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Abir Nesrine Hassani
Modélisation de spectres quasiélastiques de neutrons
provenant de protéines en solution

Résumé :

Les protéines sont des systémes moléculaires complexes dont la dynamique interne est caractérisée par un
vaste spectre d’échelles de temps, allant de la picoseconde pour les vibrations des liaisons chimiques a la
seconde et au-dela pour les grands changements de conformation. En utilisant un modéle "minimaliste"
multi-échelles pour la dynamique de relaxation des protéines, nous montrons ici que méme de petits
changements dus & des contraintes externes, telles que la température, la modification du solvant ou
la liaison d’un ligand, peuvent étre élucidés par la diffusion quasi-élastique des neutrons (QENS). La
relaxation est ici décrite par une fonction de Mittag-Leffler étirée, qui présente une décroissance lente
en loi de puissance pour les temps longs. Un point technique important est I’estimation de le facteur
de structure incohérente élastique (EISF) sur la base de sa contrepartie mesurée et des paramétres du
modéle de la fonction de relaxation, qui sont le paramétre de forme «a et le paramétre d’échelle de
temps 7. La premiére étude concerne la protéine intrinséquement désordonnée Myelin Basic Protein
(MBP) en solution, qui est étudiée dans un solvant D2O pur et dans un mélange de D3O avec 30% de
trifluoroéthanol deutéré a différentes températures, afin d’évaluer 'impact de la formation d’éléments de
structure secondaire sur la dynamique interne. Cette analyse a notamment montré que EISF est proche
de zéro, ce qui indique des fluctuations de position trés importantes, compatibles avec la grande flexibilité
interne de cette protéine. Pour confirmer ce résultat une deuxiéme étude a été réalisée afin de mettre
au point une procédure d’ajustement dans laquelle cette quantité est éliminée en tant que paramétre
d’ajustement. Les résultats confirment la disparition de 'EISF pour cette protéine. Pour montrer que ce
modéle ne conduit pas généralement a la disparition de 'EISF pour les protéines en solution, une analyse
de données QENS de la myoglobine a été réalisée, et le résultat montre que I'EISF est clairement non
nul pour cette protéine globulaire. La troisiéme étude est consacré a la compréhension de la dynamique
fonctionnelle de I’enzyme Phosphoglycérate kinase. Ici, le modéle permet de déterminer sans ambiguité
Pamplitude des fluctuations inter-domaines qui sont importantes pour sa fonction catalytique.

Mots clés : Diffusion quasiélastiques de neutrons, dynamique des protéines, protéine intrinséquement
désordonnée, analyse de données.

Modeling quasielastic neutron scattering spectra from proteins in solution

Abstract :

Proteins are complex molecular systems whose internal dynamics is characterized by a vast spectrum of
time scales, ranging from sub-picoseconds for vibrations of chemical bonds to seconds and beyond for
large conformational rearrangements. Using a “minimalistic” multi-time scale model for the relaxation
dynamics of proteins, we show here that even small changes due to external stress, such as temperature,
solvent modification or ligand binding, can be elucidated by quasi-elastic neutron scattering (QENS).
The relaxation is here described by a stretched Mittag-Leffler function, which exhibits slow power law
decay for long times. An important technical point is the estimation of the elastic incoherent structure
factor (EISF) on the basis of its measured counterpart and the model parameters of the relaxation
function, which are the ¢-dependent form parameter o and the time scale parameter 7. Our first
study concerns the intrinsically disordered protein Myelin Basic Protein (MBP) in solution, which is
studied in pure Dy O-buffer and in a mixture of DyO-buffer with 30% deuterated Trifluoroethanol at
different temperatures, in order to evaluate the impact of formation of secondary structure elements
on the internal dynamics. In particular, this analysis showed that EISF is close to zero, indicating
very large position fluctuations, which are compatible with the high internal flexibility of this protein.
To confirm this result, a second study was carried out to develop a fitting procedure in which this
quantity is eliminated as a fitting parameter. The results confirm vanishing EISF for this protein. To
show that this model does not systematically lead to vanishing EISFs for proteins in solution, we have
analyzed QENS data from Myoglobin, and the result shows that the EISF is clearly non-zero for this
globular protein. The third study is devoted to understanding the functional dynamics of the enzyme
Phosphoglycerate kinase. Here the model allows for determining unambiguously the amplitude of the
inter-domain fluctuations which are important for its catalytic function.

Keywords : Quasi-elastic neutron scattering, protein dynamics, intrinsically disordered proteins, data
analysis.
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Chapitre 1

Introduction

L'étude du lien entre la dynamique structurelle des protéines et leur fonc-
tion est un aspect central de la biologie moléculaire moderne, notamment dans
la perspective du développement de nouveaux médicaments et de nouvelles
substances actives. Dans ce contexte, la dynamique des protéines est de plus en

plus reconnue comme un facteur déterminant pour leur fonction biologique.

Le terme protéine est apparu en 1838 sous l'influence du chimiste néer-
landais Gerhardus Johannes Mulder définir un groupe de substances d’ori-
gine végétale ou animale possédant des propriétés nutritives et dont 1’ana-
lyse élémentaire montrait a peu pres la méme formule empirique en carbone,
hydrogene, azote et oxygene selon une regle de proportionnalité. La vision
des protéines dans les années 1920 était celle d"une sphere, pour les protéines
dites globulaires, et des filaments pour les protéines fibreuses [1]. Le chimiste
Anfinsen et ses collaborateurs ont proposé que la séquence d’une protéine
contienne les informations nécessaires pour adopter une structure définie. Et
d’apres le postulat d’Anfinsen ou ’hypothese thermodynamique, la structure
tridimensionnelle de la protéine native dans son milieu physiologique normal
est celle dans laquelle 1’énergie libre de Gibbs de I’ensemble du systéme est la
plus faible; c’est-a-dire que la conformation native est déterminée par la tota-
lité des interactions interatomiques et donc par la séquence d’acides aminés,
dans un environnement donné [2]. A partir des études cristallographiques de
protéines, telles que ’hémoglobine et de nombreuses enzymes, Anfinsen et

11



12 1. INTRODUCTION

al ont établi le paradigme structure-fonction [3]. Ce concept postule que la
fonction est réalisée par la structure tridimensionnelle unique adoptée par une
protéine, qui a son tour est déterminée par sa séquence d’acides aminés. La
dynamique interne d"une protéine joue un role important pour sa fonction et
aussi pour sa structure. Depuis les travaux pionniers de Frauenfelder et ses col-
laborateurs sur la cinétique de fixation du monoxyde de carbone (CO) par la
myoglobine, la relation entre la dynamique et la fonction des protéines est de-
venue un paradigme en biologie moléculaire et en biophysique [4,5]. Diverses
techniques ont été développées au cours des dernieres décennies afin d’étu-
dier la dynamique des protéines dans différentes conditions (par exemple In-
fluence de la pression sur la dynamique du lysozyme en solution, par simula-
tion numérique et diffusion de neutrons [6]) et a différentes échelles de temps.
La myoglobine a été la premiére protéine dont la structure été résolue par dif-
fraction de rayon X [7] et des études ont été effectuées par Frauenfelder et al
par cette technique afin d’évaluer les amplitudes de mouvement atomiques
pour faire apparaitre les fluctuations conformationnels de cette protéine [8].
De différentes techniques spectroscopiques ont été utilisés pour contribuer a
bien comprendre la dynamique des protéines. On mentionne ici encore des tra-
vaux de Frauenfelder et ses collaborateurs [4, 5], la spectroscopie par corréla-
tion de fluorescence [9,10], la spectroscopie diélectrique [11], la résonance ma-
gnétique nucléaire (RMN) [12}13] et la diffusion de neutrons [14] qui couvrent
les échelles de temps différentes . La derniére technique joue un réle impor-
tant, car il s’agit d’une technique spectroscopique particulierement adaptée a
I’étude de la dynamique des protéines qui ne permet non seulement de son-
der les échelles de temps des mouvements atomiques (les échelles de temps

accessibles se situent entre la picoseconde et la nanoseconde), mais aussi leurs
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amplitudes a I’échelle nanométrique. La spectroscopie par diffusion de neu-
trons utilise les neutrons thermiques dont leurs énergies est comparable a des
atomes de la matiére condensée et correspond a une longueur d’onde qui est
del’ordre de grandeur des distances inter-atomiques et a des mouvements ato-
miques; donc cela permet d’étudier les propriétés structurales et dynamiques
des systémes de la matiére condensée au niveau atomique. A cause de la sec-
tion efficace large des atome d’hydrogene elle sonde en particulier les mouve-
ments des atomes d’hydrogene dans les systemes riche en hydrogéne, comme
les protéines, dont pres de 50% des atomes des macromolécules biologiques et

sont répartis au sein de la structure [15].

Ce travail de these est motivé par les progres de la recherche des trente
dernieres années au sujet de la relation structure-dynamique-fonction des pro-
téines et par la nécessité de développer des modéles adaptés pour élucider
cette relation par diffusion quasiélastique de neutrons. L'aspect central est la
modélisation de spectres quasiélastiques de neutrons provenant des protéines
en solution, en utilisant un nouveau type de modele "minimaliste” qui prend
en compte le caractére multi-échelle de la dynamique interne de protéines et

qui en permet une interprétation physique.






Chapitre 2

Diffusion de neutrons

La diffusion de neutrons est I'une des méthodes expérimentales les plus
puissantes et les plus polyvalentes pour étudier la structure et la dynamique
des matériaux a 1’échelle atomique et nanométrique, y compris le magnétisme.
Dans les années 1950 et 1960, la diffusion de neutrons était un outil exotique de
la physique de I’état solide et de la cristallographie chimique, mais aujourd’hui
elle sert des communautés aussi diverses que la biologie, les sciences de la
Terre, I'ingénierie et la chimie des polymeéres. Elle est en particulier fermement
établie comme un complément inestimable des études de la structure de la

matiére par la diffraction des rayons X.

1. Travaux pionniers

1.1. La découverte du neutron. Le neutron a été découvert a partir de trois
séries d’expériences qui ont été menées dans trois pays différents. En 1930 en
Allemagne, les spécialistes des rayons cosmiques W. Bothe et H. Becker ont ob-
servé que des éléments légers bombardés par des particules alpha émettaient
des rayons "ultra pénétrants" qu’ils ont interprété comme des rayons gamma
beaucoup plus énergétiques que ceux émis par des noyaux radioactifs [16]. En-
suite, en 1931, en France, Iréne et Frédéric Joliot-Curie reprennent cette étude
sur d’autres réactions pour comprendre la nature de ce rayonnement et dé-
couvrent qu’il a la propriété de mettre en mouvement des noyaux atomiques,

confirmant donc tout en conservant la méme interprétation [17]]. Et finalement,
15



16 2. DIFFUSION DE NEUTRONS

en 1932, en Angleterre, J. Chadwick confirme les résultats et va plus loin, par
une analyse rigoureuse du recul des noyaux bombardés par ce rayonnement.
Il peut affirmer que le rayonnement "ultra pénétrant” ne peut étre un rayonne-
ment gamma d’énergie trés élevée, mais il s’agit d'une particule neutre et de
masse voisine de celle du proton, qu’il nomme neutron [18] et en 1935, il a eu

le prix Nobel a cause de cette découverte.

1.2. Propriétés uniques. Le neutron est une particule neutre présente dans
le noyau de I'atome et qui n’interagit donc pas avec les champs électriques. 11
a été utilisé pour la premiére fois par Clifford Shull en 1946 (prix Nobel de
Physique 1994) comme outil pour des expériences de diffraction. Avec le pro-
ton, le neutron est un des constituants des noyaux atomiques, qui est consti-
tué d'un quark up et de deux quarks down. Cette combinaison lui laisse une
charge électrique nulle pour qu’il pénetre profondément dans la matiere, une
masse de m = 1.660 x 1072* g, un spin de 1%, et un moment magnétique de
@ = —1.913 pn (magnéton nucléaire). Un neutron libre n’est pas stable et se
désintégre apres un temps de vie moyen de 885.6 s en un proton, un électron
et un anti-neutrino électronique. Les neutrons utilisés pour la recherche sont
produits par un processus de fission dans un réacteur ou par un processus de
spallation, qui a I'avantage de pouvoir étre arrété. Les expériences de diffusion
de neutrons utilisent particulierement des neutrons “thermiques”, qui ont été
ralentis par de multiples collisions avec les atomes ou molécules d"un modé-
rateur (par ex. graphite, H,O, D,O) qui est tenu a une certaine température.
Apreés le processus de modération, les neutrons ont donc une énergie typique
de Ey, = 3kgT/2, ot kp est la constante de Boltzmann (1.381 x 10723 J/K)etT

"non

est la température en Kelvin. On parle ainsi de neutrons "froids", "thermiques"
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et "chauds" pour une température du modérateur de 20 K, 300 K, 1473 K, res-

pectivement. Apres modération un neutron a donc une énergie cinétique de

2
_ PP 3, (IL1)

E—
2m, 2

ou p est la quantité de mouvement et m,, las masse du neutron. Avec la dualité
particule-onde la quantité de mouvement peut étre reliée a la longueur d’onde

du neutron,

p = hk (IL.2)
k= 2;11, In| =1 (IL.3)

Icih = % oll h = 6.626176 Js est la constante de Planck et n est un vecteur

unitaire.

A partir des relations 1' et lb la longueur d’onde d"un neutron ther-

mique est égale a

A= (I.4)

OmE’

On peut écrire 1’énergie du neutron en fonction de sa longueur d’onde ),

en utilisant les relations (IL.1) et (IL.4)

h2

L’énergie moyenne des neutrons thermiques peut étre écrite sous la forme

. 3 3ksT
E=-mt?="kgTou =5, (IL6)
2 2 m

L’énergie du neutron thermique, qui est de 'ordre de kg7 = 25 meV a T =

300 K et par définition comparable a celle des atomes de la matiere condensée,
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et sa longueur d’onde correspondante de \ = 1.78 A montrent que la diffusion
de neutrons thermiques peut fournir des informations précises sur les aspects
structuraux et dynamiques du systéme étudié. C’est une caractéristique essen-
tielle de la technique de diffusion de neutrons pour fournir des informations
précises sur les aspects structurales et dynamiques du systeme étudié puisque
la diffusion de neutrons thermiques est sensible a la dynamique et a la struc-

ture de la matiere condensée a 1’échelle atomique.

2. Théorie de la diffusion de neutrons

2.1. Expérience de diffusion. Un faisceau de neutrons monochromatiques
incident de vecteur d’onde initial k, et d’énergie initiale £, interagit avec
I’échantillon. Les neutrons diffusés sont caractérisés par un vecteur d’onde
tinal k et une énergie finale . La quantité mesurée dans une expérience de
diffusion de neutrons est la section efficace différentielle de diffusion qui est
fonction de I’énergie et du transfert d’'impulsion sur 1’échantillon [15,19]. Ces
quantités sont désignées respectivement par AE = Ey — E et Ap = p, — p. Les
transferts d’énergie et de quantité de mouvement sont exprimés en unités de

h

®
0 dQdo
\

®

sample /

FIGURE II.1. Schéma d’une expérience de diffusion de neutrons [20].
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AF = hw (IL.7)

Ap = h(ko — k) = hiq (I1.8)
En utilisant les définitions de (IL.7) et (LL.8), la section efficace différentielle de

diffusion peut étre exprimée sous la forme suivante

o |k S(q
dew ‘k0|

, W) (I1.9)
ou S(q,w) est le facteur de structure dynamique,

1 ftee :
— dt e”™" F(q, ). II.10
o | dte Fla) (1110)

Sq,w) =
Les neutrons entrants sont caractérisés par une énergie E, et une quantité de
mouvement 7k, et les neutrons diffusés par une énergie £ et un momentum
hik. Le facteur de structure dynamique S(q,w) est la transformée de Fourier
temporelle d'une fonction de corrélation quantique qui est la fonction inter-

médiaire de diffusion, F'(q,t), elle contient les informations sur la dynamique

structurelle du systeme considéré,
Zr (emiaRsOgiaRe(0)). (IL11)

Ici N est le nombre total d’atomes dans le systeme de diffusion et pour chaque
paire {j,k} d’entre eux, {R,(t), Rx(t)} désignent les opérateurs de position
qui dépendent du temps associés. Le symbole (...) représente une moyenne

d’ensemble quantique et les facteurs de pondération I';; sont de la forme
[ = E*@ + 8;xlbj — bj|?, (I1.12)

ou b; et by, sont les longueurs de diffusion (complexes) [1519] qui caractérisent

le (pseudo) potentiel d’interaction entre le neutron et I’échantillon,

V() = 2;? bo(t —R). (IL.13)
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La moyenne — sera expliquée ci-dessous. Les neutrons interagissent avec la
matiére par une interaction neutron-noyau via des forces nucléaires a courte
portée de 'ordre de femtometre, et aussi magnétiques (avec les moments ma-
gnétiques des électrons a travers des couplages dipolaires). Cette interaction
peut étre décrite par une fonction de Dirac selon Fermi et dans 1'éq. , r
et R sont respectivement, I’'opérateur de position du neutron et du noyau de
I’atome diffuseur. La longueur de diffusion b du noyau prend des valeurs dans
la gamme du femtometre et m désigne la masse effective du neutron dans 'in-
teraction neutron-noyau. V(%) correspond a l'opérateur T qui est une quantité
de la théorie de la diffusion, faisant référence au fait que V(&) implique une sé-
rie de Born complete. Cet opérateur apparait dans la solution de 1’équation de
Lippmann- Schwinger [21] et pour cette raison V(&) est aussi appelé le pseudo-

potentiel de Fermi. La section efficace de diffusion d'un atome fixe est donnée
par

o = 4r|b?| (I1.14)

et nous remarquons que la longueur de diffusion du noyau b change en pas-
sant d'une espéce chimique a l'autre, et aussi pour les différents isotopes de
la méme espece, car l'interaction neutron-noyau dépend non seulement de la
nature du noyau mais aussi du spin total du systéme (J + 3h). Dans une ex-
périence, I'échantillon est composé de différentes especes atomiques, chacune
d’elle pouvant étre un mélange de plusieurs isotopes possédant leur propre
spin nucléaire. Supposant que les distributions d’isotopes et du spin total pen-
dant l'interaction sont totalement aléatoires et que les atomes j et k sont deux
atomes différents, nous pouvons écrire la moyenne du produit des deux lon-

gueurs de diffusion de cette maniere

bib, = b; by, (IL15)
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car il n'y a pas de corrélation entre les deux longueurs de diffusion b, et by.

