could
be proposed. The eEF1A molecule consists of three distinct
globular domains, connected by rigid interconnecting pep-
tides, like prokaryotic EF1A. For S. solfataricus eEF1A (20)
a large interface between domains I and III is shown to be
responsible for the protein heat stability. Therefore, domains
I and III of the mammalian protein are hypothesized to be
disconnected in solution, resulting in the decreased heat
stability of eEF1A in comparison with the bacterial analogue.
Taking the length of the polypeptide chain joining domain I
and domain II equal to 1.5 nm, the length of polypeptide
chain joining domain II and domain III equal to 1.0 nm (13),
and approximating each domain by sphere with radius of
2.1 nm, one can calculate the radius of gyration of such a
trumbell model. This value is about 5.0 nm, which is close
to our experimental data obtained by the neutron scattering.

Table 1: Thermodynamic Parameters Describing the Melting of eEF1A and EF1A

protein q,a cal/g
∆Hcal,a
kJ/mol

∆H1,a
kJ/mol

∆H2,a
kJ/mol

∆H3,a
kJ/mol Td1,a K Td2,a K Td3,a K

eEF1A 4.30 905.0 256.0 361.0 288.0 311.7 320.1 326.9
eEF1A + 20 µM GDP 4.40 931.0 238.0 363.0 330.0 312.9 322.0 330.1
EF1A 6.60 1192.0 340.5 370.0 481.5 335.8 344.3 350.1
EF1A + 20 µM GDP 6.95 1252.0 361.0 398.0 493.2 339.1 347.4 352.0
a q is the specific heat of denaturation; calorimetric enthalpy ∆Hcal ) Mq, where M is the molecular mass; ∆Hi and Tdi are the calorimetric

enthalpy and midpoint temperature of each heat transition peak, correspondingly.

FIGURE 4: Dependence of neutron scattering intensity I on scattering
vector Q in Guinier coordinates (log I vs Q2) extrapolated to the
zero concentration of eEF1A at 20 µM GDP.

FIGURE 5: Dependence of neutron scattering intensity I on scattering
vector Q in Guinier coordinates to tRNA (b), eEF1A (O), eEF1A:
tRNA ) 1:3 (3), and eEF1A:tRNA)3:1 (1).

FIGURE 6: Dependence of neutron scattering intensity I on scattering
vector Q in Kratky coordinates for tRNA (b), eEF1A (1), and
eEF1A:tRNA ) 3:1 (O).
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Fig. 3. Expériences de DNPA [11] sur des solutions diluées du facteur d’élongation eEF1A en présence

d’ARNt à différentes stœchiométries. La figure de gauche montre l’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 à celle de la protéine libre.

La figure 3 gauche représente le log de l’intensité diffusée par unité de concentration en
fonction de q2 dans le domaine de Guinier du vecteur de diffusion. La pente des droites est
proportionnelle à R2

g/3 où Rg est le rayon de giration des objets en solution. L’ordonnée à
l’origine est proportionnelle au log de leur masse : log(I/C) = log(M) − q2R2

g/3 + · · · . La
figure montre l’augmentation de la taille des objets et de leur masse lorsque la stœchiométrie
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eEF1A/ARNt est suffisante. L’augmentation de l’ordonnée à l’origine donne accès à la stœ-
chiométrie des complexes (ici 2). La figure de droite est une représentation classique dite
de Kratky : I(q) × q2 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) × q2 est une fonction croissante dans le domaine de
Guinier. Par contre à qRg > 1 une châıne gaussienne est telle que I(q)× q2 est constant tandis
que pour une boule I(q)× q2 est décroissant. Ici, la figure montre nettement que eEF1A n’est
pas globulaire car l’intensité diffusée ne passe pas le maximum prononcé que l’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’angiogénèse et d’invasion
cellulaire. C’est une protéine de haute masse moléculaire (5000 acides aminés) constituée de 56
modules, identifiés car résistants à une digestion protéolytique. Ces modules ont chacun une
structure globulaire bien déterminée et connue par ailleurs. Grâce à des expériences de DNPA
[12], la conformation globale de cette protéine en solution se révèle être précisément celle d’un
chapelet aléatoire de 56 globules. Le facteur de forme est calculé à partir de l’Eq.2.19. Pglobal(q)
est obtenu par simulation de Monte-Carlo d’une marche aléatoire de 56 pas de longueur 2a et
Plocal(q) est le facteur de forme d’une boule de rayon a. Sans paramètre ajustable le calcul est
en bon accord avec l’expérience (Fig.5 gauche).

understanding high molecular weight protein folding. Here,
we report a small-angle neutron scattering (SANS) study
performed on dilute solutions. In native condition, this
protein adopts the conformation of a flexible string of 56
globules of 25-Å radius each (Pelta et al., 2000). In 8 M urea
solution (denaturing condition) the protein is unfolded and
swells as a linear polymer in good solvent. Our key
observation is the following: as urea is slowly removed
from the solution, fibronectin does not recover its native
conformation; and two different collapsed conformations
have been clearly identified, depending on the added salt
concentration. At physiological ionic strength (150 mM
NaCl), the protein collapses at large length scale but remains
Gaussian at small length scales, and the globule still contains
a large amount of solvent. In salt-free solution, the badly
refolded protein is not globular but displays both a coil-like
and an open conformation at large length scales and a local
high density area. We will see that polyampholyte theories
reasonably account for this behavior.