Dans le cas ot j=k, on a

by, = b2 (I.16)

SN

La moyenne 7=~ ici porte sur tous les isotopes et toutes les projections pour
une paire donnée (j, k) d’atomes, et en supposant que ces propriétés ne sont

pas corrélées entre les atomes j et k, on peut écrire 1'expression de b; et b, de la

forme,
bibr= by bi +0u (02 D) (IL17)
~— = —_——
bj,coh, bk,coh b2

J,inc

Ici la longueur de diffusion cohérente est
bycon = by, (IL18)

et la longueur de diffusion incohérente est
bjine = \| (B2 = D;) (IL19)

La section efficace différentielle d'un atome j, est associée aux longueurs de

diffusion cohérente b; .., et incohérente b, ;.. par cette relation

Tjcoh = 4T V3 cons (I1.20)
Ojine = 47 b7 e (IL.21)

et la section efficace différentielle d'un atome j totale, peut étre écrite de cette
maniere

_ 2 2
Ojtot = 4m (bj,coh + bj,inc)‘

(11.22)

Le tableau (1) montre la différence entre les longueurs de diffusion et les
sections efficaces cohérentes et incohérentes de quelques éléments chimiques
[15]. Comparant les sections efficaces de chaque éléments, on remarque que

la section efficace incohérente de 'atome d’hydrogene 'H est tres grande et
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Elément | A Spin | beop(fm) | binc(fm) | ocon(barn) | oy, c(barn)
H 1|3 -3.741 |25.217 | 1.759 79.90
2 |1 6.674 4.033 |5.597 2.04

C 1210 6.653 0 5.563 0

@) 16 |0 5.805 0 4.235 0

Al 27 | 2 3.449 0.26 1.495 0.008

S 320 2.804 6.29 0.988 0

\Y 51 % -0.402 | 6.419 0.020 5.178

TABLE 1. Longueurs de diffusion et sections efficaces de certains élé-

ments chimiques [15].

plus importante a celle de tous les autres éléments (elle est beaucoup plus im-
portante que son isotope le deutérium *H qui est un diffuseur incohérent plus
faible). Pour cette raison la diffusion de neutrons sonde les mouvements des
atomes d’hydrogene dans les systémes qui sont riches en hydrogene. En raison
de la section de diffusion incohérente dominante de 1’hydrogene, les échan-
tillons de la matiere molle (polymeres, biomolécules), qui contiennent généra-
lement 50% d’atomes d’hydrogene, diffusent de maniére essentiellement inco-
hérente, ce qui fait que la diffusion incohérente de neutrons est un outil privi-
légié pour les études des composés hydrogénés. Les atomes d"hydrogene dans
une protéine sont distribués de maniere homogene, et les expériences de dif-
fusion de neutrons donnent donc une vue moyenne de la dynamique des pro-
téines. La plupart des expériences de diffusion de neutrons sur les protéines
ont été réalisées avec des protéines hydrogénées, soit dans des solutions de

D0 ou dans des poudres hydratées de D,O.
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Comme les rayons X interagissent avec le nuage électronique, leurs sections
efficaces de diffusion augmentent avec le numéro atomique Z, au contraire
aux sections efficaces de diffusion des neutrons qui ne présentent pas de va-
riations systématiques avec Z. La section efficace la plus importante pour la
diffusion de neutrons est méme celle de 1’élément le plus léger — 'hydrogene
(voir fig.[IL.2). Il est donc clair qu'il sera difficile de déterminer les positions de
I'hydrogene avec les rayons X en présence d’éléments lourds, et pour cette rai-
son on utilise la diffraction de neutrons pour “voir” les positions des atomes

d’hydrogene.
X ray cross section
H D cCo A s .
. . @ ..6

Neutron cross section

FIGURE II.2. Comparaison des sections efficaces de diffusion de

neutrons et des rayons X [22].

2.2. Facteur de structure dynamique cohérent et incoherent. Il suit de la
forme (I1.12) des poids I';; que la fonction intermédiaire de diffusion peut étre

divisée en deux parties dites cohérente et incohérente, respectivement,

F(q,t) = Feon(q,t) + Finc(q, t), (11.23)
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qui sont données par

Feon(q,t) = ;] S b by (e O ia R0 (IL.24)
7,k

Fine(q,1) = ]1[ S (02 =0, (e ROt (I1.25)
J

La diffusion cohérente décrit la dynamique collective des atomes dans le sys-
téme de diffusion, tandis que la diffusion incohérente décrit la dynamique

d’atomes individuels, moyennée sur le systeme.

La décomposition de la fonction intermédiaire en une partie cohérente et

une partie incohérente se traduit pour le le facteur de structure dynamique en

S(q,w) = Seon(q,w) + Sine(q, w) (IL.26)

1 +oo —iwt 1 +oo —iwt
S(q,w) / dt e FLon(q,t) + — / dt e Foo(q,t) . (1L27)

:% —00 2T —00

Scoh(qvw) S'L'nc(q#*})

2.3. Condition du bilan détaillée et la limite classique. Comme F'(q, )
est une fonction de corrélation temporelle quantique, le facteur de structure
dynamique n’est pas symétrique en w. La fonction intermédiaire de diffu-
sion remplit les relations de symétrie d"une fonction de corrélation temporelle

quantique,

F*(q,t) = F(q, 1), (11.28)
F(q,—t) = F(—q,t + i8h), (IL.29)

ou f = 1/kgT est la température de Boltzmann inverse. Pour le facteur de

structure dynamique I'équation [II.29|devient la relation du bilan détaillée

S(q,w) = ™S (—q, —w). (IL.30)
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Nous rappelons que le transfert d’énergie de signe positif iw > 0 est un gain
d’énergie de 1’échantillon et donc une perte d’énergie par le neutron et inverse-
ment un transfert d’énergie iw < 0 est donc un gain d’énergie par le neutron.
La relation de bilan détaillé exprime que la probabilité de perte d’énergie par

le neutron est plus grande d’'un facteur ¢’ que le gain d’énergie.

2.4. Systemes riches en hydrogene. La section efficace de diffusion inco-
hérente de I’hydrogene est largement supérieure par rapport aux autres élé-
ments chimiques (voir tableau (T)). Considérons un échantillon de protéine,
c’est a-dire des systemes riches en hydrogene, la diffusion est essentiellement
incohérente et sonde les mouvements individuels des atomes d’hydrogene, on

peut calculer approximativement
F(q,t) ® Frinc(q,t) = |brinc|*Fru(q,t). (IL31)
ol by jinc = \/E - EQ est la longueur de diffusion incohérente et

1 S A
Fy(q,t) =+ Y (e RiOciaRi®) (I1.32)
N :
jeEH
ou j passe sur tous les atomes d’hydrogene. Et on peut définir le facteur de
structure dynamique correspondant
1 oo :
Su(q,w) = 2—/ dte ™" Fy(q,t). (I1.33)
T J—o0
Dans la figure [II.3| qui montre un schéma d’un spectre de diffusion incohé-

rente, on peut distinguer 3 régions :

— Diffusion élastique - aucun échange d’énergie avec le systeme hw = 0.
— Diffusion inélastique - due aux mouvements vibrationnels. les pics in-

élastiques proviennent de la diffusion d’atomes qui vibrent de maniere
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périodique et a une fréquence fixe. Les neutrons diffusés inélastique-
ment peuvent perdre de 1’énergie (diffusion Stokes) ou en gagner (dif-
fusion antiStokes).
— Diffusion quasi-élastique - centré sur w = 0 et décrit les mouvements

stochastiques.

Le terme QENS désigne les processus inélastiques qui sont presque élastiques.
La diffusion quasiélastique se situe dans la région de la distribution en énergie
des neutrons qui correspond a de faibles transferts d’énergie avec les atomes,

de 'ordre de +/ — 2meV.

A S(q,w)

Diffusion
élastique

/

ff Diffusion
T Diffusion quasi- inélastique
H?;gtsltsllsl? e élastique de neutron /(Stokes)
/ (anti-Stokes) /
0 hw (meV)

FIGURE II.3. Schéma d'un spectre de diffusion de neutrons,
contenant les parties élastiques, inélastiques et quasi-

élastiques [23].

2.5. Fonctions de Van Hove. L'idée de Van Hove était de passer d"une in-
terprétation orientée vers les expériences de diffusion de neutrons dans l'es-
pace (q,w) a une description dans les variables de position et de temps (r, t)

en introduisant la transformée de Fourier spatiale de la fonction intermédiaire
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de diffusion [24]

_ 1 1 3, —iqr [/ —iqR;(0) ,—iq-Rg(t)
G(r,t>—N§(2ﬁ)3/d gemi (emiaRiO)gmia ke (IL34)

Cette fonction dite de Van Hove est reliée au facteur de structure dynamique

S(q,w) par la double transformée de Fourier

1 .
S(a,w) = 5 / / & q dt E@TDG(r, 1) (IL.35)

et exprime la relation entre les descriptions (r,t) et (q,w) de la diffusion des
neutrons. On omet ici les longueurs de de diffusion afin de souligner la signi-

fication physique. Utilisant que
e Ri(t) — /d3 r ¢ 975(r — Ry (1)) (I1.36)

et la définition de la distribution de Dirac,

1
(27)?

5(r) = / dq et ar, (IL37)

on obtient
Glr,t) = le S [d ! (50— + Ry(0)5(' — Ri(0))) (IL.38)
ik

sachant que les opérateurs R;(0) et Ry(t) dans I’équation (I1.34) ne commutent
pas pour t # 0. La fonction de Van Hove est divisé a une partie “self” et une

partie “distinct”

G(r,t) = Gg(r,t) + Gy(r,t) (I1.39)

ou
Gy, t) = ]IV [ @ (50— + R (050~ R (1)), (IL.40)
Galr,t) = ]1[ S [ @ (3= + Ry (0)30¢ ~ Ra(). (IL41)

i#k
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On note que G(r, t) est une généralisation de la fonction de corrélation densité-

densité statique, g(r) = G(r,0), et décrit la diffusion cohérente par un systeme

d’atomes identiques, tandis que G(r, t) décrit la diffusion incohérente dans ce

cas.

Pour ¢ # 0 la fonction de van Hove est une fonction complexe qui n’a pas

d’interprétation physique directe. Pour cette raison, l'interprétation des expé-

riences de diffusion de neutrons est souvent effectuée dans l'approximation

classique, ou

FE(q, 1) = lez / (R O-RO))
J

1 .
chcl)((17 t) = ~ Z <e%q'[Rk(t)—Rj(0)]>
ik

c’

Les fonctions de Van Hove correspondantes sont

. 1
G (e 1) = 5 22 (8(r = Ry (1) = Ry (0)])),,.
J#k
et la fonction totale de Van Hove est

G (r,t) = GD(r,t) + GY(x,1).

s

(I.42)

(I1.43)

(I1.44)

(I1.45)

(11.46)

Contrairement au cas quantique, les versions classiques de G,(r,t) et G4(r, t)

ont une interprétation simple pour ¢ # 0, car

— 6(r — [R;(t) — R;(0)]) est la densité de probabilité pour un déplacement

r de l'atome j au temps t.

— 0(r — [R,(t) — R;(0)]) est la densité de probabilité de trouver I'atome &

au temps t déplacé de r par rapport a la position de 'atome %k au temps

t=0.



2. THEORIE DE LA DIFFUSION DE NEUTRONS 29
On note ici que Van Hove a montré dans un article relativement peu cité que
la partie imaginaire de la fonction de van Hove est due a 1'impact du neu-

tron [25].

2.6. La diffusion quasiélastique de neutrons (QENS). La diffusion qua-
siélastique de neutrons (QENS) est une technique spectroscopique a résolution
spatiale particulierement adaptée a 1'étude de la dynamique des protéines,
car elle sonde non seulement les échelles de temps de la dynamique interne
et globale de ces molécules complexes, mais aussi les amplitudes des move-
ments. On note ici que la diffusion quasiélastique n’est pas forcément incohé-
rente; dans des échantillons completement deutérés elle a aussi une contribu-
tion cohérente. En raison de la section efficace dominante pour la diffusion
incohérente de 1'hydrogene, les expériences QENS sur des systemes riches
en hydrogene sondent essentiellement les mouvements diffusifs “self” de ces
atomes [14}15,26] et dans ce cas, on peut écrire la fonction de corrélation de

Van Hove classique sous la forme

G (r,1) = 5= 3 (3(r = [Ry (1) = Ry(0))) (I1.47)

Cette fonction devient donc la densité de probabilité pour un déplacement r

dans un temps ¢, moyennée sur tous les atomes d’hydrogene.

2.7. Facteur de structure élastique incohérent (EISF). La fonction inter-
médiaire de diffusion peut étre décomposée en une composante statique et

une composante dynamique,
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définissant

0Fu(q,t) = Fr(q,t) — Fu(q, 00). (I1.49)
La valeur plateau est appelée le facteur de structure élastique incohérent (EISF)

et elle est donné par

Fy(q,00) = EISF(q) = J\}H > |(eiaa) ’ (I1.50)
jeEH

Il est non-nul si les mouvements des atomes sont limités dans I'espace, comme
pour la dynamique interne des protéines qui sont étudiés sous forme de
poudres hydratées. Avec ceci le facteur de structure dynamique peut s’écrire

donc sous la forme
Su(q,w) = EISF(q) 6(w) + 65k (g, w) (IL51)

La composante 65y (q,w) contient le spectre quasi-élastique, qui est centré
sur w = 0 et décrit les mouvements stochastiques, et le spectre inélastique,
qui est d(t aux mouvements vibratoires. Le symbole §(w) désigne une distribu-
tion de Dirac et représente la ligne élastique idéale de spectre de diffusion de

largeur nulle et d’intégrale finie.

L’EISF est une quantité importante car elle donne une information sur les
amplitudes des mouvements atomiques et une premiere idée des caractéris-
tiques des processus dynamiques dans le systéme de diffusion. La définition
[1.35 permet d’écrire que [*5° dwSy(q,w) = Fr(q,0) = 1. En utilisant [1.51

nous obtenons donc
+oo
EISF(q) + / dw 68y (q,w) = 1, (IL.52)

ce qui montre que tout processus dynamique donnant une contribution a

35Sk (q,w) conduit & une chute de I'EISE.



Chapitre 3

Systemes étudiés et motivation du travail

1. Relation structure-fonction et protéines intrinsequement désordonnées

1.1. Relation structure-fonction. Les protéines sont des bio(macro) molé-
cules constituées de chaines d’acides aminés de longueurs tres variables. Elles
font partie des molécules les plus importantes des organismes vivants car elles
accomplissent une grande variété de taches. Chaque protéine posséde une sé-
quence plus au moins unique qui conduit le plus souvent a une structure tridi-
mensionnelle bien définit permettant d’effectuer une tache spécifique. La fonc-
tion biologique d’une protéine dépend en général de son arrangement spatial
et structurel qui peut étre décrit selon différents niveaux :

— La structure primaire d’'une protéine qui est la séquence linéaire

d’acides aminés et constitue le niveau de description le plus bas.

— La structure secondaire décrit I'arrangement spatial relatif de la chaine
d’acides aminés et est stabilisée par des liaisons d’hydrogene. Les hé-
lices a, les feuillets 3 sont les éléments de structure secondaire les plus
courants qui décrivent la structure tridimensionnelle des segments lo-
caux.

— La structure tertiaire définie I’arrangement des structures secondaires
et constitue le plus haut niveau d’organisation structurelle. On re-
marque que des résidus distants en séquence peuvent étre proche dans

la structure tertiaire.

31
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— La structure quaternaire des protéines multimeres sont constituées de
plusieurs sous-unités tertiaires liées stoechiométriquement par des liai-
sons non covalentes.
Ces éléments structurels des protéines déterminent leur fonctionnalité, de
sorte qu'une mutation de la séquence d’acides aminés peut entrainer une perte
de fonction. Lorsqu'une protéine perd sa structure tridimensionnelle, elle se
dénature et perd son activité. Dans certains cas, comme la protéine kinase et la
ribonucléase, il est possible de revenir a 1’état natif [27,28]. Grace a des travaux
de Anfinsen en 1961 sur le repliement de la ribonucléase [28], en montrant
que lorsque cette protéine est exposée a des conditions dénaturantes, elle peut
retrouver sa structure native lorsque la protéine est dialysée contre un tam-
pon physiologique. La structure tridimensionnelle est essentielle pour la fonc-
tion [29], ce qui conduit a un paradigme structure-fonction. Ce dernier postule
que la fonction d"une protéine dépend de sa structure et que sa connaissance

détaillée renseigne sur sa fonction.

1.2. Protéines intrinséquement désordonnées. Au cours des dernieres
années, un nombre croissant d’études indiquent que l’absence d’une struc-
ture 3D précise et stable pour une protéine donnée ne signifie pas son absence
d’activité dans des conditions physiologiques. Dans des travaux récents, on
a pu observer un changement de paradigme dans I'étude de la fonction des
protéines, dans la mesure ol ce n’est pas leur structure mais leur dynamique
qui est considérée comme fondamentale. Les protéines dites partiellement re-
pliées ou intrinsequement désordonnées (IDP = intrinsically disordered pro-
teins) dont la structure n’est pas ou que partiellement connue [30] peuvent
bien avoir une fonction biologique. La découverte des protéines intrinseque-

ment désordonnées (IDP), qui ont une fonction bien définie sans avoir une
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structure bien définie, a marqué un changement de paradigme en biologie
structurale [31-34]. Depuis les années 1990, la littérature a connu une aug-
mentation considérable des études ciblant les IDPs. Le terme "désordonné"
signifie I’absence totale ou partielle d’éléments de structure secondaires, tels
que les hélices o ou des feuillets 3, qui sont caractéristiques pour les pro-
téines qui adoptent une structure bien précise. Cela signifie qu’elles sont tres
flexibles car les IDPs manquent de structures tertiaires et secondaires. Une IDP
est une protéine avec peu ou pas de structure secondaire dans des conditions
physiologiques, qui existe comme un ensemble de conformeres dynamiques.
Elle contient typiquement une ou plusieurs régions d’au moins 40 acides ami-
nés consécutifs qui ne présentent aucune ressemblance avec les éléments de
structure secondaire bien connus, tels que les hélices a ou les feuillets 5. En-
viron 30% des protéines dans les cellules eucaryotes ont des régions désor-
données [35] et elles interviennent dans les fonctions aussi importantes que la
signalisation ou la régulation intracellulaire et elles peuvent aussi adopter une
structure bien précise quand elles rencontrent une molécule cible. Ces pro-
téines ont une charge plus élevée que les protéines globulaires et présentent
des interactions électrostatiques avec les ligands [36]. Ceci est dii a la compo-

sition caractéristique en acides aminés des IDPs.

2. Protéines étudiés dans la thése

La majorité des études par diffusion de neutrons réalisées sur des molé-
cules sont réalisées sur des poudres hydratées. Dans notre travail, on voulait
rester plus proche des conditions physiologiques en étudiant des protéines
en solution. Notre étude concerne essentiellement trois types de protéines qui

sont décrites par la suite :
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— une protéine intrinsequement désordonnée (Protéine Basique de la
Myeline),
— une protéine globulaire (Myoglobine) qui a environ la méme taille que
la Protéine Basique de la Myeline
— et une enzyme contenant deux domaines globulaires (Phosphoglycérate
kinase).
Le but est d’utiliser les modeles "minimalistes” mentionnés auparavant qui
prennent en compte le caractere multi-échelle de la dynamique interne des
protéines avec un minimum de parametres, afin de dévoiler les changements
dynamiques d"une protéine dus a une modification des conditions externes. Le
défi est que la dynamique des modes de relaxation trés lents se chevauche avec
la diffusion élastique [37] et également avec la diffusion de molécules entieres,

ce qui doit étre pris en compte puisque les protéines sont étudiées en solution.

2.1. Protéine Basique de la Myeline (MBP). L'un des membres important
de la famille des IDPs est la protéine basique de la myéline (MBP), qui est le
constituant de base de la gaine de myéline des nerfs et la deuxieme protéine
la plus abondante dans le systeme nerveux central. Du point de vue médical,
la MBP est une molécule qui joue un roéle important dans la compréhension
des maladies du systéme nerveux humain, car diverses pathologies neuro-
logiques, comme la sclérose en plaques, sont dues a un dysfonctionnement
ou a un mauvais repliement de cette protéine. En biophysique, la MBP est
une protéine intéressante pour 1'étude des propriétés physiques de protéines
non- ou partiellement repliées en solution. Dans sa forme prédominante, la
MBP contient 170 résidus et a un poids moléculaire de 18.5 kDa. En solution
aqueuse, la protéine est intrinsequement désordonnée, et la présente étude se

concentre sur l'effet des mélanges D,O avec 30 % de trifluoroéthanol (TFE)
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deutéré sur sa dynamique globale et interne. Le TFE est utilisé depuis de nom-
breuses années comme un agent connu pour induire la formation des hélices

a dans les IDPs, mais son action n’est pas encore completement comprise.

2.2. Myoglobine (Mb). La myoglobine (Mb) est une protéine qui contient
du fer (il s’agit d'une métalloprotéine) et qui est présente dans les muscles.
Elle peut lier de maniere réversible a I'oxygene et 1’organisme 1"utilise comme
protéine de stockage de 1’oxygene plutot que de transporteur, comme 1’hémo-
globine. Elle est capable de lier et de libérer I’oxygene en fonction de la concen-
tration d’oxygene dans la cellule. Sa fonction premiere est donc de fournir de
I'oxygene aux cellules musculaires (myocyte). Notre choix était basé sur cette
protéine car cette derniére est une protéine globulaire pliée de maniére com-
pacte, contrairement a la MBP, mais elle a environ le méme poids moléculaire
que la MBP qui est de 17.2 kDa et elle contient 154 acides aminés, mais avec
une structure tridimensionnelle bien définie contenant huit a-hélices comme

éléments de structure secondaires.

2.3. Phosphoglycérate kinase (PGK). La phosphoglycérate kinase (PGK)
est une enzyme monomérique qui est fondamentale pour le métabolisme de
tous les organismes vivants. Elle catalyse d"une maniere réversible 1'une des
deux réactions productrices d’ATP de la voie glycolytique, en convertissant
le 1,3-bisphosphoglycérate en 3-phosphoglycérate, et participe également a la
néoglucogenese en catalysant la réaction inverse pour produire du 1,3- bis-

phosphoglycérate et de I’ADP [38].

1,3-bisphosphoglycerate + ADP = glycerate 3-phosphate + ATP
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La PGK est composée de deux domaines avec un site de liaison du 1,3-
bisphosphoglycérate sur le domaine N et de I’ ADP sur le domaine C. Ces deux
domaines sont reliés par une région charniére bien conservée ot les réactions
catalytiques ont lieu. Cette enzyme a un poids d’environ 45 kDa et contient
417 acides aminés. L'idée était de voir I'influence de la liaison ATP sur la dyna-
mique interne de la protéine en comparant I'enzyme phosphoglycérate kinase

en présence et en I’absence de substrats.

3. Données QENS et spectrometres

Le travail présent concerne l'analyse de données de diffusion quasi-
élastique de neutrons (QENS) qui ont été mesurées sur deux spectromeétres

différents a I'institut Laue- Langevin, Grenoble, France.

3.1. Spectromeétre IN16B. est un spectrometre a rétrodiffusion “backscat-
tering (BS)” de neutrons doté d’un nouveau "mode BATS" (Backscattering And
Time of flight Spectrometer) qui étend considérablement la gamme de trans-
fert d’énergie accessible [39,40]. Il s’agit d'un spectromeétre a énergie incidente
variable et a énergie finale fixe. Il est considéré comme le principal spectro-
metre de rétrodiffusion a haute résolution pour la diffusion incohérente quasi-

élastique et inélastique des neutrons.

Résolution Diameétre du Fréquence de
Instruments Gamme de Q

énergétique disque d rotation f
IN16B 1.5-8 eV 0.2-1.8 At 750 [mm] 19000 [rpm]
IN5 100 peV 0.2-11.8 A1 750 [mm] 17000 [rpm]

TABLE 1. Comparaison entre les deux instruments IN16B (Backscat-

tering et TOF) et IN5 (TOF).
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FIGURE III.1. Représentation schématique du spectrometre

IN16B a I'ILL, Grenoble.

3.2. Spectrometre IN5. Il s’agit d'un spectrometre a temps de vol (Time-
of-flight (ToF)) a géométrie directe de haute précision qui est utilisé pour étu-
dier les processus de transfert a basse énergie (pourtant plus élevée que pour
IN16B) en fonction du transfert de quantité de mouvement. Cet instrument
est généralement utilisé pour des mesures dans la région des petits transferts
d’énergie et de quantité de mouvement [41]. I offre une flexibilité en matiere
de sélection de la longueur d’onde et de la vitesse du chopper, ce qui permet
une optimisation considérable de la gamme d’énergie, de la résolution énergé-

tique, de la gamme de transfert de quantité de mouvement.

Pour la protéine basique de la myeline et 'enzyme phosphoglycérate ki-
nase, les données ont été collectées sur le spectrometre IN16B. Les données de
la MBP ont été recueillies pour trois températures différentes, 283 K, 303 K,

and 323 K, avec une résolution énergétique de 3.5 peV (FWHM), une gamme
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FIGURE III.2. Représentation schématique du spectrometre IN5
a I'ILL, Grenoble.

de transfert d’énergie de £150 ueV et une gamme de transfert de quantité de
mouvement de 0.8 A~! < ¢ < 1.8 A~! (en unités de h). Tous les échantillons et
solvents ont été mesurés dans des porte-échantillons annulaires en aluminium
avec une épaisseur d’interstice de 0.3 mm. Les données QENS des échantillons
ont été normalisées par la référence du vanadium, et la réduction des données

a été effectuée avec le logiciel MANTID [42].

Les données de la Myoglobine ont été collectées sur le spectrometre IN5, il
s’agit des données qui ont été déja analysées et publiées précédemment [43],
dont1'idée était de faire une étude comparative de la dynamique de la myoglo-
bine dans différents états structurels en fonction de la température en utilisant
la spectroscopie neutronique a temps de vol et a rétrodiffusion a haute résolu-

tion pour voir la dynamique la plus lente de la picoseconde a la nanoseconde.



Chapitre 4

Analyse de données

1. Concept général

Les protéines sont des systemes moléculaires complexes, avec un grand
nombre de degrés de liberté dont la dynamique de relaxation est multi-
exponentielle, ce qui est une caractéristique des systemes complexes en gé-
néral. Donc au lieu d’utiliser des modeles classiques pour différents types
de mouvements atomiques, qui affichent une relaxation exponentielle pour
quelques degrés de liberté particuliers, l'approche utilisée ici est “model-free",
tenant compte de la dynamique de relaxation multi-échelle des protéines avec
un minimum de parametres et une distribution continue d’échelles de relaxa-
tion. Cette approche est liée au concept des “paysages d’énergies" (energy land-
scapes) proposé par Frauenfelder et ses collaborateurs dans les années 1970,
qui ont utilisé la photolyse flash au laser pour étudier la cinétique fortement
non-exponentielle de la re-fixation du monoxyde de carbone a la myoglobine
[44,45]. La dynamique de relaxation multi-échelle des protéines est ici consi-
dérée comme un processus de sauts entre les minima d’un paysage d’énergie
libre, oti chaque minimum correspond a un “sous-état conformationnel” de la
protéine [46]. Le chapitre présent aborde I’analyse de données QENS prove-
nant de protéines en solution (la Protéine Basique de la Myéline, la Myoglo-

bine et I'’enzyme Phosphoglycérate Kinase). L'analyse de données utilise les

39
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concepts de l'analyse asymptotique, qui permet de lier la dynamique de re-
laxation aux temps longs a la forme du spectre QENS aux petites fréquences,
et le concept des energy landscapes dans le contexte de la diffusion de neu-
trons [37]. Elle prend spécifiquement en considération 1’aspect d’autosimila-
rité des fonctions de relaxation qui se manifeste par une décroissance asymp-
totique lente avec une loi de puissance, ¢(t) ~ t~*, avec 0 < o < 1 [5,46-48],

qui a beaucoup en commun avec la dynamique des verres [49].

1.1. Analyse en temps par transformée de Fourier. L'analyse de données
des spectres QENS a été menée dans le domaine du temps, c’est-a-dire sur la
fonction intermédiaire de diffusion, en éliminant 1'effet de la résolution ins-
trumentale représentée par un spectre Vanadium. Donc I’analyse de données
est effectuée sur la fonction intermédiaire de diffusion F(q,t), qui est obtenue
par transformée de Fourier discrete a partir du facteur de structure dynamique

mesuré, S(q,w),

+oo twt
Flat)= [ dwe™'s(q,w), (IV.53)

—00
ot l'indice “H” est omis. En introduisant de la densité transformée de Fourier

de I'atome j,

pila.t) = e, (IV.54)
0pi(q,t) = e RO — (iR (IV.55)

la fonction intermédiaire de diffusion pour la dynamique interne peut étre ex-

primée sous la forme générique

1

Fla.t) = 5 > ()(@.0)p(a.1)). (IV.56)
jeEH

— BEISF(q) + (1 — EISF(q))é(q. 1), (IV.57)
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ou EISF(q) est le facteur de structure incohérent élastique défini dans le pre-

mier chapitre,

EISF(q Z (5; (IV.58)

]GH

et ¢(q,t) est une fonction de relaxation,

(IV.59)

Hat) = (zjeHwﬁ}(q, 0)3p;(a. t>>)
’ ZJEH<5ﬁ;f<q7 O)éﬁ] (qa O>> ’

qui vérifie ¢(q,t) = 1.

Les protéines en solution sont des systemes isotropes et le facteur de struc-
ture dynamique total observé peut étre exprimé comme une moyenne angu-

laire isotrope sur toutes les directions de q,

Sor(a:1) = Sx(a,) = 1 / / sin2(0)d0de Swx(qn(6, 0), 1). (IV.60)

Ici, n, = (sinf cos ¢, sinfsin ¢, cosd) est le vecteur unitaire pointant dans la

direction de q et ¢ = |q].

1.2. La soustraction des solvants. Les données expérimentales des sol-
vants D,O ont été soustraites des données des solutions de protéines selon

la méthode suivante

Sprotein(Qa W) ~ Stot(Q> W) - (1 - (b)‘sbuffer(q?w>> (IV61)

en considérant que le volume spécifique partiel de la protéine est 7 =
0.73 ml/g. Pour une concentration de ¢ = 55mg/ml, cela conduit a une frac-

tion de volume pour la protéine de ¢ = cv = 0.04015 [43].
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1.3. Symétrisation et normalisation des spectres QENS. Les relations de
symétrie et montrent que la fonction intermédiaire de diffusion de-
vient une fonction réelle symétrique dans le temps si 'on considére la limite
classique 4 — 0 et si I'on peut supposer que les fonctions de diffusion sont
invariantes par rapport au changement q — —q. Pour I’analyse de données,

nous utilisons le facteur de structure dynamique symétrisé

e PI2S(q,w)

S+ = IV.62
(QJW) fj-:Oo dw e_ﬂhw/2s(q’w>7 ( )
qui est une fonction paire en w et qui est normalisée de telle sorte que
+oo
/ dw S (q,w) = FH(q,0) = 1. (IV.63)

La fonction intermédiaire de diffusion correspondante est une fonction symé-

trique dans le temps,

F(q,t +iph/2)

P00 = =5 mm)

(IV.64)

Nous notons que

F (g, t) = FD(q,1) (IV.65)

correspondent a I’approximation semi-classique de Schofield, [50] ot “cl” in-
dique la fonction de diffusion classique correspondante. Avec ce raisonne-
ment, les modeles classiques peuvent étre utilisés pour l'interprétation des
spectres QENS. Pour pouvoir travailler avec des modeles de relaxation clas-
siques, nous considérons maintenant pour la dynamique interne la forme gé-

nérique symétrisée et réelle en temps

Fi)(q.t) = EISF(q) + (1 — EISF(q))¢™ (g, 1) (IV.66)
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de la fonction intermédiaire de diffusion, ot1 la fonction de relaxation est défi-

nie comme suit

o(t +16h/2)
¢(iBh/2)

afin d’assurer sa normalisation correcte.

P(t) = (IV.67)

1.4. Extraction et déconvolution de F(q,t). Comme il est indiqué précé-
demment, nos analyses portent sur des mesures QENS collectées sur deux
spectrometres différents IN16B et IN5 a I'ILL. La résolution instrumentale est
obtenue a partir des spectres QENS du vanadium. Le facteur de structure dy-
namique expérimental, désigné par un indice "m" ("mesuré"), peut étre écrit

comme la convolution du facteur de structure dynamique "idéal" et de la réso-

lution instrumentale plus un bruit,
S (q.w) = 5 (q,w) * R(q,w) + N(q,w), (IV.68)
ol * représente un produit de convolution

~ +oo
S (g, w) * R(q,w) = / dw' R(g,w’ —w)S™M (g, w), (IV.69)

et N(q,w) et R(q,w) représentent respectivement le bruit et la résolution ins-
trumentale qui est considérée comme symétrique en w. Dans notre étude,
R(q,w) = S . (g,w) est le facteur de structure dynamique symétrisé d’un
échantillon de vanadium aux dimensions identiques a celles de I’échantillon
d’intérét, et le bruit est essentiellement inconnu. Ici, on utilise le fait que le va-

nadium peut étre considéré comme un diffuseur isotrope et élastique idéal. La

transformée de Fourier inverse de I'équation (IV.68) est la suivante

F{P(q,t) = F(q,t)R(q,t) + N(q, ), (IV.70)
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en notant que le produit de convolution de S™)(q,w) et R(¢,w) en w devient
un produit normal de F*)(¢,t) et R(q,t) dans le domaine du temps. La réso-
lution de I’équation (IV.70) par rapport a la fonction intermédiaire de diffusion

symétrique déconvoluée, F*)(q,t), est donc la suivante

_ F(q,t)  N(q.t)
FWM(q,t) = Rat) R0 (IV.71)

Le point important est ici que le terme N(q,t)/R(¢,t) devient important si
R(q,t) devient petit, ce qui limite I’échelle de temps accessible expérimenta-

lement. Notons que, le seuil de R(q, t) est atteint pour

h
tmag A = V.72
max QA(,(} Y ( )

ou & est la constante réduite de Planck et Aw est la résolution (FWHM) en éner-
gie de I'instrument. La forme du bruit est inconnue ici, mais sa contribution de-
vient clairement visible lorsque ¢ augmente, c’est pour ¢ca qu’on divise le bruit,
pour ¢ croissant, par des petites intensités de la résolution instrumentale, on
voit que l'effet du bruit peut étre négligé sur un domaine de temps d’environ
0—600 ps. Pour le spectrométre IN16B, sur lequel les données QENS analysées
dans notre premiere étude ont été enregistrées, nous avons Aw = 3.5 eV, ce
qui correspond a t,,,, ~ 600 ps. La figure illustre la déconvolution pour
le spectre QENS de la MBP dans le solvant D,O pour T=283 K a ¢ = 1.057/ A.
Dans la partie gauche, nous montrons le facteur de structure dynamique sy-
métrisé et normalisé S{,”)(q, w) (ligne bleue) ainsi que le spectre correspondant
du vanadium R(q,w), qui définit la résolution instrumentale (ligne jaune). La
partie droite montre les fonctions intermédiaires de diffusion correspondantes
FP(q,t) (points bleus) et R(q,t) (points jaunes ), qui ont été obtenues par la
transformée de Fourier discrete a partir de tableaux échantillonnés de maniere

équidistante représentant S()(¢q,w) et R(q,w). La fonction intermédiaire de
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Q=1.057/A Spectral deconvolution, Q=1.057/A
1.0} i ) ] ) )
250§ o8t : ® Sample
200¢ 1 F ' Vanadium
§ 150¢ — Sample = 0.6}. [ Deconvolution
o . z .
@ 100t Vanadium | I 04}
50 ] ] 02 . ."' .... 1
ob——— ¥‘* o 0of s 10300 bottymeeSStmensosns st
-0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 0 200 400 600 800 1000

FIGURE IV.1. Partie gauche : Facteur de structure dynamique sy-
métrisé et normalisé, S}J ) (¢,w), de la MBP dans le solvant D;O a
g=1.057TA"1etT=283K (ligne bleue) avec la fonction de résolution
correspondante R(¢,w) (ligne jaune) obtenue a partir d"une analyse au
vanadium. Partie droite : Fonction intermédiaire de diffusion corres-
pondante Jaia (¢,t), dans le domaine temporel (points jaunes) et fonc-
tion intermédiaire de diffusion déconvoluée F(*)(q,t) (points verts).
La ligne verticale en pointillés indique le domaine du temps accessible

correspondant a la résolution de I'instrument (Eq. (IV.72).

diffusion déconvoluée par la résolution F(*)(q,t), est donnée par les points
verts, et la ligne verticale en pointillés indique le seuil de ?,,,, = 600 ps corres-
pondant a la résolution instrumentale. Tous les points des données remplissant

t <t Ont été utilisés pour I'ajustement du modele a décrire dans la suite.