SAMPLES PREPARATION AND THE
SANS EXPERIMENTS

Fibronectin was purified from human cryoprecipitated
plasma as described by Poulouin et al. (1999), and Pelta
et al. (2000). The purity of the preparation was determined
equal to 96.6 6 1.2% by densitometry analysis of silver
nitrate-stained SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. In
this article we describe SANS experiments performed on
seven protein samples that experienced different physico-
chemical conditions (see Fig. 1). For each sample, 3 cm3 of
fibronectin solution at a concentration of 8 mg/cm3 in H2O
with 10 mM Tris-HCl (pH ¼ 7.4), were first dialyzed during
24 h, at room temperature using a microdialysis cassette
(Slide-A-Lyzer, 10,000 Mw cutoff; Pierce, Rockford, IL)
against 100 cm3 of solution containing either D2O with 10
mM Tris-DCl (pH ¼ 7.4) and 150 mM NaCl (samples 1–3),
or pure D2O at a measured pH of 7 (samples 4–7). A second
dialysis with the same volume ratio was performed against

D2O with 10 mM Tris-DCl (pH ¼ 7.4) and 150 mM NaCl
(sample 1); or 8 M deuterated urea in D2O with 10 mM Tris-
DCl (pH¼ 7.4) and 150 mMNaCl (samples 2 and 3); or pure
D2O (sample 4); or 8 M deuterated urea in pure D2O
(samples 5–7). For samples 3, 6 and 7, urea was slowly
eliminated by successive dialyzes against 100 cm3 of sol-
utions at the same ionic strength but decreasing deuterated
urea concentration (6, 4, 2, 1, and 0 M) for a total dialysis
duration of three days. Finally, for sample 7, 150 mM NaCl
and Tris-DCl 10 mM were added in the solution. For each
sample, fibronectin concentrations were measured after
dialysis by optical absorbance measurements of A1%

280nm ¼
12:8; A1%

280nmðurea 8MÞ ¼ 14: Here, it has to be noted that
samples 4–6, in order to reach the lowest ionic strength
possible at this protein concentration (8 mg/cm3), do not
contain any added salt or Tris buffer. For these samples, it
was checked that protein buffering would be enough to
ensure a measured pH always between 7 and 7.5. Although
these pH variations are important, they do not allow
modification of the charges distribution on the protein.
SANS experiments in dilute solutions require, in most cases,
the use of D2O as solvent, and D2O itself is known to affect
folded-unfolded transitions. But only slight effects are
expected (Russo et al., 2001). As far as this article is
concerned, by extreme conformations in the phase diagram
(0 M urea or 8 M urea) and not by intermediate states, such
D2O effects can be reasonably neglected.
In samples 1 and 4, fibronectin is at physiological pH, and

has never undergone the denaturing condition; the corre-
sponding protein will be called native. In samples 2 and 5,
fibronectin was denatured by 8 M urea; it will be called
unfolded. In samples 3 and 6, urea was eliminated, and these
samples will be called refolded. Sample 7 has undergone the
same history as sample 6, and NaCl was added only after
refolding. We will refer to this sample as refolded in salt-free
solution with added salt.
SANS experiments were performed on the PACE

spectrometer at the LLB Institute, Saclay, France. To cover
the widest range of scattering vector q, three different
configurations were used for the sample-to-multidetector
distance and for the wavelength: A), small q-range 4.7 m/15
Å; B), intermediate q-range 2.3 m/6 Å; and C), high q-range
0.6 m/4 Å. Data treatment was carried out following Cotton
(Cotton, 1991). Measurements performed using the high q
configuration were used for incoherent scattering subtrac-
tion. For absolute measurements, the contrast factor, K2, was
calculated, neglecting protein glycosylation, and following
Jacrot for the values of the different amino-acid-specific
volumes and effective H-D exchanges (Jacrot, 1976). For
nativefibronectin inD2O,K

2¼1.1010$3cm2g$2mol,assum-
ing that 80% of labile hydrogens is actually exchanged.
For fibronectin in 8 M urea, K2 ¼ 1.22 10$3 cm2 g$2 mol,
assuming that all labile hydrogens are exchanged. For
measurements in D2O after denaturation (the refolded
protein) K2 ¼ 0.93 10$3 cm2 g$2 mol, assuming that allFIGURE 1 The seven samples here studied and their history.
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the shape of the molecules remains unaffected by salt
addition, the ratio of measurement performed for salt-free
solution to that performed for salt-containing solution would
lead to the intermolecular structure factor S(q) (see Eq. 2).
However, in the case of macromolecules having a soft
conformation, intramolecular interactions distort their shape.
This is typically the case of unfolded protein (samples 2 and
5) but also the case of native fibronectin (samples 1 and 4)
because of its particular flexible string-of-beads conforma-
tion. Consequently, the corresponding scattered intensity
spectra are more complex to interpret. This point will be
discussed in the following section.

DISCUSSION

Two characteristic lengths have to be kept in mind. The
Bjerrum length, lB, is the distance at which the Coulomb
energy between two charges is kT. In water at room
temperature, lB ¼ e2/(4pere0 3 kT ) ¼ 7.2 Å. The ionic
strength, I, screens electrostatic interactions beyond the
length k"1

0 ¼ ð4plBIÞ"1=2: Taking into account only added
salt, k"1

0 ¼ 10:7 Å in our salt-containing solutions.