2. Modeles pour la dynamique des protéines

2.1. Relaxation multi-échelle dans des systemes complexes. La dyna-
mique interne des protéines et des systemes moléculaires complexes est géné-
ralement caractérisée par une relaxation fortement non exponentielle des fonc-

tions de corrélation temporelle pertinentes, qui présentent une décroissance
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asymptotique en loi de puissance. La décroissance en loi de puissance reflete
I’autosimilarité, c’est-a-dire 'invariance des formes des fonctions de corréla-
tion en cas de changement de 1’échelle de temps, ce qui est également typique
pour les verres [9/10,146-49,51-53|]. Dans ce contexte, notre étude vise 'utilisa-
tion d"une approche qui décrit la dynamique multi-échelle de protéines avec
des modéles “minimalistes” qui prend en compte le caractere multi-échelle de
la dynamique interne des protéines. Ce modele décrit un spectre QENS avec
seulement trois parameétres : un parameétre de forme et un parametre d’échelle
pour décrire la dynamique de relaxation d'une protéine, ainsi que 1’ampli-
tude de diffusion élastique (elastic incoherent structure factor, EISF) qui donne
une information sur I’amplitude des mouvements atomiques. L'idée est donc
de décrire la dynamique d’un systeme complexe comme une protéine, telle
qu’elle est observée par QENS, par des modeéles qui décrivent leur dynamique

essentielle sur la base de concepts physiques avec peu de parametres.

2.2. Fonction intermédiaire de diffusion pour la dynamique interne. Le
but de ce travail est d’ajuster les fonctions intermédiaires extraites déconvo-
luées de la résolution instrumentale. Pour pouvoir travailler avec des modeles
de relaxation classiques, nous considérons la forme générique symétrisée dans

le temps [54]
F(q,t) = F(q,00) + (F(q,0) — F(q, ) (. 1) (IV.73)

notant que F'(q,0) = 1, la fonction intermédiaire de diffusion des neutrons est
liée par la transformée de Fourier a la quantité mesurée dans la plupart des
expériences de diffusion de neutrons, et qui se traduit par la forme générique

correspondante

SH(q,w) = F(q, 00)d(w) + (F(q,0) — F(q, o0))éwme(q, w) (IV.74)
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du facteur de structure dynamique.

Dans le contexte de nos études, F(q,0) = 1, F(q,00) = limy_,. F™H)(t) est
la valeur plateau qui correspond a I’EISE. La fonction de relaxation ¢y, est

décrite par une fonction Mittag-Leffler (ML) "étirée" [55], qui présente une dé-

croissance asymptotique en loi de puissance et une auto-similarité,
(0 = Ba (=(itl/m)") . 0<a<l, (IV.75)

ot la dépendance q est omise pour une meilleure lisibilité. Ici £,(.) est la fonc-
tion de Mittag-Leffler (ML), qui porte le nom du mathématicien suédois Gosta

Mittag-Leffler (1846-1927) [55]]. Cette fonction est définie par la série de Taylor,

Eo(z) = nz:% mi(m) (> 0), (IV.76)

pour tous les arguments dans le systeme complexe. Pour 0 < a < 1,1a fonction
de relaxation ML (IV.75) décroit de facon monotone, avec une forme de loi de
puissance asymptotique,

o (1) X" %Ti);;, (1V.77)

et elle peut étre considérée comme une généralisation de la fonction exponen-

tielle, a laquelle elle se retrouve pour a=1,

Tim (1) = exp(—[t]/7). (IV.78)

Comme la transformée de Laplace de la fonction de relaxation ML a une
forme analytique simple [55]

1

A+ (s7m)) (V-79)

QgML(S) = <
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ses spectres de Fourier et de taux de relaxation peuvent étre facilement obtenus

par le biais de

¢ (w) = lim e {és(*) (iw + e)} : (IV.80)

e—0 77

ce qui conduit a une “lorentzienne généralisée” [56]

) =+ o (%) ~avsy
™ Jol ((wlmr) = + (jwl7r)” + 2 cos (%))

Ici ffo‘f dw ngL (w) = 1 et la lorentzienne standard est retrouvée pour o — 1.
On note que gngL(w) ~ |w|* pour w — 0, et devient donc singuliére pour

O0<a<l.

La transformée de Laplace (IV.79) de la fonction de relaxation ML peut
également étre utilisée pour obtenir une forme analytique de son spectre de
taux de relaxation. Pour une fonction de relaxation arbitraire a décroissance

monotone, ¢(t), la fonction est définie par la relation suivante

o) = [ dAp() exp(-Al), (IV.82)
oup(A) > 0et [;°dAp(A\) = 1. En utilisant

p(\) = lim 1y {6 (=1 —ie)}, (IV.83)

e—0 77
on trouve pour la fonction de relaxation ML [56]

- sin(ma)
— wA((ATR) " + (A\TR)® + 2cos(ma))

pmL(A) (IV.84)

La décroissance lente en loi de puissance (IV.75) de ¢mp(t) conduit ici a une
forme de loi de puissance du spectre de taux de relaxation pour des petits

arguments, pyr()) A0 a1,

Notant que la fonction génératrice de moments (IV.75) montre que les mo-

ments et les cumulants de p()\) divergent, mais on peut définir la médiane,
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FIGURE IV.2. La fonction Mittag-Leffler “étirée" et le spectre de taux

de relaxation.

A1/2, de p(A), qui est définie par
A1/2 1
[ aw) =5
0 2
et pour I'expression (IV.84), on obtient

Il est aussi intéressant de calculer les spectres de temps de relaxation équi-

valents. Le temps de relaxation est défini comme l'inverse du taux de relaxa-

tion,
1
== IV.86
r=1 (1V:86)
En utilisant que p(\)dA =P (7)dr, ou explicitement
B d\(T)
pvar =) A0
On trouve
1
P(r) = p(A(7)) (IV.87)

ﬁ.
Dans cette partie, nous avons introduit des modéles pour les échelles de re-

laxation temporelle sans dimension, afin de conserver une notation compacte.

Pour une échelle de temps concrete 7, nous avons donc

P(r) = P (T> . (IV.88)

Ts Ts
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La fonction de relaxation ML a la propriété intéressante que son spectre de
temps de relaxation a exactement la méme forme que son spectre de taux de

relaxation. En utilisant ’équation Eq. (IV.87), on trouve en effet,

P(r) = sin(ma)

mr (M) + (A7) + 2cos(ma))’ (IV.89)

La dynamique des protéines peut étre considérée comme un processus de
diffusion dans un "potentiel rugueux", avec une large distribution de hauteurs
de barriere. Pour une hauteur de barriere fixe, une étude a été réalisée par
Zwanzig [57], et le résultat peut étre utilisé pour convertir le spectre de taux
de relaxation p(\) en un spectre de barriere énergétique p(e), en supposant que
le potentiel est harmonique. Nous avons utilisé le modele de Zwanzig [57]
qui relie le coefficient de diffusion D, d'une particule dans un potentiel lisse
a la constante de diffusion D dans un potentiel rugueux avec une hauteur de
barrieres AE.

D = Dyexp(—(AE/kpT)?) (IV.90)

qui se traduit donc pour un potentiel harmonique par
A = N exp(—(AE/kpT)?) (IV.91)

pour la constante de relaxation. Cette relation peut étre utilisée pour convertir
une distribution de taux de relaxation p(\) en une distribution de hauteurs de

barriere,
_AE
kT

la distribution des barrieres d’énergie correspondant a la fonction de relaxation

€

(IV.92)

ML est la suivante [58]

2esin(ma)
7 (e + v + 2 cos(mar))

Pui(e) = (IV.93)

L'interprétation physique du potential rugueux sera donnée d’une maniere
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FIGURE IV.3. Spectre de barriere d’énergie pour différentes valeurs

de a.

plus détaillée dans le prochain chapitre 5]






Chapitre 5

Dynamique d’une protéine intrinséquement désordonnée

Cette partie présente une analyse des spectres quasiélastiques de neutrons
(QENS) provenant de la protéine basique de la myeline (MBP) dans deux sol-
vants, D,O et en D,O avec 30% de Trifluoroéthanol (TFE) deutéré, et a trois
températures, 283 K, 303 K et 323 K. L'objectif de la présente étude est de voir
I'effet du TFE sur le repliement global et la dynamique de cette protéine intrin-
sequement désordonnée afin d’évaluer I'impact de la formation d’éléments de
structure secondaire sur la dynamique interne [59]. Comme indiqué ci-dessus,
la MBP est un composant principal de la gaine de myeline dans le systeme
nerveux, en D,O la molécule est intrinsequement désordonnée et en D,O +
30% TFE partiellement repliée. En plus aux expériences de diffusion de neu-
trons, des expériences complémentaires ont été réalisées comme la diffusion
dynamique de la lumiere (DLS) et la spectroscopie de dichroisme circulaire
utilisant le rayonnement synchrotron (SRCD) afin d’estimer, respectivement,
le coefficient de diffusion global de la MBP et le contenu en structure secon-

daire de la molécule pour les deux solvants en fonction de la température.

1. Diffusion dynamique de la lumieére

La diffusion dynamique de la lumiere est également connue sous le nom
de spectroscopie de corrélation de photons. Cette technique est 'une des mé-
thodes les plus utilisées pour déterminer la taille des particules. Dans notre

étude, des expériences de diffusion dynamique de la lumiére (DLS) avec la
53
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protéine basique de la myéline (MBP) ont été réalisées pour obtenir des estima-
tions fiables du coefficient de diffusion translationnelle de la MBP. Les spectres
DLS ont été enregistrés pour une gamme de température de 283 K a 323 K et
une concentration de protéines de 4 mg/ml pour D,O pur et de 7 mg/ml pour
D,O+ 30% TFE. Les spectres DLS ont été réalisés sur un instrument Zetasi-
zer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, Royaume-Uni) et les fonctions
d’autocorrélation ont été analysées par l'algorithme CONTIN [60]. Les expé-
riences DLS sont sensibles a la coagulation de la MBP et les concentrations
choisies refletent un compromis entre une concentration suffisante pour de
bonnes statistiques de comptage et 'augmentation générale de la coagulation

avec la concentration.
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FIGURE V.1. Coefficients de diffusion (partie gauche) et viscosités (partie

droite) obtenus par DLS de la MPB dans les deux solvants et a différentes

températures.

2. Dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire est une technique analytique essentielle et rapide
en biologie structurale pour déterminer le contenu de la structure secondaire

des protéines, des polypeptides et des structures peptidiques. Les spectres de



3. MODELE UTILISE POUR L’ANALYSE DE DONNEES QENS DE LA MBP 55
dichroisme circulaire par rayonnement synchrotron (SRCD) ont été enregis-
trés pour estimer la structure secondaire de la protéine basique de la myé-
line (MBP). Les mesures ont été effectuées sur la ligne de faisceau DISCO de
la source nationale francaise de rayonnement synchrotron SOLEIL a Gif-sur-
Yvette, en sélectionnant la région spectrale de I'UV lointain (150 — 261 nm).
Pour la MBP dans le solvant D;,O, nous avons utilisé une cuvette avec une
longueur optique de 0.0012 cm et une concentration de 44 mg/mL et pour la
MBP dans le solvant D;O contenant 30% de TFE deutéré, nous avons utilisé
une cuvette avec une longueur optique de 0.002 cm et une concentration de
20 mg/mL. Pour I’analyse des spectres SRCD, nous avons utilisé BestSel [61]
pour estimer le contenu de la structure secondaire de la MBP dans les deux

solvants et a différentes températures.

3. Modele utilisé pour 1’analyse de données QENS de la MBP

L’analyse des spectres QENS des protéines intrinséquement désordonnées
présente la difficulté de déterminer la dynamique globale et la dynamique
interne. Formellement, la trajectoire pour la diffusion d’une macromolécule
flexible est définie comme une accumulation de déplacements infinitésimaux
de corps rigides reliant par superposition optimale des images successives
dans une trajectoire de la dynamique moléculaire. Les calculs et les applica-
tions dans la référence [62] suggerent que les mouvements segmentaires in-
ternes contribuent essentiellement a une diffusion rotationnelle effective et
une observation similaire a été faite récemment [63]. Pour les considérations
suivantes, nous faisons maintenant ’hypothese que la fonction intermédiaire

de diffusion peut étre factorisée sous la forme

FH(q,t) ~ e PCHED (g.1), (V.94)

int
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FIGURE V.2. Spectres SRCD pour la MBP dans le solvant DO (partie
gauche) et le solvant DoO+ 30% TFE (partie droite), et la valeur mini-
male pour les deux solvants & A=205 nm en fonction de la température

(panneau en bas).

ou D est considéré comme un coefficient de diffusion translationnel effectif. On
suppose alors que la diffusion de la molécule entiere n’est pas corrélée avec sa
dynamique interne. La fonction intermédiaire de diffusion pour la dynamique

interne de la MBP a la forme générique suivante

Fi(q,t) = EISF(q) + (1 — EISF(q))™) (g, 1). (V.95)
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4. Facteur de structure dynamique total

En utilisant la forme générale de la fonction intermédiaire de diffusion to-

tale, nous écrivons la version symétrique sous la forme suivante
FOt) = e "(EISF 4+ (1 — EISF)pane(Jt])) (V.96)

en omettant la dépendance q dans les formules, et en définissant
€ := Dq¢°. (V.97)

Le facteur de structure dynamique peut alors étre exprimé en terme de trans-

formée de Laplace de la fonction intermédiaire de diffusion,
1 ~ ,
SH(w) = =R {F(+)(2w + e)} : (V.98)
7r

ce qui meéne a

S (w) = EISF ! + (1= EISF) 3 (|lw)), (V.99)

T w? + €2

ol gEI(\Z)L(w) est la transformée de Fourier de la fonction de relaxation [12],

951(\51)L(W) _ € (w? + 62)a/2 + wsin(a arg(e + t|w|)) + € cos(a arg(e + i|w|)) ‘
(W2 + €2) (((w2 + )%+ 1) (w? + €2) "2 + 2 cos(avarg(e + Z|w|)))
(V.100)

Il convient de noter que la fonction lorentzienne pondérée par 1'EISF dans

l’équation Eq. tend vers une distribution de Dirac dans la limite ¢ — 0.

5. Résultats de I’analyse de données QENS de 1a MBP

Les résultats ont été obtenus en ajustant le modele (V.94) aux fonctions in-
termédiaires de diffusion expérimentales déconvoluées en fonction de la réso-

lution. Pour faire apparaitre explicitement les parametres et les fonctions du
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FIGURE V.3. Spectre de Fourier pour différentes valeurs de a.
modele, nous écrivons
FH)(q,t) = e PP (EISF(q) + (1 — EISF(q))Eq (— (t/7)%)), t>0, (V.101)

ou D est un coefficient de diffusion, o = «a(q) définit la forme de la fonction
de relaxation, 7 = 7(¢) définit ’échelle de temps de la fonction de relaxation
et E1SF(q) détermines l'intensité élastique. Il est possible d’ajuster les quatre
parametres en méme temps, mais ¢a conduit a des ajustements avec des barres
d’erreur importantes, en particulier pour le coefficient de diffusion D. C’est
pour cette raison que nous avons décidé de réaliser des expériences de la dif-
fusion dynamique de la lumiére (DLS) pour obtenir le coefficient de diffusion
et 'injecter dans nos ajustements, et a titre de comparaison, on a également fait
un ajustement a quatre parametres avec les coefficients de diffusion moyennés
en ¢, Daens(q), provenant de l'ajustement & quatre parametres des spectres
QENS. Les deux ajustements (trois et quatre parametres) donnent des valeurs

trés similaires pour les trois parametres.
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Temp [K] | Dpis o,0) [A%/ns] | Daens 0,0y [A%/ns] | Dpis rery [A?/ns] | Dagns (rery [A%/ns]
283 3.31 +£0.053 6.04 + 0.46 2.05 £ 0.049 5.59 £0.73
293 5.72 £ 0.057 / 3.17 £ 0.145 /
303 7.49 + 0.090 6.15 + 0.80 442 +0.19 591 +0.70
313 9.85 + 0.049 / 6,32 + 0.292 /
323 0.31 £0.013 6.43 + 0.83 8.15+0.19 6.29 £+ 0.36
11.94 (extrapol.)

TABLE 1. Les coefficients de diffusion obtenus par DLS et QENS pour

le MBP dans les deux solvants et a différentes températures.

Le tableau [1| présente les deux coefficients de diffusion et les barres d’er-

reur de Dqgens(q) et Dpis. La tres faible valeur de Dpis pour le solvant D,O a
323 K indique la coagulation de la MBP et nous montrons également pour la
méme température la valeur extrapolée a partir de températures plus basses
pour une solution non coagulée. La figure montre les ajustements a trois
parametres de la fonction intermédiaire de diffusion déconvoluée et symétri-
sée F(*)(q,t). Tous les ajustements ont été effectués pour les deux solvants,
et les trois températures différentes, 283 K, 303 K et 323 K. Les points bleus
correspondent ici au D,O, les points oranges au D;O+30%TFE, et les lignes

continues correspondantes aux ajustements.