Native and unfolded states in
salt-containing solutions

In the salt-containing solutions, one can assume that electro-
static intermolecular interactions are screened. In dilute solu-
tion and in the q-range of our measurements, the scattering
intensity spectra give the form factor of the molecule. We
have already reported (Pelta et al., 2000) the statistical con-
formation of fibronectin in native condition and 8 M urea
solution in salt-containing solution (samples 1 and 2). Let us
briefly recall these results. In Fig. 6, the two spectra are plot-
ted in a Kratky representation and compared to the theoreti-
cal expectations. For native fibronectin, one can reasonably

account for the spectrum using a flexible string-of-spherical-
beads (or dense globules)model that is obtained followingEq.
11. One has to note that in Fig. 6, the corresponding full line is
not a fit of the data, but results from a model without any
adjustable parameter. The number of 56 beads is the number
of modules fibronectin is made of (modules mainly defined as
being partly resistant to proteolysis). These modules are of
three different types and sizes. They are separated by small
polypeptide segments (highly sensitive to proteolysis) and

FIGURE 4 Form factors of samples in salt-containing solution in a Kratky
representation P(q) 3 (qRg)

2 versus qRg. The symbols meaning is the same

as in Fig. 2. The straight line corresponds to (qRg)
2.

FIGURE 5 Scattering function versus q. (a) Native fibronectin in salt-

containing and salt-free solution; (b) unfolded fibronectin in salt-containing

and salt-free solution; and (c) refolded fibronectin in salt-free solution with

and without added salt. For the sake of clarity, error bars are only displayed
for salt-containing solutions; however, in both cases they are of the same

order of magnitude.
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Fig. 4. La fibronectine est une protéine de grande masse moléculaire (550 kg/mol). Une fois dénaturée

par l’urée puis l’agent dénaturant éliminé, la conformation de la châıne revenue à 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 très différents (figure de droite).

Une fois dénaturée par de l’urée la protéine adopte la structure gonflée d’un polymère en
bon solvant (D = 1.7) qui est due aux interactions répulsives à courte portée (interactions
de volume exclu) entre monomères d’une même châıne. Le facteur de forme est correctement
ajusté par la fonction P (q) = (1+(qR)2)−D/2×Plocal(qa) qui rend compte des comportements
asymptotiques à qRg < 1 et qRg > 1. La longueur de persistance d’une châıne peptidique
dépliée est de l’ordre de grandeur de sa dimension radiale a. Le facteur de forme d’une sphère
est donc une bonne approximation de la fonction de coupure à grand q (Fig.5 gauche).
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should be more adequately described using an oblong shape.
Our crude string-of-beads model does not take these refine-
ments into consideration. From this model and the measured
radius of gyration, one deduces an average radius of the order
of 25 Å for each globule of the string.
As for fibronectin in 8 M urea, P(q) shows a near-q!5/3

behavior at qRg[ 1 that is characteristic of a chain with an
excluded volume conformation. P(q) can be described in the
whole q-range by the product of Eq. 10 and Eq. 8 (or 7) to
account for the finite thickness and size of monomers. In Fig.
6, the full line corresponds to

PðqÞ ¼ 1

ð11 ðqRgÞ2ÞD=2
3Psphereða3 qRgÞ

with
D ¼ 1:656 0:05

a ¼ ð226 1Þ3 10!3

!
: (13)

Here, the high q behavior is fitted using a sphere form factor
rather than the Guinier approximation, but this is only to fit
the data up to qa ¼ 2 and we do not claim that the monomer
is spherical. The parameter a is no more than the average
monomer size in the longitudinal and transverse directions
with respect to the chain sequence, i.e., persistence length
and chain half-thickness, respectively. Actually, using a more
general expression for the form factor (Pedersen and
Schurtenberger, 1996) of swollen chain, it has been shown
for unfolded protein that these two lengths are of the same
order of magnitude (Russo, 2000). This justifies the use of
Eq. 13. In this equation, a is expressed in Rg unit. The actual
value of Rg (see Table 1) leads to

a ¼ ð6:6 6 0:5Þ Å: (14)

This result is in good agreement with the value reported in
the literature for unfolded protein thickness and/or persis-
tence length (Russo, 2000). Eq. 14 leads to a Kuhn length

(i.e., the length of the statistical segment that is twice the
persistence length) b ¼ 2a ¼ 13.2 Å for the unfolded
fibronectin, which has to be compared to k!1

0 ¼ 10:7 Å and
is consistent with the assumption of screened electrostatic
interactions. Assuming a length of 3.45 Å for each amino
acid (Russo et al., 2000), from the value for b the unfolded
protein is a flexible chain made of 1250 statistical segments.

Native and unfolded states: salt effect

A preliminary question is whether the conformations of pro-
tein in native and unfolded states are affected by salt remov-
ing. As mentioned above, the form factors of molecules in
salt-free solution cannot be deduced from measurements.
Only qualitative comparisons of experiments with theoretical
expectations can give a general idea of structure changes
with salt removing. In Fig. 7 the salt effect on the scattering
spectra is shown in a Kratky representation.
First, in the case of native and unfolded protein, notice that

the spectra match, by pairs, at high q; i.e., the measurements
for native protein with and without salt (samples 1 and 4) on
one hand and the measurements on unfolded protein
(samples 2 and 5) on the other hand. This indicates that the
local conformation of the protein is not affected by the ionic
strength but depends on urea concentration. In particular,
fibronectin is presumably just as unfolded without salt
(sample 2) as with salt (sample 5). Another argument
supporting this idea concerns the structure factor. A major
difference between interaction peaks observed for dense
structure (hard spheres) and those observed for unfolded
chains (polyelectrolytes) is that the former increases in
intensity with concentration whereas the latter decreases
(Stevens and Kremer, 1995; Shew and Yethiraj, 1999, 2000).
Thus, at a given concentration one expects a less marked
peak for an unfolded conformation. This is what we observe
in Fig. 5, a and b.