Commengons notre discussion par les résultats des constantes de diffusion
dans les deux solvants et pour les trois températures, qui ont été obtenus par

DLS. Nous rappelons que le MBP dans le solvant D,O coagule a 323 K et que
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FIGURE V.4. Partie gauche : Tracé d’Arrhenius du coefficient de
diffusion de la MBP dans le solvant DO (bleus) et le solvant
D>0O+30%TEFE (jaunes). Les lignes continues représentent les lois d”Ar-
rhenius ajustées correspondantes. Partie droite : Rayons hydrodyna-
miques effectifs de la MBP dans les deux solvants en fonction de la

température [59].

la constante de diffusion correspondante a été estimée par un ajustement li-
néaire a partir des températures inférieures (Fig (V.I)). Notons que les expé-
riences DLS ont été réalisées a des concentrations plus faibles que les expé-
riences QENS (4 mg/ml pour D,O et 7 mg/ml pour D,O + 30% TFE), qui
sont donc certainement affectées par la coagulation. Ce phénomene n’affecte
pas nos résultats concernant la dynamique interne sondée par le spectromeétre
IN16B puisque méme en fixant D = 0, c’est-a-dire en négligeant complétement
la diffusion globale dans les ajustements des parametres, les valeurs de ces
derniers ne sont que légerement modifiées. La partie gauche de la figure
montre un tracé d’Arrhenius des constantes de diffusion, ot pour le solvant
D,0 a 323 K, le point triangulaire extrapolé a été utilisé a la place du point
mesuré. Les points bleus se référent au solvant D,O et les points jaunes foncés

au solvant D,O + 30%TFE. Les lignes continues correspondantes indiquent les
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FIGURE V.5. Les fonctions intermédiaires de diffusion déconvoluées
F)(q,t) en comparant les deux solvants pour les valeurs minimales
et maximales de ¢. La couleur bleue correspond au DO et la couleur

jaune D2O+30%TEFE [59].

ajustements d"une loi d’Arrhenius [64,65]

D(T) = Dye 57, (V.102)
ou l'énergie d’activation est AG = 5.10kcal/mol pour le D;O and AG =
6.05 kcal/mol pour le D;O+30%TFE. Nous notons dans ce contexte que I’éner-
gie d’activation pour le solvant D,O est proche des valeurs qui ont été trou-
vées pour d’autres IDP [65] et correspond a I'énergie d’activation pour 1'auto-
diffusion dans l'eau liquide [66,67]. La partie droite de la figure [V.4 montre

une estimation du rayon hydrodynamique effectif, i, du MBP en fonction de
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la température et du solvant, en utilisant la relation de Stokes-Einstein

_ kgT
N 67T77Rh’

(V.103)

avec les coefficients de diffusion de la DLS et les valeurs expérimentales de la
viscosité dynamique qui sont présentées dans la partie droite de la figure
Les résultats montrent que le R), est essentiellement constant avec I’augmen-
tation de la température et entre 283 K et 303 K, il diminue méme pour la
MBP dans le D;O pur, un tel comportement a en fait été rapporté pour les
IDPs [68,169]. 11 faut noter qu’aucune transition de repliement n’est observée
avec 'augmentation de la température, ce qui est une caractéristique des pro-
téines globulaires repliées. Ce résultat est en accord avec le résultat obtenu
par la spectroscopie CD selon laquelle le contenu de la structure secondaire
est essentiellement constant sur toute la gamme de température, étant légere-
ment plus important pour le solvent qui est enrichi en TFE ce qui est montré
dans la figure On notant que le TFE est connu pour induire des hélices o
et on peut observer qu’a 283 K, mais cet effet disparait progressivement avec
I'augmentation de la température. L'effet du TFE consiste donc a déplacer des
feuillets 5 en hélices « et vice-versa, en gardant le contenu total de la structure

secondaire constant.

Passant maintenant a la discussions des parameétres d’ajustement concer-
nant la dynamique interne de la MBP, en comparant a nouveau les trois tem-
pératures différentes, 283 K, 303 K et 323 K, et les deux solvants D,O et
D;0+30%TFE qui sont montrés dans la figure Commengons par le pre-
mier parametre qui est le parametre d’échelle de temps 7 ot il varie considé-
rablement avec la température et g, la régle générale étant qu’il diminue avec
la température et q. Cela peut se comprendre puisque baisser la température

entraine un ralentissement de la dynamique et que des valeurs plus élevées
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FIGURE V.6. Contenu de la structure secondaire de la MBP dans
les deux solvants DO (symboles creux) et DoO+30%TFE (symboles
pleins) [59].

de ¢ indiquent des mouvements de plus en plus localisés et de plus en plus
rapides. Contrairement au parametre d’échelle 7, le parametre de forme de
la fonction de relaxation «, varie en revanche faiblement avec la température
et augmente avec ¢ jusqu’a des valeurs proches de 1, ce qui indique une re-
laxation proche de I’exponentielle pour les mouvements localisés. Le résultat
particuliérement intéressant est que la dynamique de relaxation du MBP dans
les deux solvants devient similaire avec I'augmentation de la température et

est presque identique a 323 K. Cette observation est cohérente avec le fait que
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les rayons hydrodynamiques ainsi que le contenu et la composition des hélices
a et des feuillets 5 sont comparables. On constate également que la coagula-
tion de la MBP, trouvée par DLS pour le D,O a 323 K et certainement présente
dans les échantillons QENS de plus forte concentration, n’a aucune d’influence
sur la dynamique interne de la protéine. En ce qui concerne le parameétre EISF,
nous observons qu’il est généralement proche de zéro pour la gamme q acces-
sible, sauf pour le solvant le D,O+30%TFE a 283 K et pour de petites valeurs
de ¢, ou la protéine est plus compacte, ce qui indique qu’a basse température,
le solvant D,O+30%TFE géne un peu plus les mouvements de grande ampli-
tude dus a une grande flexibilité interne, méme dans une structure compacte
par rapport au D,O. Nous notons dans ce contexte que les EISF ne sont pas
systématiquement faibles pour ce modéle et nous nous référons a des travaux
sur une analyse de données QENS a partir de poudres hydratées d’acétylcholi-
nestérase humaine [58|70] qui est une enzyme avec une structure bien définie.
Dans ce cas, I'EISF s’est avéré clairement non nul, comme on peut s’y attendre
pour une telle protéine qui est plus compacte et pour un tel échantillon, o1 les
mouvements globaux de la protéine sont empéchés. Pour compléter la discus-
sion sur les parametres d’ajustement, on montre dans la figure|V.8|les spectres
de taux de relaxation p(\) qui sont définis par I'équation ([V.84). Pour les deux
solvants et toutes les températures, nous observons que le pic du spectre de
taux de relaxation se déplace vers des valeurs plus élevées avec I'augmenta-
tion de ¢, et que sa largeur diminue. Ceci reflete le fait que le parameétre de
forme o s’approche de 1 avec 'augmentation de ¢, en notant que av = 1 cor-
respond a une relaxation exponentielle et a un spectre de taux de relaxation

parfaitement monodispersé de la forme p(\) = 6(A — 1/7).
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FIGURE V.7. De haut en bas, les parametres du modele 7, a, et EISF
pour le MBP a différentes températures en comparant les deux sol-

vants, D2O et DoO+30%TFE deutéré [59].

Nous pouvons maintenant donner une interprétation physique du para-
metre de forme «a, en nous référant au concept de paysages énergétiques pro-
téiques proposé par Frauenfelder et ses collaborateurs [46]. Dans ce contexte,

nous considérons la variable
X(t) = aq(t) — (aq(t))a, ou aq(t) = eiq'r“(t), (V.104)

oul r, désigne la position d'un atome “représentatif” et (...)q un moyenne
sur un ensemble classique, et nous supposons que la dynamique de x peut
étre modélisée comme un processus fractionnaire d’Ornstein-Uhlenbeck (fOU)

pour la partie réelle et imaginaire de y, qui sera détaillé dans ce chapitre. Ce
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FIGURE V.8. De haut en bas, spectres de taux de relaxation p(\) pour
T = 283K, T = 303K, and T" = 323K,, respectivement, et pour les deux
solvants DO (partie gauche) et D,O+30%TFE (partie droite) [59].

dernier peut étre interprété comme un processus de diffusion dans un poten-
tiel parabolique “rugueux” ou "paysage énergétique", qui tend a ramener a(t) a
sa valeur moyenne, (a). Comme x est une fonction complexe, les parties réelle
et imaginaire doivent étre considérées comme des variables indépendantes et

des modeles stochastiques peuvent étre utilisés pour I’évolution temporelle du
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vecteur réel a deux composantes

R{aq — (aq)a}t

S{aq — {aq)a}t

(V.105)

=
Il

en supposant que le (aq)a n'est pas strictement nul. En termes de variable
vectorielle x, la fonction intermédiaire de diffusion peut étre exprimée comme

suit
F(q,t) = [{aq)al” + (x"(0) - x(t))a (V.106)

La forme explicite de la fonction d’autocorrélation de x est la suivante

(x"(0) - x(t))a = / / Pxodx; X0 - XeP(X X0, 0)Peq(X0) (V.107)

Comme indiqué ci-dessus, nous avons choisi ici le processus fractionnaire
d’Ornstein-Uhlenbeck [71,72] qui décrit une diffusion anormale, non marko-

vienne, dans un potentiel de biais harmonique,
K
Vi) = 2 (K, > 0)

et tend a rétablir la configuration d’équilibre correspondant a (x) = 0. La
constante de force K, a la dimension d"une énergie et 1'équation fractionnaire

de Fokker-Planck

0 o 0
Op = 00" {n’(‘a)ﬁx A{xp} + D@a : ai} . (V.108)

Ici 0 < o < 1 et o0 * désigne une dérivée fractionnaire de 'ordre 1 — o par
rapport at. Ici, T]>(<a) désigne une constante de relaxation fractionnaire, avec une

dimension physique de 1/s°.

Dia) = n&a)kBT/Kx = 77>(<a)<’X|2>cl
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est un coefficient de diffusion fractionnaire. Pour 0 < o < 1, la dérivée frac-

tionnaire de Riemann-Liouville

d t , (t _ t/)afl

00 f(t) = 7)o dt Wf(t,)

représente les effets mémoire a long terme et la fonction d’autocorrélation nor-

malisée (ACF) de x a la forme d'une fonction de Mittag-Leffler (ML) étirée [55]

() = (x"(0) - x()a/(IXI)a = Ba(=1at"), 1o = nal), (V.109)

qui interpole entre une exponentielle étirée a court terme et une loi de puis-
sance inverse a long terme et converge vers une simple exponentielle (relaxa-

tion de Debye) pour o — 1.

La partie gauche de la figure|V.9|représente une rugosité du potentiel para-
bolique en fonction de R{x} et I{x}. Si la variable x diffusait dans un poten-
tiel parabolique lisse, alors sa fonction d’autocorrélation temporelle serait une
fonction exponentielle (x*(0)x(t)) o< exp(—t/7), et la diffusion dans le potentiel
rugueux conduit a des effets mémoire a long terme, qui sont décrits par une
fonction de relaxation ML, c’est-a-dire (x*(0)x(t)) «x Eq(—(t/7)*). Comme déja
discuté, on peut trouver une distribution des barrieres d’énergie dans le poten-
tiel parabolique "rugueux" en utilisant le modele de diffusion proposé par R.
Zwanzig [57] qui décrit la diffusion d’une particule dans un potentiel harmo-

nique rugueux avec une barriére d’énergie fixe, en introduisant I’hauteur de

AE

T et en utilisant la distribution des

barriere d’énergie sans dimension € =
barrieres énergétiques correspondant a la fonction de relaxation ML donnée
ci-dessus ce qui est montré dans la partie droite de la figure cette
figure montre que lim,_,; Pui(e) = d(¢€), c’est-a-dire qu’elle devient de plus en
plus la distribution des barrieres énergétiques pour un potentiel lisse avec une

hauteur de barriere nulle, alors que pour o — 0 la distribution Py (¢) devient
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trés large, incluant aussi des barriéres d"une hauteur presque infinie. Dans ce
contexte, les parametres d’ajustement présentés dans la figure [V.7] montrent
que les mouvements localisés sont caractérisés par un potentiel plus lisse que

les mouvements globaux (o augmente avec g).

FIGURE V.9. Partie gauche : Potentiel harmonique pour les parties

réelle et imaginaire de dx(q,t). Partie droite : Distribution de la bar-

riere énergétique P(e, o) obtenu par Eq. (IV.93) [59].

Pour conclure et résumé cette partie dont nous avons présenté une ana-
lyse des spectres de diffusion quasi-élastique de neutrons a haute résolution
de la MBP, cette étude montre que les modéles multi-échelles "minimalistes”
pour la dynamique de relaxation des protéines, combinés aux résultats de la
diffusion dynamique de la lumiere, donnent des indications significatives sur
la dynamique des protéines intrinséquement désordonnées et permettent en
particulier de détecter et d’interpréter les changements dans la dynamique de
relaxation en fonction du solvant, de la température et aussi de la résolution.
L’analyse QENS a montré qu’un solvant enrichi en trifluoroéthanol a 283 K
rend le paysage énergétique plus rugueux, ce qui entraine une dynamique de
relaxation plus lente avec un spectre de taux de relaxation plus dispersé, et

que cet effet disparait continuellement avec 'augmentation de la température.
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Suite a cette observation, les expériences complémentaires de diffusion dyna-
mique de la lumiere et les expériences SRCD montrent que le TFE réduit a
283 K le rayon d’hydratation de la MBP et augmente le contenu en hélices o
au détriment des feuillets 5 . Ces effets disparaissent avec I'augmentation de la
température, ot les rayons hydrodynamiques sont comparables et constants.
Indépendamment de I’ajout ou non de trifluoroéthanol au DO, il y a mainte-
nant une transition de dépliage avec I'augmentation de la température, qui se
manifesterait par une augmentation soudaine du rayon d’hydratation et qui

est typique des protéines repliées.



Chapitre 6

EISF mesuré et réel

1. Elimination de la diffusion élastique comme parametre du modele

Dans l'interprétation classique de la diffusion de neutrons, la diffusion
élastique par les protéines reflete les amplitudes de mouvement résultant de
leur dynamique interne et elle est observable si la diffusion globale des mo-
lécules entiéres est bloquée ou ne peut étre résolue par le spectrometre consi-
déré. En raison d’une résolution instrumentale limitée, I'amplitude de diffu-
sion élastique mesurée contient toujours des contaminations provenant de la
diffusion quasi-élastique de neutrons, dans ce contexte, un modele a été sup-
posé pour extraire la contrepartie corrigée de la résolution des spectres expé-
rimentaux correspondants. Nous avons décrit une méthode quasi-analytique,
en supposant que la fonction intermédiaire de diffusion relaxe avec la fonction
de Mittag-Leffler "étirée" vers 'amplitude élastique et que la fonction de
résolution instrumentale a une forme gaussienne. La fonction correspondante
peut étre intégrée dans une procédure d’ajustement et permet d’éliminer 1'in-
tensité élastique en tant que parametre d’ajustement. Un point important est
que la méthode peut étre utilisée pour les spectrometres pour lesquels 1'im-
pact de la diffusion globale est a la limite d’étre détectable, comme dans les
experiences QENS de la MBP décrites auparavant. Dans cette partie, nous al-
lons illustrer cette méthode pour 1’analyse de ces expériences, confirmant les

résultats discutés dans le chapitre précédent [59] ainsi que pour la myoglobine

71
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en solution. Notre choix était basé sur cette protéine car la myoglobine a a peu
pres le méme poids que la MBP, mais contrairement a cette derniere, il s’agit

d’une protéine globulaire avec une structure bien définie.

1.1. Diffusion Pseudo-élastique. On considere un facteur de structure dy-
namique mesuré, qui est toujours élargi en raison de la résolution instrumen-
tale finie. En définissant R(w) comme la fonction de résolution instrumentale
et en omettant pour simplifier la dépendance en ¢ des quantités pertinentes,
le facteur de structure dynamique mesuré est donné par la convolution en fré-

quence du facteur de structure dynamique réel et de la fonction de résolution,

Fw)=(R* F)(w) = /_+OO dw' R(w — ) F(W'). (VI.110)

o0

avec (IV.74) on obtient dans un premier temps

F(w) = F(00)R(w) + (F(0) — F(c0))(R % ¢) (w). (VL.111)
On définit maintenant 1'intensité élastique mesurée par 'intégrale

Fo(oo) = [ dw Fyp(w), (VL112)

—€

ot € > ( est défini de telle sorte que

+e€ ~
dw R(w) < 1, (VL.113)

et le facteur de structure statique total qui est mesuré par

F(0) = / ™ dw B (), (VL.114)
Ol [Wmin, Wmax| €st la gamme dynamique de l'instrument. Il découle donc de la
forme générique[VI.111|du facteur de structure dynamique mesuré et élargi a

la résolution que

Fon(00) & F(00) + (Fj(0) — F(00))E, (VI.115)
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ou £ est la contribution pseudo-élastique due a la résolution instrumentale fi-
nie,

e = [ dw (R d)(w). (VL116)

J —€

En supposant que cette contribution puisse étre calculée de maniere fiable sur
la base de modeles appropriés pour la fonction de relaxation et la résolution
instrumentale, I'intensité élastique "réelle" peut étre estimée comme suit

FM<OO> - £Fm(0)

F(oo) =~ ¢

(VL.117)

1.2. La contribution du modele pseudo-élastique. L'estimation de la va-
leur plateau d’une fonction a partir de données expérimentales avec un in-
tervalle de temps fini limité par un instrument est un peu délicate et il est
souhaitable d’avoir un controle de cohérence dans les données expérimentales
utilisées. Ceci peut étre réalisé si la contribution pseudo-élastique ¢, peut étre
efficacement corrigée pour la fonction de relaxation du modele donné, de telle
sorte que 1'estimation puisse étre intégrée dans la procédure d’ajuste-
ment. Dans ce contexte, nous avons supposé que la fonction de résolution est
bien représentée par une fonction gaussienne,

- 1 w2 5242
R(w) = e 2 «—— R(t)=e 2, (VI.118)

2ro

ol o est approximativement la largeur a mi-maximum (HWHM) de l'instru-
ment considéré. En travaillant avec des spectres de diffusion de neutrons sy-
métrisés et la fonction de relaxation modele ¢y (t), la contribution pseudo-

élastique devient alors une fonction des parametres «, 7, et o,

(T, a,0) = /+6 dw (R * gz;ML)(w), (VI.119)

sachant que
Fm(OO) B SML(Tv a, O)Fm(o)

1~ (7, 0) , (VI.120)

F(oo;7,0,0) &



74 6. EISF MESURE ET REEL
remplace le parametre d’ajustement F'(co). Pour une fonction gaussienne,

nous avons

+30 N
/ dw R(w) ~ 0.9978, (VL121)
—30

de sorte que € = 30 est un bon choix.