FIGURE 6 Form factor of the native and unfolded fibronectin plotted in

a Kratky representation: P(q)3 (qRg)
2 versus qRg. The full lines correspond

to the theoretical expectation for a sphere (Eq. 8), a string of 56 beads (Eq.

12), a Gaussian chain with infinitely small monomer (Debye function, Eq.
9), and a swollen chain with a finite thickness (Eq. 13).

FIGURE 7 Same data as in Fig. 5, a and b, but in a Kratky representation
(q2Icoh versus q).
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observed on the form factor. Thus, the compact set-of-
Gaussian-blobs picture was tested by Monte Carlo computer
simulations based on the observation that a chain confined in
a sphere adopts the same conformation but for a different
physical reason. The corresponding P(q) was computed as
follows.

1. A random walk of 1250 steps is generated (this number
comes from the unfolded conformation results; see
Native and Unfolded States in Salt-Containing Solutions)
with the constraint that the walker cannot reach a distance
larger than Rc (radius of confinement) from the center of
mass of the walk. This is obtained by reflection of the
walk as Rc is reached.

2. P(q) and Rg of the random walk are computed by
averaging over all orientations (see Eq. 6).

3. P(q) and Rg of the random walk are averaged over
several iterations depending on Rc. For small Rc values,
the number of possibilities for the chain conformation is
small and the calculation of P(q) converges rapidly in
less than 100 iterations, whereas high Rc values require
up to 104 iterations.

4. To account for the finite width and radius a of statistical
segments of the chain, the averaged P(q) of the random
walk is multiplied by the form factor of a sphere of radius
a (Eq. 11 and 13).

The resulting form factors are plotted in Fig. 8. The two
border full lines correspond to the theoretical form factors of
Gaussian chain and compact sphere, respectively, whereas
the intermediate full lines correspond to a progressive
confinement of the chain. The measured spectra for
fibronectin refolded in salt-containing solution nicely fits
within the bundle of confined chain curves. To free from the
discrete number of simulations, i.e., discrete number of Rc,

the experimental data were fitted using a linear combination
of the spectra obtained by computer simulation weighted by
a Gaussian distribution in Rc:

pðRcÞ ¼
ffiffiffiffiffiffiffiffiffi
2ps

p" #$1=2

e$ðRc$Rc
$$$Þ2=ð2s2Þ;

where one gets Rc=a ¼ ð16 6 2Þ; and Rc=Rg ¼ 1:57: The
actual radius of gyration measured by SANS (see Table 1)
leads to Rc ¼ 1396 15 Å:
Note that although the curve fitting is obtained with only

two adjustable parameters (Rc and s), it describes well our
measurements in the whole q-range. In particular, the
second-order oscillation due to the finite size of the spherical
confinement volume appears on the fitted curve and on the
data also. As for the first-order oscillation, we observe,
experimentally, a smoothing that can be ascribed to the
spectrometer resolution (Lairez, 1999). Actually, this
oscillation lies in a q-range corresponding to the smallest
q-values of the intermediate q configuration of our experi-
ments (see Samples Preparation and the SANS Experiments,
configuration B), i.e., data points with the lowest resolution.
Our result proves unambiguously that the chain in salt-

containing solution collapses at large length scales but
remains Gaussian at small length scales. In other words, the
globule embodies a large quantity of solvent compared to the
compact situation. The volume fraction of protein inside the
globule can be estimated to be

f% ¼ N
a

Rc

$ %3

¼ 0:36 0:1: (18)

From Eq. 17 and the reported value for a (Eq. 14) the blob
size, j, can thus be estimated as being ;33 6 12 Å.
Let us come back to the problem of Rg measurement. As

P(q) of the refolded protein in salt-containing solution has
been identified, one can check the validity of Rg determined
in an extended Guinier q-range, i.e., up to qRg ¼ 2. Fig. 9 is
a Guinier representation (ln(P(q) versus q2) of the small q
part of our measurements and simulation. Because of the
globular shape of the protein, this representation is expected
to be the most appropriate for the radius determination (see
Eq. 7 and remark below). The data points obtained from
simulation display a reasonable linear behavior up to qRg¼ 2
and differ very little from the expected exponential decay
SðqÞ ¼ e$ðqRqÞ2=3 (straight line in Fig. 9). From this
difference at qRg ¼ 2, one deduces that fitting our data in
this q-range by a linear approximation leads us to un-
derestimate the actual radius of gyration by 4%. This value
corresponds to the error bar reported on Table 1. As for
measurements (triangles in Fig. 9), apart from the first four
data points, which clearly indicate the presence of a few
aggregates in the solution, the same linear behavior is found.
Note that the fit leads to the correct value of the scattered
intensity extrapolated at q ¼ 0 in view of the molecular mass
of the protein. This makes us confident on the reported Rg

value.

FIGURE 8 P(q) 3 (qRg)
2 versus qRg for fibronectin refolded in salt-

containing solution (data points) compared to confined chains (lines). (Top
to bottom), lines correspond to: Debye function (unconfined Gaussian chain
with infinitely small monomer); confined chains with radius of confinement,

Rc from 30- to 4-step-length unit; and compact sphere. The line fitting the

data corresponds to Rc ¼ 166 2 step-length unit.

3912 Lairez et al.

Biophysical Journal 84(6) 3904–3916

Fig. 5. Le facteur de forme de la fibronectine native est celui d’une châıne idéale de 56 globules de

rayon 2.5 nm [12]. Celui de la châıne dépliée correspond à une châıne à volume exclu de 1250 unités

de 0.66 nm de rayon. La structure de la châıne repliée en présence de sel est correctement ajustée par

cette châıne de 1250 segments confinée dans une sphère de 13.9 nm de rayon. La fraction volumique

en protéine dans ce globule est de l’ordre de 30%.

Peut on replier une telle châıne ? Nous avons montré [13] qu’une fois dépliée puis l’agent
dénaturant éliminé, la conformation finale de la protéine ramenée à 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 150 mM de NaCl
conduit à la conformation d’une châıne globulaire à grande échelle mais qui reste localement
idéale. Le facteur de forme est bien ajusté par celui d’une châıne confinée calculé par simulation
de Monte-Carlo (Fig.5 droite). Les résultats de DNPA montrent que la conformation ”native”
est celle qui possède la plus forte concentration locale, ce qui laisse supposer qu’elle n’est
vraisemblablement pas à l’équilibre thermodynamique. Le principe d’Anfinsen, postulant que
le milieu physicochimique et l’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 même molécule entre domaines éloignés dans la séquence primaire empêchant
l’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 châınes complé-
mentaires s’enroulent autour d’un axe. Sous l’effet de contraintes mécaniques ou sous l’action
d’enzymes spécifiques, cette double hélice peut former une hélice d’ordre supérieur (on parle
de superhélice ou de surenroulement) d’une façon comparable au fil torsadé d’un téléphone.
Le surenroulement est positif ou négatif selon le sens de cette superhélice comparé à celui de
la double hélice. Le surenroulement joue un rôle dans les processus de densification de l’ADN
mais également dans la régulation de nombreux processus biologiques, comme la réplication, la
transcription et la recombinaison, en favorisant ou en s’opposant à la séparation des brins. Dans
ce contexte, la compréhension de la structure et de la thermodynamique de cette superhélice est
pacticulièrement importante. Les auteurs de cet exemple [14] étudient par DNPA des solutions
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d’ADN double brin circulaire (plasmide pUC18). A cette échelle d’observation, l’ADN relaxé
(non surenroulé) est perçu comme un bâton rigide (cf. Fig.6 gauche) : Prelaxé ∝ q−1. Lors du
surenroulement deux double hélices sont contraintes à se rapprocher. Prenons comme élément
de base de la superhélice une paire de segments de double brin en vis-à-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 ∝ q−1 ×
(

1 +
sin(qd)
qd

)
où d est le diamètre de la superhélice. Les mesures réalisées à différentes forces ioniques mettent
en évidence un diamètre passant de 16 à 9 nm pour des concentrations respectives en NaCl de
0 et 100 mM. L’écrantage des interactions électrostatiques favorise la densification de l’ADN.

The shape of this curve is similar to the form factor of a pair
of point scatterers at a constant distance d, fp(d, q) ! [1 "
(sin(qd)/qd)]2 (solid lines in Fig. 5). This behavior is to be
expected if a certain intramolecular distance occurs with
high probability in the superhelical, but not in the relaxed
DNA. The Debye formula for the scattering form factor of
a macromolecule consisting of identical subunits is

P#q$ !
1
N2 !

i!1

N !
j!1

N sin#q"r!i " r!j"$
q"r!i " r!j"

f 2#q$ (5)

where f(q) is the q-dependent scattering form factor of the
subunit (Cantor and Schimmel, 1980). We now compare
two macromolecules A and B: A is a chain of point scat-
terers, B is the same chain but with pairs of point scatterers
at a distance d arranged with their center of mass on the
backbone of the chain. Thus, in Eq. 5 the coordinates r"i will
be the same for the two structures, only f(q) will be equal to
1 for structure A and equal to fP(d, q) for structure B. The
ratio of the scattering intensities IB/IA will then be fP(d, q).

In the case of a superhelical DNA where a certain intramo-
lecular distance occurs with high probability we should find
a very similar behavior.
We therefore concluded that the diameter of the super-

helical regions of the DNA can be determined from a
quantitative comparison of the NaCl-dependent scattering
curves of superhelical DNA and the NaCl-independent scat-
tering curve of relaxed DNA. To proceed, we fitted the form
factor fP(d, q) multiplied by a scaling factor a, to the curves
in Fig. 5. The fits yielded a value for a of the order of 0.5.
The value of d, which can be regarded as the superhelix
diameter, decreased from 16.0 % 0.9 nm at 0 mM to 13.8 %
1.1 nm at 10 mM, 11.5 % 0.7 nm at 40 mM, 9.0 % 0.8 nm
at 100 mM. No further shift of r at 500, 1000, or 1500 mM
NaCl was detected. We regard this as a direct measure of the
interstrand separation in interwound regions of the DNA
superhelix, since the curve undulation only appears in su-
percoiled DNA and intermolecular interference effects can
be excluded.

DNA simulations

We assume in the following that the 10 mM Tris present in
the buffer can be taken into account by additional 10 mM
NaCl in the simulations. We therefore speak about salt
concentration, which means 10 mM Tris plus added NaCl.
The salt-dependent change in the static form factor was
predicted in simulated scattering curves of pUC18 and
p1868. The relative decrease in the scattering intensity from
10 mM to 100 mM salt concentration is of similar size as in
the measured curves. The superimposed measured and sim-
ulated scattering curves of pUC18 and p1868 are shown in
Figs. 6 and 7, respectively.
Since the simulated scattering functions agree very

closely with the measured ones for both plasmids, we may
conclude that the Monte Carlo simulation procedure is a

FIGURE 3 Measured scattering intensity I(q) of pUC18 at 0 mM (E)
and 100 mM (ƒ) and p1868 at 0 mM (F) and 100 mM (!) Na"

concentrations, both supercoiled, in D2O, 10 mM Tris.