1.3. Calcul de &we. Afin d’obtenir une formule quasi-analytique pour la
contribution pseudo-élastique &y qui est définie dans 1'Eq. (VI.119), nous in-

troduisons
W(w) = © ( _ ’“”) W) = 28”;@),

€

(VL.122)

ol € > 0 est la fréquence de coupure. Avec le théoréme de Parseval et le théo-

reme de convolution de la transformée de Fourier,
(R * ) (w) <— R(t)dmr(t), (VL.123)

on écrit dans un premier temps

+oo - - - 1 +o00
i = /_ e W) (R x b)) = 5 /_ CdWORGAE).  (VI124)
On définit la fonction auxiliaire
H(t) = W(t)R(t)omw(t), (VL.125)

et en notant que toutes les fonctions sont paires en temps, donc

1 00
mL = — / dte " H(t) (VL.126)
7 Jo

s=0
La contribution pseudo-élastique &y peut donc étre écrite comme la trans-
formée de Laplace d'un produit de trois fonctions, évaluées a s = 0. Nous

utilisons maintenant que pour une paire de fonctions, f(t) et g(t),

/0 Tt (1)glt) = 217” 740 ds' f(s — )9(s"), (VL.127)
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ou C entoure toutes les singularités de 1'intégrale, et on peut utiliser cette for-

mule en deux étapes :

(1)
1(\/[RL)( % ds' o (s — ') R(s"), (VL.128)

@
b=~ [ a5 AR ) (V1129)

Une forme analytique est connue pour la transformée de Laplace de la fonction
de relaxation du modele &ML(S), pour la transformée de Laplace de la fenétre

temporelle de résolution du modéle,

R(s) = i\ﬁ e57erfe < % ) (VI.130)

et pour la transformée de Laplace de W (¢) on a

W (s) = 2 arccot (i) : (VI.131)

Notant qu'il est impossible de trouver une forme analytique des intégrales de

contour (VL.128) et (VI.129), mais une bonne approximation quasi-analytique

peut étre obtenue en remplacant R(s) and 1 (s) par des approximations de

Padé [73],

ooy LP(s/o)

R(S) ~ o Q(S/O'>’ (VIl32)
2oy Pls/e)
W(s) ~ Q(s/0)’ (VL.133)

ou P(.),Q(.), P'(.),Q'(.) sont des polyndmes. La méthode a été récemment uti-
lisée pour calculer une bonne approximation de la transformée de Fourier élar-
gie a la résolution ggl(\,[RL) (w) [70]. En introduisant des variables d’intégration a

échelle appropriée, les intégrales de contour (VI.128) et (VI.129) peuvent alors
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étre évaluées par le théoreme des résidus de 1’analyse complexe. On trouve

comme résultat

’

SN xAedi O (—x (w5 + Ag)) (V1.134)

j=1k=1

3

SV

3| =
X
Il

ou @ML(.) est la version sans échelle de la transformée de Laplace la fonction

de relaxation de ®yy (),

A 1
10} S — VI.1
() u(l+ u—a)’ ( 35)
avec x et \ sont les parametres d’échelle sans dimension
x=or and =S, (VI1.136)
o

et {u;} et {v)} sont les racines des polyndomes Q(u) et Q)'(v), respectivement.

Les coefficients

P .
¢j = () , (VL.137)
IV (Uj - Uk)
Pl
dj, = (o) (VL.138)

I i (Uk - Ul)
sont les résidus des expressions sans dimension P(u)/Q(u) et P'(v)/Q’(v), éva-
luées aux racines respectives des polyndomes du dénominateur. dénominateur.
On a donc Q(u;) = 0 et Q' (vx) = 0. L'expression finale pour &y est
donc la superposition linéaire de termes simples de la forme (VL.135). Le co-
dage de &y en tant que fonction compilée conduit a des temps d’exécution
suffisamment courts pour permettre 'intégration de cette fonction dans une

procédure d’ajustement.

Dérivation de l’expression  (VL134) Nous partons de l'‘équation
eq. (VL128) et introduisons l'expression (VI.132) pour l'approximation de
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Padé de la fenétre temporelle instrumentale de la transformée de Laplace. En

outre, nous utilisons que
QgML(S) = T(i)ML(ST) (VL.139)

pour obtenir dans un premier temps

o) = 5z 5l = O 5D

2w Jo o Q(S//U)
s'fau 217” e du TPy (7(s — au))gEZ;

ok o (x (2 - P

En écrivant Q(u) = 17", (u — uk) et en définissant les coefficients
P(uy)
L ks (Uj - uk)

C; =

A partir du théoreme des résidus de I’analyse complexe on a

IR b (x(2-w)). (V1.140)

Cette expression est maintenant insérée dans l'intégrale de contour (V1.129), et

des changements appropriés des variables d’intégration conduisent a

1 (1 , 1T E . s’ P'(s'[e)
fML:W{Qm-ygdS {U;XCJ@ (X <_U_Uj>>}@(5'/€)}
L L [Setcn-u ) 5]

Jj=1

e/o=Au/A=v 717 {217” fedv {i:)\)(cj(i) (x (= — u]))} S:EB } .

En écrivant Q' (v) = I}, (v - Uz) et en définissant les coefficients

dk _ P(Uk) ’

Hfiu;ék (Uk - ’Ul>
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nous obtenons a nouveau le résultat final a partir du théoreme des résidus

m m/

&L = — Z Z Axcjdk(f) (—x (u; + Avg)) , (VI.141)

j=1k=1

3

ouyxy=ocret=¢/o.

1.4. Test. Pour obtenir une image systématique de la contribution pseu-
doélastique en fonction de 7 et o, nous pouvons la calculer, selon 1'équa-
tionVI.134 pour a = k x 0.1, K = 0,...,10. Dans ce cas, nous avons défini
o comme étant la résolution (HWHM) du spectrometre IN16B o = 1.75 ueV
, et nous avons fixé ¢ = 30. Nous faisons alors varier y € [07min, 0Tmax), OU
Tmin = 0.1ps et Tmax = 10* ps (lignes continues). Pour comparer, nous avons
calculé &yp, par intégration numérique de gbl(v[RL) (w), en choisissant les mémes va-
leurs pour «, 0, et € et en fixant T aux valeurs discretes 7 = 10/ ps, j = —1,...,4
(les points). On peut définir les matrices £,y = (& [j, k]) et €5 = (€55, k),

ol “i.n.” signifie “intégration numérique”, nous trouvons que
(in.) _ -6
[€me” — &l =345 x 1077,

oll ||...|| est définie comme la valeur singuliere maximale de la matrice. Les
résultats des calculs sont présentés dans la figure On observe que pour
les "bonnes résolutions", oit o7 < 1, les contributions pseudoélastiques aug-
mentent avec la diminution de ¢, et que l'inverse est vrai pour les "mauvaises
résolutions”, ou o7 > 1. Tous les calculs ont été effectués avec des approxi-
mations de Padé d’ordre m = 8 pour les polyndmes du dénominateur () (u)
et ()'(u) et d’ordre n = 8 pour les polyndmes du numérateur correspondants,
P(u) et P'(u), en choisissant s = 1 comme point de référence. En utilisant I’ap-

proximation de Padé pour la fonction de résolution par le biais de

o= ()
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Pseudo-elastic contribution

— a=0. — a=0.8
a=0.1 — a=0.9
a=0.2 — a=1.

— a=0.3

un
0.010 — a=0.4

0.100

ML

— a=0.5
0.001 a=0.6
a=0.7

0.001 0.010 0.100 1 10
X=0T

FIGURE VI.1. Contribution pseudo-élastique &, en fonction de

X = o7 and « [54].

on trouve que
| Rpade(w) — R(w)| < 107°

dans le domaine w concerné.

2. Résultats de I'analyse de données QENS de 1a MBP

Pour illustrer la contribution pseudo-élastique a la diffusion élastique, nous
considérons un exemple concret lié a notre premiere étude QENS qui est basée
sur la MBP en solution aqueuse [59]. Comme indiqué dans le chapitre précé-
dent, la constante de diffusion D, de la MBP a été mesurée séparément par
diffusion dynamique de la lumiere (DLS) et a ensuite été injectée dans I'ajuste-
ment, et les spectres QENS ont été ajustés directement avec le modéle (IV.56).
L’hypothese est ici que les mouvements globaux et internes ne sont pas cor-
rélés. Comme mentionné précédemment et dans la référence [59], les ajuste-
ments résultants pour FISF, o et 7 ne varient que trés peu si la constante
de diffusion est simplement négligée. Ceci est illustré dans la figure qui
montre un un tracé log-log du spectre de Fourier de la fonction de relaxation

du modele ajusté pour le MBP dans D,O pour 7' = 283 et ¢ = 1.2/A (ligne
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MBP, Q=1.2 A"
50 v
\\ — pu(w)
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FIGURE VI.2. Impact de la diffusion globale sur le spectre de

Fourier de la fonction de relaxation modele pour la MBP dans le

D,0aT =283Ketq=1.2/A[54].

bleue), ainsi que la contrepartie correspondante, élargie par diffusion, résul-
tant du facteur d’amortissement exp(—Dg?|t|) de la fonction intermédiaire de
diffusion (ligne jaune). Nous avons pris ici D = 3.3 A /ns obtenu par DLS. La

ligne verticale indique la résolution instrumentale (FWHM).

L'impact de la diffusion pseudoélastique sur les intensités élastiques obser-
vées est illustré dans la figure qui montre a nouveau le spectre de Fourier
de la fonction de relaxation du modele ajusté ¢y (w) pour les mémes para-
metres que dans la figure (ligne bleue), ainsi que la fonction de résolution
du modéle (ligne jaune), ot1 la résolution instrumentale (HWHM) correspond
a o = 0.0027 THz. La ligne rouge est le spectre élargi par la résolution gzgf\fL) (w),
et la zone en rouge clair est la contribution pseudoélastique correspondante,
qui est pour cet exemple &y, = 0.47 avec € = 3o. La différence entre le spectre

du modele et sa version élargie a la résolution doit également étre remarquée.



2. RESULTATS DE L’ANALYSE DE DONNEES QENS DE LA MBP 81

g=1.75ueV = 0.0027 THz, =115 ps, a=0.75

150 —— Model

Resolution function

- Convolution

50F

02005 002 -001 000 001 002 003
w (Thz)

FIGURE VI1.3. Fonction de relaxation du modele ¢y (w) (ligne

bleue), la fonction de résolution du modele (ligne jaune) et la

(R)

convolution ¢y} (w) (ligne rouge) pour la résolution du spectro-

metre IN16B a I'TLL [54].

Un résultat important de notre premiere étude [59] est que I’EISF ajusté est
nul. Cela peut s’expliquer par le fait que la MBP en solution est une molécule
trés flexible, de sorte que (exp(iq - R,)) ~ 0. Dans I'approximation gaussienne
[74,75] (¢ = |q|) de 'amplitude élastique, on peut écrire

EISF(q) 9<° L 3 e dlaf@ « (VL142)

jeH

otr (i) = ((R;—(R;))?) est la fluctuation de position quadratique moyenne de
I'atome (d’hydrogene) j. Pour des valeurs de ¢ plus petites, la décroissance de
I’EISF correspond aux grandes amplitudes de mouvement des atomes. En gar-
dant a l'esprit que '’EISF est une "quantité théorique", E1SF(q) = Finc(q, 00),
qui ne peut étre déterminée qu’en supposant un modele, nous pouvons main-
tenant vérifier les ajustements du modeéle a trois parametres avec un

ajustement a deux parametres, ot I'EISF est éliminé conformément a I'équa-

tion. (VI.114).
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Les résultats de la figure montrent que 7 et a ne changent que légere-
ment en comparant les ajustements a deux et trois parametres et, en particu-
lier, que la disparition de I'EISF a partir des ajustements a trois parametres
est confirmée. Cela signifie que l'intensité élastique mesurée (points verts)
est entierement due a la "contribution pseudoélastique” définie par 1'équa-
tion. (VI.134). Pour son calcul, nous avons utilisé les approximations de Padé
décrit dans la section 1.4 Nous notons ici que I’estimation standard des barres
d’erreurs de parametres pour les ajustements a trois parametres (points jaunes)
conduit a des barres d’erreur qui sont parfois a peine visibles sur les graphes
et ne peuvent pas étre réalisées pour les ajustements a deux parameétres. La rai-
son en est purement technique, a savoir que dans ce cas, le "paramétre” EISF
est une fonction compilée qui est transmise comme argument a 1’ajustement

du logiciel Mathematica [76].

3. Résultats de I’analyse de données QENS de la myoglobine

Pour montrer que le modele ne conduit pas systématiquement a des
EISFs proche de zéro pour les protéines en solution, nous avons analysé les
données QENS de 'apo-myoglobine a 7' = 284 K dans le solvant D,O (pD =
6), qui ont été collectées sur le spectrometre IN5 a I'Institut Laue-Langevin a
Grenoble, avec une résolution (FWHM) de 11.6 ueV [43]. Contrairement a la
MBP, la myoglobine est une protéine globulaire pliée de maniére compacte,
d’un poids a peu pres identique, mais avec une structure tridimensionnelle
bien définie contenant huit hélices o en tant qu’éléments de structure secon-

daire.

La figure la partie en bas, montre que 1’EISF est ici clairement non

nul et que les ajustements a trois et deux parametres donnent a nouveau des
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FIGURE VI.4. Les parametres d’ajustement 7, o et EISF, pour la
MBP en solution. Les points bleus correspondent a un ajustement a
deux parametres, ot EISF = EISF(r,a,0) selon I'équation (VI.120)
et les points jaunes a un ajustement a trois parametres. En ce qui

concerne 1'EISF, les points verts correspondent a l'intensité élastique

mesurée F,,(c0) = F,(q, 00) définie dans I'équation (VI.112)) [54].

résultats similaires. Le fait que les mouvements atomiques dans une protéine
globulaire, repliée d"'une maniere compacte, soient plus génés que dans une
protéine intrinsequement désordonnée de type polymere comme la MBP se
reflete donc clairement dans les EISF correspondantes, et il convient de noter
que cet effet est beaucoup plus prononcé pour les intensités élastiques corri-
gées en fonction de la résolution que pour les intensités élastiques mesurées.
Il convient également de noter que 1’échelle de temps caractéristique 7, et le

parametre de forme «, sont systématiquement plus petits pour la myoglobine,
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FIGURE VL.5. Les parametres d’ajustement 7, o et EISF, pour la

myoglobine en solution [54].

ce qui reflete une dynamique plus génées des atomes dans cette protéine pliée

de maniére plus compacte.

La figure[VIL.6|montre qu’ici, comme pour le MBP, la diffusion globale peut
étre négligée pour 1’analyse des spectres QENS. Nous insérons ici un coeffi-
cient de diffusion global de D = 10.1 A’ /ns, qui est la moyenne des valeurs
rapportées dans les références [77] et [78] respectivement. Nous notons dans
ce contexte qu'une valeur un peu plus faible de D ~ 8 A /ns est obtenue par

une estimation trés approximative a partir de la relation de Stokes-Einstein,

_ kT . . . o .
D = Grom,, €N servant ici un rayon hydrodynamique de R, = 2nm qui
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FIGURE VI.6. Impact de la diffusion globale sur le facteur de
structure dynamique du modele a ¢ = 0.7/A pour la myoglobine
en solution [54]. Les légendes sont les mémes que dans la fi-

gure.|V1.2

est calculé a partir de la structure PDB "IBVC” pour une molécule de I'apo-
myoglobine et pour 7 la viscosité de 1'eau a 284 K (n = 1.306 mPas) [79]. Dans

ce contexte, 'impact de la diffusion globale peut étre négligé.

3.1. Correction de la résolution de (G?). L'approximation gaussienne
de I'EISF est également connue sous le nom de facteur de Debye-
Waller et a été utilisée pendant des décennies pour analyser les "balayages
élastiques” de la diffusion incohérente de neutrons a partir des protéines en
poudres D,O-hydratées dans la faible gamme de ¢, afin de déduire de ces don-
nées les fluctuations moyennes de la position quadratique des atomes d’hydro-
gene dans la protéine. Nous citons quelques références sur ce sujet [52,80], qui
pourraient étre considérées comme "historiques" dans ce contexte. Il découle

des équations (VI.117) et Eq. (VI.142) que la "vraie" variation de position qua-

dratique moyenne corrigée en fonction de la résolution, moyennée sur tous les
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FIGURE VI.7. Facteur de correction pour convertir les fluctua-
tions de position quadratique moyenne mesurées en fluctuations

corrigées de la résolution [54].

atomes, est donnée par la formule suivante

v 3 (E1SEa(e) — €(9)
@) = -1 g< ) > (V1.143)

Nous supposons ici un échantillon isotrope et indiquons explicitement la dé-

pendance de toutes les quantités impliquées a ¢ = |q|. En écrivant EISF,,(q) =

exp(—q*(0?), /3) et en développant I'expression (VI.143) en une série de puis-

sances en £(q), nous obtenons

@~ @, + Y n32 (egq%% - 1) " D, S E(q)r, (VI144)
n=1 q n=0

ol la série géométrique peut étre additionnée pour donner

A9 q:)JO mm
(8%) '~ s 0% (V1.145)

La figure montre le facteur de correction 1/(1 — &) qui doit étre appliqué
pour obtenir les "vraies" fluctuations de position quadratique moyenne corri-
gées de la résolution a partir des fluctuations mesurées. A premiere vue, les
facteurs de correction sont importants pour les "mauvaises résolutions" et la

relaxation proche de I'exponentielle peuvent surprendre, mais ils peuvent étre
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compris en notant que dans ce cas, un balayage élastique contient pratique-

ment tout I'integral sur la ligne quasi-élastique.