FIGURE 4 Measured scattering intensity I(q) of pUC18, relaxed, in
H2O, 10 mM Tris, at 0 mM (E) and 100 mM (!) NaCl concentrations.

FIGURE 5 Ratio of the measured scattering intensities I(q) of pUC18,
supercoiled, in H2O, 10 mM Tris, at 0 mM (E), and 100 mM (ƒ) Na"

concentrations and relaxed pUC18 DNA at 100 mM Na" concentration.
The solid lines are the scattering form factors of a pair of point scatterers
at a distance r ! 16.0 nm (thin line) and r ! 9.0 nm (thick line).
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The shape of this curve is similar to the form factor of a pair
of point scatterers at a constant distance d, fp(d, q) ! [1 "
(sin(qd)/qd)]2 (solid lines in Fig. 5). This behavior is to be
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where f(q) is the q-dependent scattering form factor of the
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terers, B is the same chain but with pairs of point scatterers
at a distance d arranged with their center of mass on the
backbone of the chain. Thus, in Eq. 5 the coordinates r"i will
be the same for the two structures, only f(q) will be equal to
1 for structure A and equal to fP(d, q) for structure B. The
ratio of the scattering intensities IB/IA will then be fP(d, q).

In the case of a superhelical DNA where a certain intramo-
lecular distance occurs with high probability we should find
a very similar behavior.
We therefore concluded that the diameter of the super-

helical regions of the DNA can be determined from a
quantitative comparison of the NaCl-dependent scattering
curves of superhelical DNA and the NaCl-independent scat-
tering curve of relaxed DNA. To proceed, we fitted the form
factor fP(d, q) multiplied by a scaling factor a, to the curves
in Fig. 5. The fits yielded a value for a of the order of 0.5.
The value of d, which can be regarded as the superhelix
diameter, decreased from 16.0 % 0.9 nm at 0 mM to 13.8 %
1.1 nm at 10 mM, 11.5 % 0.7 nm at 40 mM, 9.0 % 0.8 nm
at 100 mM. No further shift of r at 500, 1000, or 1500 mM
NaCl was detected. We regard this as a direct measure of the
interstrand separation in interwound regions of the DNA
superhelix, since the curve undulation only appears in su-
percoiled DNA and intermolecular interference effects can
be excluded.

DNA simulations

We assume in the following that the 10 mM Tris present in
the buffer can be taken into account by additional 10 mM
NaCl in the simulations. We therefore speak about salt
concentration, which means 10 mM Tris plus added NaCl.
The salt-dependent change in the static form factor was
predicted in simulated scattering curves of pUC18 and
p1868. The relative decrease in the scattering intensity from
10 mM to 100 mM salt concentration is of similar size as in
the measured curves. The superimposed measured and sim-
ulated scattering curves of pUC18 and p1868 are shown in
Figs. 6 and 7, respectively.
Since the simulated scattering functions agree very

closely with the measured ones for both plasmids, we may
conclude that the Monte Carlo simulation procedure is a

FIGURE 3 Measured scattering intensity I(q) of pUC18 at 0 mM (E)
and 100 mM (ƒ) and p1868 at 0 mM (F) and 100 mM (!) Na"

concentrations, both supercoiled, in D2O, 10 mM Tris.

FIGURE 4 Measured scattering intensity I(q) of pUC18, relaxed, in
H2O, 10 mM Tris, at 0 mM (E) and 100 mM (!) NaCl concentrations.

FIGURE 5 Ratio of the measured scattering intensities I(q) of pUC18,
supercoiled, in H2O, 10 mM Tris, at 0 mM (E), and 100 mM (ƒ) Na"

concentrations and relaxed pUC18 DNA at 100 mM Na" concentration.
The solid lines are the scattering form factors of a pair of point scatterers
at a distance r ! 16.0 nm (thin line) and r ! 9.0 nm (thick line).
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Fig. 6. Expériences de DNPA [14] sur des solutions d’ADN double brin circulaire (plasmide pUC18).

A gauche est tracé le spectre de la châıne relaxée (sans sur-enroulement). A cette échelle q−1, le facteur

de forme est celui d’un bâton rigide (cf. partie 2.4) (longueur de persistance de la châıne ≈ 50 nm). A

droite est tracé le rapport du spectre de la forme sur-enroulée à celui de la forme relaxée. Les courbes

sont ajustées par la fonction de l’Eq.2.3. Le diamètre de la superhélice est inversement proportionnel

à la période des oscillations. Il décrôıt avec l’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 système complexe. Diverses méthodes permettent alors
d’accéder aux différentes fonctions de corrélation permettant de décrire pleinement le système.
Ces méthodes ont largement fait leur preuve en physique des polymères et de la matière molle.
En biologie l’exploitation de ces possibilités n’en est qu’à ses balbutiements du fait des difficultés
d’obtenir des macromolécules biologiques dont les protons non labiles ont été substitués par
des deutériums. Les progrès en génomique et en microbiologie devraient faciliter l’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 Mélange de deux espèces identiques, marquage isotopique

Un mélange incompressible d’objets identiques ne diffuse pas. Un des intérêts de la diffusion
de neutrons est que même dans ce cas, il est possible de créer un contraste par le biais de la
substitution isotopique des protons (1H ou H) par des deutériums (2H ou D). En effet, en
diffusion de neutrons la longueur de diffusion d’un proton est égale à -3.74 fm tandis que
celle d’un deutérium est égale à 6.67 fm. Imaginons un mélange de molécules chimiquement
identiques, mais dont une fraction xD, de la population aurait subi la substitution de ses
protons par des deutériums, ces objets sont dits ”marqués”. Soit bD et bH 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 S (q) = (bH−bD)2SDD,
où SDD est la fonction de diffusion partielle des objets marqués. Cette fonction s’écrit de façon
similaire à l’équation 1.6 à l’aide d’un terme d’interférence ”intra-objet”, P (q), et d’un terme
”inter-objet”, Q(q). Si n 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 :

S (q) = (bH − bD)2 ×
[
xDnN

2P (q) + x2
Dn

2N2Q(q)
]

(3.1)

En supposant que P (q) et Q(q) ne dépendent pas du marquage, on peut écrire la même relation
en considérant la fraction (1 − xD) d’objets non marqués : S (q) = (bH − bD)2 × SHH =
(bH − bD)2 ×

[
(1− xD)nN2P (q) + (1− xD)2n2N2Q(q)

]
. L’égalité avec l’équation 3.1 donne :

P (q) = −nQ(q) (3.2)

relation qui permet de simplifier l’équation 3.1 :

S (q) = (bH − bD)2 × xD(1− xD)× nN2P (q) (3.3)

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

3.2 Mélange de trois espèces, contraste moyen nul

On imagine comme précédemment un mélange d’objets identiques dont une certaine fraction
xD est marquée, mais on introduit maintenant un solvant. Si l’on considère un élément de
volume, sa longueur de diffusion peut fluctuer de deux façons différentes qui n’ont aucune
corrélation entre elles et qui par conséquent ont des contributions à 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 première 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〉 = xDbD + (1− xD)bH . On écrit :

S (q) =
[
(bH − bD)2 × xD(1− xD)× nN2P (q)

]
+(〈b〉 − b0)

2 [
nN2P (q) + n2N2Q(q)

] (3.4)

Il est donc possible de trouver des conditions de contraste telles que 〈b〉 − b0 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 à les diluer. Des mesures dans
d’autres conditions de contraste donnent accès à 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 espèces, variation de contraste

Pour une solution d’objets constitués de diffuseurs élémentaires A et B appartenant à deux
espèces différentes, en toute généralité ces objets peuvent avoir des structures ou des formes
très différentes contrairement au cas précédent (partie 3.2). Afin de reprendre le calcul de la
partie 1.8, notons x les fractions volumiques et ρ les densités de longueur de diffusion assortis
des indices A et B pour chacune des espèces et de l’indice 0 pour le solvant. La densité moyenne
de longueur de diffusion est ρ = ρAxA + ρBxB + ρ0x0. Pour un élément de volume i, l’écart à
cette moyenne est : ∆ρi = ρA∆xAi + ρB∆xBi + ρ0∆x0i. L’incompressibilité du milieu donne :
∆x0i = −∆(xAi + xBi), d’où ∆ρi = (ρA− ρ0)∆xAi + (ρB − ρ0)∆x0i. L’équation 1.21 devient :

〈∆ρi∆ρj〉 = (ρA−ρ0)2 〈∆xAi∆xAj〉+(ρB−ρ0)2 〈∆xBi∆xBj〉+2(ρA−ρ0)(ρB−ρ0) 〈∆xAi∆xBj〉
(3.5)

Finalement la section efficace de diffusion (Eq.1.22) s’écrit :

S (q) = v2
[
(ρA − ρ0)2SAA(q) + (ρB − ρ0)2SBB(q) + 2(ρA − ρ0)(ρB − ρ0)SAB(q)

]
(3.6)

où v est l’unité de volume. Il est possible de faire varier ρ0 en utilisant un mélange H2O/D2O par
exemple. Trois mesures réalisées avec des contrastes différents permettent alors de déduire les
fonctions de diffusion SAA, SBB et SAB . Dans la pratique, une solution intéressante consiste
à éteindre complètement le contraste, alternativement, pour chacune des deux espèces. Par
exemple si un mélange de solvant permet d’obtenir que (ρB − ρ0) soit nul, la section efficace
différentielle de diffusion n’est sensible qu’à la fonction de diffusion de l’espèce 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 à partir de quatre expériences
différentes d’accéder à la fonction de diffusion partielle S12(q) [15]. De façon très générale la
section efficace de diffusion s’écrit : S =

∑n
i

∑n
j bibjSij où Sij est la fonction de diffusion

partielle entre les sous-ensembles i et j et bi, bj 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 b1 et b2 :

S (b1, b2) = 2b1b2S12 + b21S11 + b22S22 + 2b1
n∑

i=3

biS1i + 2b2
n∑

i=3

biS2i +
n∑

i=3

n∑
i=3

bibjSij

Soit b1D et b1H les longueurs de diffusion respectives du sous-ensemble 1 marqué et non-marqué,
et b2D, b2H les mêmes grandeurs relatives au sous-ensemble 2. La première expérience consiste à
marquer les sous-ensembles 1 et 2 et à mesurer S (b1D, b2D), la seconde à marquer uniquement
1 et à mesurer S (b1D, b2H), la troisième à marquer uniquement 2 et à mesurer S (b1H , b2D)
et la quatrième à n’en marquer aucune et à mesurer S (b1H , b2H). On montre facilement que :

S (b1D, b2D) + S (b1H , b2H)−S (b1D, b2H)−S (b1H , b2D) = 2(b1D − b1H)(b2D − b2H)S12(q)
(3.7)