Dans cette étude, nous avons présenté une méthode quasi-analytique pour
calculer la contribution pseudo-élastique de la diffusion quasi-élastique a I’am-
plitude de diffusion élastique des neutrons, ce qui permet d’estimer la véri-
table amplitude de diffusion élastique pour le modele de relaxation de Mittag-
Leffler. Grace a 1'efficacité de calcul de cette méthode qui est basée sur les ap-
proximations de Padé, la véritable amplitude de diffusion élastique peut étre
éliminée dans le modele en utilisant l'intensité élastique mesurée et les
deux parametres « et 7 de la fonction de relaxation ML ainsi que la résolu-
tion de l'instrument 0. Nous avons appliqué la méthode pour confirmer les
résultats de notre premiere étude [59] qui a révélé en particulier un EISF nul.
Pour montrer que notre modéle ne conduit pas systématiquement a des EISFs
proches de zéro pour les protéines en solution, nous avons réalisé une étude
comparative pour la myoglobine en solution qui a a peu pres le méme poids
que la MBP, mais contrairement a cette derniere, il s’agit d"une protéine glo-
bulaire avec une structure bien définie. Comme on pouvait s’y attendre, nous
trouvons ici un EISF clairement non nul, ce qui montre que les mouvements
atomiques sont plus génés dans une protéine repliée de maniere compacte.
Un résultat important dans ce contexte est que 1’EISF corrigé par la résolution

montre ce résultat beaucoup plus clairement que celui mesuré.






Chapitre 7

Dynamique d’une enzyme en solution

La compréhension de la dynamique fonctionnelle des enzymes est une
question fondamentale en biophysique moléculaire, en biologie et en biochi-
mie. La phosphoglycérate kinase (PGK) est un exemple pour lequel la relation
dynamique-fonction a été étudiée de maniere intensive a 1’aide de diverses
méthodes, notamment la RMN structurale, la cristallographie aux rayons X, la
diffusion quasi-élastique des neutrons (QENS), la spectroscopie d’écho de spin
des neutrons (NSE) et la simulation de dynamique moléculaire (MD) [81-90].
L’idée est de présenter une analyse des spectres QENS a haute résolution de
la phosphoglycérate kinase qui permette d’élucider 1’activité enzymatique sur
la dynamique de la protéine. Plusieurs études ont été réalisées dans le but
de mieux comprendre le role des mouvements inter-domaines dans la fonc-
tion de I'enzyme [84,86,87,89]. Une méthode puissante résolue dans l'espace
et dans le temps a été utilisée qui est la spectroscopie d’écho de spin de neu-
trons (NSE) [87] en combinaison avec la diffusion de neutrons aux petits angles
(SANS) et I’analyse en mode normaux, et dans la [89] en combinaison avec
la simulation MD. La spectroscopie d’écho de spin (NSE) sonde les mouve-
ments lents et la diffusion globale des protéines sur une échelle de temps de
0.1-100 ns et sur une échelle de longueur de l'ordre du nm. Les résultats des
études NSE suggerent que les mouvements de la charniére des deux domaines
de la PGK permettent son activité et que la présence des substrats rigidifie la

molécule et accélere sa dynamique interne. Et la présente étude vise a étendre

89
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et a consolider les travaux susmentionnés par une analyse de données QENS
du spectrometre a haute résolution IN16B de I'Institut Laue-Langevin de Gre-
noble [40]. L'instrument sonde 1’échelle de temps ns s’il est utilisé en mode
BATS et comble 1'écart entre les expériences QENS avec des spectromeétres de

temps de vol et la spectroscopie NSE.

1. Modele utilisé pour I’analyse de données QENS de la PGK

L’analyse de données QENS a été effectuée dans le domaine du temps, en
utilisant un modele stochastique pour la fonction intermédiaire de diffusion
classique et en supposant que I’approximation semi-classique de Schofield [59]
est valable. Pour le modele utilisé, nous avons supposé qu’il existe un atome
d’hydrogene représentatif "a" dont la dynamique tient compte a la fois de la
dynamique de relaxation des atomes d’hydrogene individuels et de leur hété-
rogénéité de mouvement. Dans 1’approximation semi-classique de Schofield,

nous avons alors

F(q,t) ~ <e—iq*a<o>eiq*a<t>> , (VIL.146)

cl

ou (...), représente une moyenne d’ensemble classique. Nous supposons en
outre que les domaines de PGK peuvent étre traités comme équivalents et que
les mouvements de l'atome diffuseur ne sont pas corrélés avec les mouve-

ments du domaine auquel il est attaché. En écrivant
X, = Rq + Tq, (VIL.147)

ou R, indique le centre du domaine et r, est la position de I'atome diffuseur

“représentatif” par rapport a ce point de référence (voir la figure Fig.|VIL.1), on
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FIGURE VII.1. La molécule PGK (code PDB 3PGK) avec un rayon
de sphére Ry = 30.5A qui est utilisé pour la relation de Stokes-
Einstein (VILI58) [91]. Ici Rcwm est le centre de masse de la molécule

entieére et R, et r, sont définis dans le texte.
définit ici et les deux variables dynamiques correspondantes

E(t) = Aq(t) — (Aq(t))a, ol Ag(t) = ¥ Rel0)] (VIL.148)

X(t) = aq(t) — (aq(t))a, ol aq(t) = ™™, (VIL.149)

Sil’on suppose que les mouvements des domaines entiers ne sont pas corrélés
avec les mouvements intra-domaines la fonction intermédiaire de diffusion
moyennée sur l'orientation de la PGK en solution peut alors étre factorisée

comme suit

F 0 ~ flg,t)gla. ) (¢=]al), (VIL150)

f(q,t) = (agaq(t))a et g(q,t) = (A5Aq(t))a. (VIL.151)

Les deux variables £(t) et x(t) doivent étre considérés comme des variables

stochastiques complexes, dépendant des vecteurs de position respectifs et de
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q. On exige que (A4) # 0bien que cette variable décrive un mouvement global.
Concernant la dynamique intra-domaine, on a utilisé le méme modéle que
pour la dynamique interne utilisé dans notre premiere étude qui concerne la
protéine basique de la myeline [59] oi1 on a supposé que la dynamique de x
peut étre modélisée comme un processus d’Ornstein-Uhlenbeck fractionnaire

(fOU) [71,72],
f(q.t) = EISF(q) + (1 — EISF(q))Ea (—(|t|/7)%) (VIL152)
ou EISF(q), T = 71(q), et « = a(q) sont des ajustements qui dépendent de ¢.

Passant maintenant aux mouvements inter-domaines dans la PGK ot on
a utilisé un modele raffiné comparé a celui que nous avons utilisé dans notre

étude de la protéine basique de la myéline [59]. On définit

( R{Aq — (Aq)a} ) ’ (VIL.153)
S{Aq — (Aq)a}

§

On considere au début que la probabilité conditionnelle, P(§, t|£,, 0) pour une
transition §, — & dans le temps ¢ décrit un processus d’Ornstein-Uhlenbeck

(OU) [92], c’est-a-dire la diffusion dans un potentiel harmonique,

0 aP}

T (VIL.154)

P — {m;‘g {€P}+ D

ici D est un coefficient de diffusion et 7, est une constante de relaxation. Le
point essentiel est que la fonction d’autocorrélation de £ décroit de fagon ex-

ponentielle,

(€7(0) - €)Y = (1€O))ae™™",  ne = ne(q). (VIL.155)

puisque (A4) ~ 0 pour une particule qui diffuse librement, et on peut écrire

g(q,t) = e D@ (VIL156)
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FIGURE VII.2. Potentiel harmonique lisse (partie gauche) et son équi-
valent rugueux (partie droite) [91].

oll le parametre d’ajustement D(q¢) a la dimension d'un coefficient de diffusion
(m?/s). Pour les petites valeurs de ¢, il résulte du développement cumulant de

la fonction intermédiaire de diffusion que

g(q,t) 120 @_é (Ra(t)=Ra(0))%)a t29° ,—Dog’t (VIL.157)

ou D est le coefficient de diffusion pour un domaine entier et donc pour la
molécule PGK entiére. Pour des valeurs de ¢ finies, g(q,t) décrit la diffusion de

molécules PGK entiéres qui est modulée par les mouvements inter-domaines.

2. Résultats de I’analyse de données QENS de la PGK

Nous commencons la discussion des résultats par la figure qui
montre un ajustement de la fonction intermédiaire de diffusion déconvoluée
par résolution [V.101]avec quatre parametres, 7(q), o(q), EISF(q), et D(q) pour
les valeurs minimales et maximales de q en absence et en présence de sub-
strats. La figure montre les parametres 7 et o en fonction de ¢ en pré-

sence et en 1’absence des substrats : 7 et a sont systématiquement réduits en
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FIGURE VII.3. F(q,t) déconvoluées de la résolution instrumentale

pour la PGK en solution deutérée sans et en présence de substrats

(points bleus et jaunes, respectivement) et les ajustements correspon-

dants (ligne bleue et jaune, respectivement) [91].

présence des substrats, ce qui indique que la dynamique interne est accélérée
par l'activité enzymatique de la molécule et que la dynamique de relaxation
des domaines devient moins exponentielle. Nous remarquons que 7 et a en
présence et en absence des substrats suivent globalement la méme évolution
avec q. Le parametre d’échelle de temps 7 devient généralement plus petit avec
I"'augmentation de ¢, ce qui indique simplement que les mouvements localisés
sont plus rapides que les mouvements collectifs impliquant un grand nombre
d’atomes. Le parametre de forme o augmente plutot avec ¢ jusqu’a des valeurs
proches de 1, ce qui indique une relaxation de plus en plus exponentielle pour
des mouvements plus localisés. Cela est peut-étre dus a ce comportement qui
est au fait que moins de modes de relaxation contribuent aux mouvements lo-
calisés qu’aux mouvements de grande amplitude qui sont sondés a de petites
valeurs de q. Les EISFs ajustés ainsi que les contreparties mesurés qui sont ob-
tenus en intégrant I'intensité QENS mesurée sur la largeur de la fonction de

résolution sont présentés dans la figure (partie en bas). Nous constatons
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que I'EISF ajusté est globalement proche de zéro en présence et en absence de
ligand, sauf a ¢ = 1.3 A~! o1 I'EISF de PGK en absence de ligand et de sub-
strats est légérement supérieure a 1’EISF en leur présence. La corrélation de
cette observation avec la diminution de o en présence des substrats montre
que les domaines sont légérement rigidifiés, ce qui confirme a nouveau les ré-
sultats de la référence [87] qui ont été obtenus par la spectroscopie NSE. La
différence entre les intensités élastiques mesurées et ajustées a été observée
précédemment et peut étre attribuée aux contributions parasites de la diffu-
sion quasi-élastique a l'intensité élastique élargie par l'instrument [59]. A titre
de comparaison, nous montrons également les ajustements avec un modéle ré-
duit ot D(q) = 0 (carrés bleus et jaunes, respectivement). On peut clairement
voir que les résultats sont tres similaires, la différence étant les barres d’er-
reur, qui sont beaucoup plus grandes pour 1'ajustement a quatre parametres
et qui ne sont pas montrées ici. Cette observation est en accord avec les ré-
sultats de notre premiere étude pour la protéine basique de la myéline (MBP)
intrinsequement désordonnée [59] et nous présentons les ajustements a trois

parametres pour montrer que les ajustements de 7, o et EISF sont stables.

L'impact de la dynamique enzymatique sur le paysage énergétique intra-
domaine peut étre visualisé en comparant les profils des barrieres énergé-
tiques Pyy(e), décrivant sa "rugosité" [58,|59,|70] qui sont présentés dans la
tigure une différence importante entre les deux profils est observée pour
les valeurs de ¢ correspondant aux amplitudes d’ouverture de la région char-
niére et indiquent une distribution plus large des barrieres énergétiques en
présence de substrats. Pour mieux expliquer cette observation, on voit que le
parametre o pour la PGK avec et sans ligand s’approche de 1, mais celui de la

PGK avec le ligand reste encore un peu plus petit, et cette petite différence est
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FIGURE VII.4. Les parametres du modele 7, a et EISF pour la PGK.

N

Les triangles indiquent des ajustements a quatre parametres (sans
barres d’erreur) et les carrés des ajustements a trois parametres (avec

barres d’erreur) [91]].

suffisante pour rendre la distribution plus large. Sachant que la largeur de la
distribution P, dépend trés fortement d’alpha et augmente trés rapidement

lorsque alpha diminue. Il y a une grande différence entre a=1 et a=0.95 (voir

la figure [IV.3).

La figure [VIL6| montre le coefficient de diffusion de la PGK avec et sans
ligand. On observe que D(q) présente une modulation prononcée par rapport
a ses valeurs pour les petites et les grandes valeurs de ¢. Ces valeurs sont si-

milaires et proches de I'estimation du coefficient de diffusion d"une molécule
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p(€)

FIGURE VII.5. Spectre de la barriere d’énergie en absence (bleu) et en
présence (jaune) de substrats [91].

PGK entiere obtenue a partir de la loi de Stokes-Einstein

kT

_ ~51x1073A° /ps. VIL1
0= GruRn 5.1 x 10 /ps ( 58)

A partir de la structure PDB 3PGK, nous avons utilisé un rayon hydrodyna-
mique effectif de Ry = 30.5 A pour estimer le coefficient de diffusion. Le maxi-
mum de D(g) a environ ¢max = 1.2 /A correspond a 27 /Gmax = 5.2 A dans l'es-
pace réel, ce qui peut étre associé aux mouvements de la région charniere de
la PGK causés par son activité enzymatique et qui ont également été observés

en combinant la spectroscopie NSE et I’analyse des modes normaux [87].
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FIGURE VII.6. Le coefficient de diffusion ajusté D(q) [91].
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Dans cette étude, nous avons présenté une analyse des spectres de diffu-
sion quasi-élastique de neutrons a haute résolution de la PGK avec et sans
ligand pour une température de 7' = 283 K. Cette étude donne une image
cohérente de la dynamique fonctionnelle de la PGK qui confirme et complete
une étude antérieure par spectroscopie NSE [87]. Elle démontre en particu-
lier que la dynamique de relaxation fortement non exponentielle des protéines
doit étre prise en compte dans les modeles utilisés pour 1’analyse de données

expérimentales afin d’exploiter pleinement leur riche contenu en informations.



Chapitre 8

Conclusion

Le travail de thése concerne essentiellement 1’analyse des spectres QENS
provenant des protéines en solution qui ont été précédemment mesurées sur
deux spectrometres différents IN16B et IN5 a I'Institut Laue-Langevin, a Gre-
noble. L'objectif du travail présent était d’étudier la dynamique interne et glo-
bale des différentes protéines en solution, commengant par une protéine intrin-
sequement désordonnée (la protéine basique de la myeline) ensuite une pro-
téine qui a environ la méme taille que la MBP, mais qui est une protéine globu-
laire ayant une structure bien définie (Myoglobine), et enfin une enzyme qui
contient deux domaines globulaires (Phosphoglycérate kinase). Le but de ce
présent travail était de tester et développer des modeles “minimalistes” multi-

échelles pour comprendre la dynamique des protéines en solution.

Le manuscrit de la these est globalement structuré autour de septs cha-
pitres principaux. Commengant par la partie théorique de la diffusion de neu-
trons, qui comporte tous les aspects théoriques de la diffusion quasiélastique
de neutrons utilisés dans cette étude. Ensuite dans le deuxieme chapitre, les
systémes étudiés ont été présentés, ainsi que les spectromeétres utilisés. Le troi-
sieme chapitre était consacré a 1’analyse de données qui a été effectué dans le
domaine du temps. Les études effectuées dans cette thése et le modele utilisé
ont été détaillé dans le troisieme, quatriéme et cinquiéme chapitre, respective-

ment.