On accède ainsi à 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 thème général de la variation du
contraste entre les différents constituant de systèmes 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 possède un moment cinétique de rotation sur lui-même appelé spin nucléaire ~s.
La portée de ses interactions avec un isotope ayant lui-même 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 façon générale [17] :

b = b0 + bn~s · ~p (3.8)

b0 est la longueur de diffusion indépendante du spin dont il a été question jusqu’à présent. Le
terme dépendant du spin est très grand dans le cas du proton pour lequel bn = 58.2 fm, ce qui
est à l’origine de la principale source de diffusion incohérente en DNPA ”classique” (cf. partie
1.7). Par contre, en utilisant un faisceau de neutrons polarisés (〈~s〉 6= 0) ainsi qu’un échantillon
lui-même polarisé (〈~p〉 6= 0), il est possible de varier de façon continue et importante les densités
de longueur de diffusion des molécules d’un échantillon. La polarisation à pratiquement 100%
d’un faisceau de neutrons est une technique courante. Celle d’un échantillon se fait à basse
température (.1 K), sous champ magnétique (quelques T) et en introduisant dans l’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 être 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 à 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

the molecular weights and partial specific volumes of the
components, giving confidence in the results. A com-
parison of the scattered intensities for bound GroEL
and srGroEL and those measured for the molecules free
in solution (Fig. 1) indicate that little or no change in
GroEL conformation occurs upon binding the substrate
polypeptide. SANS measurements are typically sensitive
to changes in Rg of 6 1!AA, depending upon the solvent
conditions used. The Rg values found by Guinier anal-
ysis for free GroEL and srGroEL in solution (Table 1)
agree with those found for bound GroEL and srGroEL
in the complex (Table 3), indicating no major shape
change. It has been shown in Fig. 2 that the SANS
measurements are sensitive to a 5! outward rotation of
the srGroEL apical domains. While this does not result
in an increase in Rg, it has a detectable effect on the

shape of the scattered intensity at higher Q values. Since
no major change in the shape of the free and bound
GroEL and srGroEL curves was observed, even at
higher Q values, it can be concluded that structural
changes such as a 5! change in rotation of the apical
domains also do not occur upon substrate binding.
While this result is in agreement with the previous SANS
studies of substrate binding to GroEL (Thiyagarajan
et al., 1996), it does not agree with recent cryo-electron
microscopy studies (Falke et al., 2001a,b) in which a
reduction in the outer diameter of the apical domains
was observed, along with a constriction of the nonoc-
cupied trans cavity opening. However, a larger substrate
(Mw ¼ 52 kg/mol) was used in the latter study, which
may account for the structural differences observed in
the GroEL upon substrate binding.

Modeling of dPJ9 bound to GroEL/dPJ9 and srGroEL/
dPJ9 complexes

The location of dPJ9 in the complexes was confirmed
using the data from the GroEL/dPJ9 complex. The Rg

value for dPJ9 is listed as 71" 1!AA in Table 3, which
represents the radius of gyration of the two dPJ9 mol-
ecules bound in the complex. The subsidiary maximum
seen at Q # 0:05!AA

$1
in the data for the dPJ9 component

(solid squares in Fig. 6a) is due to the interference be-
tween the two dPJ9 molecules, which are separated from
each other along the center line of the GroEL. Making
use of the relation d ¼ 2p=Q, where Q is the location of
the peak (#0:05!AA

$1
), the distance between the centers

of masses of the two dPJ9 molecules is approximately
125!AA. This means that at least a portion of the dPJ9
must reside in the GroEL cavity.

Modeling of the shape of dPJ9 was accomplished
using the srGroEL/dPJ9 data. A Monte Carlo method
in which a large number of cylindrical, ellipsoidal, and

Fig. 5. ½Ið0Þ=c(1=2 vs % D2O plots corresponding to the contrast vari-
ation series for GroEL/dPJ9 (j) and srGroEL/dPJ9 (s) complexes.
The lines are the linear fits to the data, which allow calculation of the
match point for each complex.

Fig. 6. Scattered intensities of the GroEL (IELðQÞ) (s) and dPJ9 (IdPJ9ðQÞ) (j) components as bound in (a) the GroEL/dPJ9 complex and (b) the
srGroEL/dPJ9 complex.
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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 l’espace et acquérir la structure
unique propre à leur fonction. La compréhension de ce repliement est l’un des problèmes
fondamentaux de la biologie actuelle. In vivo, il est souvent assisté par des molécules dites
”chaperons” (molécules qui sont elles-même 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, srGroEL) 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 H2O/D2O 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 à celle d’un cylindre
creux de longueur finie. Chaque anneau de GroEL fixe une molécule de substrat à l’une des
extrémités du cylindre. Ceci est à 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 façon dont le substrat pénètre à l’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 châınes d’ARNr
et d’un très grand nombre de protéines (jusqu’à 82 chez les eucaryotes). Comme très souvent
en biologie, les données structurales sont ici primordiales à une compréhension fonctionnelle.
Le ribosome est formé de 2 sous-unités identifiées par leur coefficient de sédimentation égaux
respectivement à 30 et 50 S (Sveldberg) chez les procaryotes.
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Figure 2 The placement of proteins within the 30S subunit. Proteins are shown as spheres the
volumes ofwhich are proportional tomolecularweight. Their placementwas determinedbyneutron
scattering (10). The protein array is superimposed on the outline of the 30S subunit in a manner
that maximizes its overlap with epitope positions determined by immunoelectron microscopy. 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’après la réf. [20].
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En utilisant un marquage sélectif de chacune des 21 protéines de la sous-unité 30 S d’E.
Coli, l’équipe de Brookhaven [19] a pu mesurer de façon 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 à une
véritable cartographie de sa structure quaternaire (cf. Fig.8). Plus récemment une étude de
la sous-unité 50 S a été entreprise par l’équipe de Geesthacht [21]. Pour limiter le nombre de
marquages à 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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