99
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La premiere étude était basée sur la dynamique de relaxation multi-échelles
dune protéine intrinséquement désordonnée dont la structure n’est pas ou
que partiellement connue. Les IDPs présentent de grandes similitudes avec
les polymeéres classiques. Parmi ces protéines intrinsequement désordonnées,
notre choix était basé sur la protéine basique de la myéline (MBP) qui est un
composant essentiel de la gaine de myéline qui se forme autour des axones
dans le cerveau humain. Alors que la MBP est bien repliée lorsqu’elle est en
contact avec les membranes de myéline chargées négativement, elle est en
grande partie désordonnée en solution. Ce travail a illustré le potentiel des mo-
deles “minimalistes” pour dévoiler les changements dynamiques d'une pro-
téine dus a une modification des conditions externes. Ces changements se pro-
duisent ici comme une conséquence de 1’ajout de 30% trifluoroéthanol (TFE) a
la solution de D,O. Le TFE est connu pour sa propriété d’induire la formation
de contenu hélicoidal o dans la région dépliée d'une protéine, et la question
était ici de savoir si la MBP se transformerait en une protéine pliée globulaire
en présence du TFE. Dans ce contexte, des mesures QENS ont été effectuées
sur le spectrometre IN16B de I'Institut Laue-Langevin a Grenoble en deux sol-
vants, D,O et en D,O avec 30% de Trifluoroéthanol (TFE) deutéré, et a trois
températures, 283 K, 303 K et 323 K et ont été analysées avec le modele gé-
nérique a trois parameétres et des expériences complémentaires de diffusion
dynamique de la lumiere et les expériences SRCD ont été réalisées pour esti-
mer respectivement le coefficient de diffusion global de la MBP et le contenu
en structure secondaire de la molécule pour les deux solvants en fonction de
la température. Nous avons clairement pu montrer que l'ajout de 30% de TFE
rigidifie légérement les molécules de la MBP, mais n’'induit pas de changement
profond dans la structure des molécules vers celle d'une protéine globulaire, et

que les modifications du comportement dynamique dues au TFE disparaissent
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rapidement avec 'augmentation de la température. Notre analyse a notam-
ment montré que EISF(¢q) ~ 0, ce qui est compatible avec la grande flexibi-
lité interne de cette protéine semblable a un polymeére, mais n’est compatible
avec aucun type de modele élastique pour la MBP en solution [93], et n’est
non plus compatible avec les spectres QENS des échantillons de poudre, qui
devraient géner non seulement les mouvements internes, mais aussi les mou-
vements globaux de la protéine entiére. Nous notons dans ce contexte que les
valeurs de EISF ne sont pas systématiquement petites pour ce modele et nous
nous référons a des travaux récents sur une analyse de données QENS a par-
tir de poudres hydratées d’acétylcholinestérase humaine [58] qui est une en-
zyme avec une structure bien définie. Ici, I'EISF s’est avéré clairement non nul,
comme on peut s’y attendre pour une telle protéine qui est plus compacte et
un tel échantillon, ou les mouvements globaux de la protéine sont empéchés.
Pour confirmer ce résultat, une nouvelle étude a été réalisée [54] afin de mettre
au point une procédure d’ajustement dans laquelle cette quantité est éliminée
en tant que parametre d’ajustement. L'idée était de remplacer 'intensité élas-
tique dans la procédure d’ajustement par une estimation qui utilise I'intensité
élastique mesurée comme entrée, ainsi que la contribution quasiélastique in-
désirable due a la résolution finie du spectrometre considéré qui est décrite par
les parametres « et 7. Nous avons en particulier comparé le modele a deux pa-
rametres au modele utilisé dans notre premiére étude (trois parametres) [59],
et les résultats confirment la disparition de I'EISF pour cette protéine (MBP).
Pour montrer que ce modele ne conduit pas systématiquement a la disparition
de I'EISF pour les protéines en solution, une analyse des données QENS de
la myoglobine a été réalisée, Les données QENS pour cette étude provenaient
du le spectrometre IN5 de I'Institut Laue-Langevin a Grenoble. Contrairement

a la MBP, la myoglobine est une protéine globulaire pliée de facon compacte
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mais de poids approximativement identique. Nous avons constaté que I'EISF
est clairement non nul pour la myoglobine, ce qui peut se comprendre puisque
dans une protéine globulaire compacte, les mouvements atomiques sont plus

génés que dans une protéine intrinséquement désordonnée comme la MBP.

La troisieme étude était basée sur une analyse des spectres de diffusion
quasi-élastique de neutrons a haute résolution de la Phosphoglycérate kinase
PGK qui élucide l'influence de l’activité enzymatique sur la dynamique de
la protéine. Comme notre premiere étude sur la protéine basique de la mye-
line [59], les spectres QENS de cette enzyme ont été collectés sur le spectro-
metre a haute résolution IN16B de I'Institut Laue-Langevin a Grenoble pour
une température 7' = 283 K en présence et en absence des substrats. La PGK
est une enzyme clé de la glycolyse et catalyse la conversion réversible du 1,3-
bisphosphoglycérate (1,3-BPG) en 3-phosphoglycérate (3PG) lors de la syn-
these de I’ATP a partir de ’ADP. L'enzyme est composée de deux domaines
structurellement homologues qui sont reliés par une région charniére bien
conservée. Les sites de liaison du substrat de la PGK se trouvent a 'interface
entre les domaines, et des mouvements inter-domaines de grande amplitude
sont nécessaires pour l'activité catalytique. l'idée était de voir l'influence de la
liaison de I’ATP sur la dynamique interne de la PGK vue par diffusion quasi-
élastique de neutrons. Nous constatons que la présence de substrats accélere la
dynamique de relaxation de la phosphoglycérate kinase et renforce ses carac-
téristiques non exponentielles. En utilisant une image de paysage énergétique
de la dynamique des protéines, cette observation peut étre traduite par une
distribution plus large des barriéres énergétiques et une rigidification globale

de la molécule. Cette étude montre en particulier que le modeéle "minimaliste”
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utilisé dans ce travail suffit a extraire 'information assez riche contenue des

données QENS et d’obtenir une interprétation physique des résultats.






Chapitre 9

Publications

Dans ce chapitre les trois publications sont citées.

1. Multiscale relaxation dynamics and diffusion of myelin basic protein in

solution studied by quasielastic neutron scattering

Cet article présente une analyse des spectres de diffusion quasi-élastique
de neutrons a haute résolution de la protéine basique de la myéline (MBP) en
solution, en comparant les spectres a trois températures différentes (283, 303 et
323 K) pour le solvant D,O pur et un mélange de D,O avec 30% de trifluoroé-
thanol (TFE) deutéré. Il a été publié dans le "Journal of Chemical Physics”.
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ABSTRACT

We report an analysis of high-resolution quasielastic neutron scattering spectra from Myelin Basic Protein (MBP) in solution, comparing
the spectra at three different temperatures (283, 303, and 323 K) for a pure D, O buffer and a mixture of D,O buffer with 30% of deuterated
trifluoroethanol (TFE). Accompanying experiments with dynamic light scattering and Circular Dichroism (CD) spectroscopy have been
performed to obtain, respectively, the global diffusion constant and the secondary structure content of the molecule for both buffers as
a function of temperature. Modeling the decay of the neutron intermediate scattering function by the Mittag-Leffler relaxation function,
(1) = E«(—(t/7)%) (0 < a < 1), we find that trifluoroethanol slows down the relaxation dynamics of the protein at 283 K and leads to a
broader relaxation rate spectrum. This effect vanishes with increasing temperature, and at 323 K, its relaxation dynamics is identical in both
solvents. These results are coherent with the data from dynamic light scattering, which show that the hydrodynamic radius of MBP in TFE-
enriched solutions does not depend on temperature and is only slightly smaller compared to the pure D,O buffer, except for 283 K, where it
is much reduced. In accordance with these observations, the CD spectra reveal that TFE induces essentially a partial transition from f-strands
to a-helices, but only a weak increase in the total secondary structure content, leaving about 50% of the protein unfolded. The results show
that MBP is for all temperatures and in both buffers an intrinsically disordered protein and that TFE essentially induces a reduction in its
hydrodynamic radius and its relaxation dynamics at low temperatures.

Published under an exclusive license by AIP Publishing. https://doi.org/10.1063/5.0077100

I. INTRODUCTION

Since the 1990s, the literature has seen a considerable increase
in studies targeting the so-called intrinsically disordered proteins
(IDPs), which have a well-defined function but not a well-defined
structure. * The discovery of IDPs marked a change of the long-
standing paradigm in structural biology that a protein structure is
a prerequisite for the protein function. A protein is usually consid-
ered intrinsically disordered if it contains at least one region of 40

consecutive amino acids that do not correspond to any particular
secondary structure (a-helix or S-strand). One of the prominent
members of the family of IDPs is Myelin Basic Protein (MBP), which
is the basic constituent of the myelin sheath of nerves and the second
most abundant protein in the central nervous system. The protein
plays an important role in understanding diseases of the human ner-
vous system, such as multiple sclerosis. In its predominant form,
MBP contains 170 residues and has a molecular weight of 18.5 kDa.
In aqueous solution, the protein is intrinsically disordered, and the

J. Chem. Phys. 156, 025102 (2022); doi: 10.1063/5.0077100
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present study focusses on the effect of trifluoroethanol (TFE)-water
mixtures on its global and internal dynamics. TFE is used since
many years as an agent, which is known to induce the formation
of a-helices in IDPs, but its action is still not completely under-
stood. The formation of secondary structure elements does, for
instance, not necessarily lead to a well-defined global native struc-
ture as for globular proteins.” The aim of the present quasielastic
neutron scattering (QENS) study is to shed some light on the action
of TFE on the global folding and the dynamics of MBP. Thermal
neutron scattering is a unique technique to study the structural
dynamics of condensed matter at the atomic scale, including soft
matter and biological molecules. The energy of thermal neutrons
matches by definition the thermal energies of atoms in condensed
matter systems, and its wavelength is compatible with typical inter-
atomic distances. High-resolution quasielastic neutron scattering
(QENS), with typical resolutions in the yeV range, corresponding to
a few nanoseconds, is, in particular, suitable to study the slow inter-
nal relaxation dynamics of complex macromolecular systems.””
We mention here that QENS is complementary to neutron spin-
echo spectroscopy, which probes macromolecular conformational
dynamics on much longer time scales of up to several hundred
nanoseconds and which has also been applied previously to study
the dynamics of MBP.”"’

The internal dynamics of proteins and complex molecular sys-
tems, in general, is characterized by a strongly non-exponential
relaxation of the relevant time correlation functions, which exhibit
an asymptotic power law decay. The power law decay reflects self-
similarity, i.e., forms invariance of the correlation functions under
a change of the time scale, which is also typical for glasses.'' " The
typical properties of internal protein dynamics described above must
be taken into account in the model for QENS from MBP, and the
challenge is that the dynamics of very slow relaxation modes over-
laps with elastic scattering’® and also with the diffusion of whole
molecules, which must be taken into account since MBP is studied
in solution. For this purpose, we extend a model for internal protein
dynamics, which has been recently used to analyze QENS data from
protein powder samples of human acetylcholinesterase.”"**

This paper is organized as follows: Sec. IT describes the experi-
mental details and is followed by a presentation of the model for the
intermediate scattering function, a discussion of the results, and a
conclusion, which are, respectively, presented in Secs. [11-V.

Il. EXPERIMENTS

A. QENS spectra
1. Sample preparation

Bovine Myelin Basic Protein (MBP) and all used chemicals
were bought from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). MBP pow-
der was dissolved in D,O (99.9 at. % D) and incubated for one
day to allow for exchange of liable protons. The MBP solution was
then again freeze dried. The QENS experiments have been per-
formed for D,O-exchanged MBP in solution, using for the latter
a D,0 buffer (20 mM Na;HPO4/NaH;PO4, pH 4.8) and a corre-
sponding D, O buffer with 30 vol. % per volume of deuterated 2,2,2-
trifluoroethanol-d3 (TFE). The protein concentration was 55 mg/ml.
The protein concentration was determined by optical absorption at
280 nm wavelength with an absorbance of Ejy = 5.89.%

ARTICLE scitation.orgl/journalljcp

2. Instrument

All QENS spectra have been collected on the IN16B spectrom-
eter operated by the Institut Laue-Langevin in Grenoble. IN16B is
a neutron backscattering spectrometer with a new “BATS mode”
(Backscattering And Time of flight Spectrometer) that consider-
ably extends the accessible energy transfer range.”*”” The data have
been collected for three different temperatures, 283, 303, and 323 K,
with an energy resolution of 3.5 yeV, an energy transfer range of
+150 eV, and a momentum transfer range of 0.8 A™' < g < 1.8 A~
in units of /. All samples and buffers were measured in annular alu-
minum sample holders with a gap thicknesses of 0.3 mm. The QENS
data of the samples were normalized by the vanadium reference, and
the data reduction was performed with the MANTID software.”®

B. Accompanying experiments

Accompanying experiments with dynamic light scattering
(DLS) and Synchrotron Radiation Circular Dichroism (SRCD) spec-
troscopy have been performed to estimate, respectively, the global
diffusion coefficient of MBP and its secondary structure content as
a function of temperature and buffer. The details are described in
the supplementary material, and we mention here only the respec-
tive protein concentrations that were used in the experiments since
they are important for the discussion of the results.

Concerning the DLS experiments, we used a protein concentra-
tion of 4 mg/ml for the pure D,O buffer and 7 mg/ml for the D,O
buffer with 30% TFE. We found that MBP coagulates T = 323 K in
the pure D,O buffer, which manifests itself in a drastic decrease in
the measured diffusion constant. Therefore, we replaced the latter
for subsequent data analysis by an estimate through linear extrapo-
lation from smaller temperatures (see the supplementary material).
The SRCD spectra were recorded with 44 mg/ml for the pure D,O
buffer and with 20 mg/ml for the D, O buffer with 30% TFE.

IIl. THEORY AND DATA ANALYSIS
A. Scattering functions

Thermal neutron scattering probes the differential scattering
cross section of the sample under consideration,

= = S(qw), 1
d0de k(@) )

where ko and k are the momenta of the incident and scattered neu-
trons, respectively, in units of 4 and S(q, w) is the dynamic structure
factor. The latter depends on the kinematical variables q and w,
which are, respectively, the momentum and energy transfer from
the neutron to the sample. It can be written as the time Fourier
transform of the intermediate scattering function,

1 +oo )
S(qw) = — f dte”™ F(q, 1), ()
271 J -0
which splits into a coherent and an incoherent part,

F(qt) = Foon(q,t) + Finc(qp 1), 3)
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containing, respectively, the information about the collective and
average single-atom dynamics of the scattering system,

1 * —ig-R;(0) iqR
]:coh(q) t) = szi,cohbj,coh<e qR,(O)eqR](t)), (4)
)

Fne(@t) = %Z%im(e_iq'm(())eiq'm(t))‘ (5)

Here, R;(t) denotes the position operator of atom i, {---) denotes
a quantum ensemble average, and b; o and bjjinc are the coherent
and incoherent scattering lengths of atom i, respectively.””” Being
the quantum time correlation function, the intermediate scattering
verifies the symmetry relation

F(q,t) = F(-q, -t + iph), (6)
which translates into the detailed balance relation
S(q,0) = S(—q, —w) ™/ 7)

for the dynamic structure factor.

Protein solutions are isotropic systems, and the total observed
dynamic structure factor may be expressed as an isotropic angular
average over all directions of q,

Smt(q,t):Smt(q,t):ﬁ ff $in(0)d0d¢ S (qn(6,6).1). ()

Here, n, = (sin 6 cos ¢, sin sin ¢, cos 0) is the unit vector pointing
into the direction of q and q = |q|. The QENS spectra of MBP were
then extracted according to

Sprotein(q, w) ] Stot(q» w) - (1 - Qb)Sbuffer(% w): (9)

using that the partial specific volume of the protein is v = 0.73 ml/g.
For a concentration of ¢ = 55 mg/ml, this leads to a volume frac-
tion for the protein of ¢ = cv = 0.040 15 (see Ref. 28). Since the
incoherent neutron scattering from hydrogen dominates by far
the coherent and incoherent scattering from all other atoms, the
dynamic structure factor for MBP may be approximated by

Sprotein (q) (U) ~ b?i,incSH,protein(q) (U), (10)

and we abbreviate in the following S(q, w) = St protein (¢, w), i.€.,

1 *eo —iw
S(gw) = %/;w dte”™ F(q,1), (11)
1 = s
F(g.t)=— 3 (efaR@eaR()), (12)
ieproteinH

The above definition shows that
400
f dwS(q, @) = 1 = F(g,0), (13)

and this normalization will be used in the following.

ARTICLE scitation.orgl/journalljcp

B. Symmetrization of the QENS spectra

For the further data analysis, we will be using the symmetrized
dynamic structure factor

e—[)‘hw/zs(q, w)
52 dw eFrel28(q, w)’

$ (g w) = (14)

which is an even function in w and which is normalized such that
+ oo
f dw S<+)(q,w) = F(+)(q,0) =1. (15)

The corresponding intermediate scattering function is a symmetric
function in time,

(g gy < E@:t+iBR)2)
N Y T 0o

and we note in this context that $™(g )~ S (qw) and
F(q,t) ~ F)(g,t) correspond to Schofield’s semiclassical
approximation,” where the superscript “(cl)” indicates the cor-
responding classical scattering function. With this reasoning
essentially, classical models can be used for the interpretation of
QENS spectra.

C. Resolution deconvolution

The experimental dynamic structure factor, denoted by an
index “m,” can be written as the convolution of the “ideal” dynamic
structure factor and the instrumental resolution plus a noise,

+ oo - .
Sf,f)(q,w) = [ dw'S(+)(q,w - w)R(g,0") + N(gw), (17)

where N(g,w) and R(q,w) represent the noise and the instru-
mental resolution, respectively, and are supposed to be symmetric

in w. In the context of this paper, R(g,w) = Ss:n)a dium (@ @) is the
symmetrized dynamic structure factor of a vanadium sample with
identical dimensions to the sample of interest, and the noise is
essentially unknown. Here, one uses the fact that vanadium can be
considered as an ideal isotropic and elastic scatterer. In the time

domain, Eq. (17) becomes

F$P(g.t) = F9(q.0)R(q.1) + N(q. 1), (18)

noting that the convolution term in w becomes a normal product.
The “ideal” resolution corrected intermediate scattering function is
therefore obtained through

@ o FPt) N(gb
FraD="2an " Rgn (49

The above equation shows that the limit of the instrumental decon-
volution by Fourier transform is set by the term N(q,t)/R(gt),
which becomes dominant for small values of the resolution window,
R(g,t). In practice, the threshold for R(g, t) is attained for
h

Imax ® ZA(IJ) (20)
where h is Planck’s constant and Aw is the instrumental energy
resolution. For the IN16B spectrometer, on which the QENS data
analyzed in this paper have been recorded, we have Aw = 3.5 peV,
corresponding to fmax » 600 ps. Figure 1 illustrates the spectral
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FIG. 1. Left panel: Symmetrized and normalized dynamic structure factor, Sﬁf) (g, w), of MBP in D,0 bufferat g = 1.06 A="and T = 283 K (blue line) with the corresponding
resolution function R(g, w) (dark yellow ling) obtained from a vanadium run. Right panel: Corresponding intermediate scattering function, F,S,”(q, t), in the time domain
(dark yellow dots) and resulting deconvoluted intermediate scattering function F*)(g,t) (green dots). The vertical dashed line indicates the accessible time domain

corresponding to the resolution of the instrument [Eq. (20)].

deconvolution for the QENS spectrum of MBP in D,O buffer for T
=283 K at q = 1.057/A. In the left panel, we show the symmetrized

and normalized dynamic structure factor S,(,:)(q,w) (blue line)
together with the corresponding spectrum of vanadium, R(g, w),
which defines the instrumental resolution (dark yellow line). Here,
individual data points cannot be resolved for the full accessible
w-range. The right panel displays the corresponding intermediate

scattering functions, FiP (g-t) (blue dots) and R(q, t) (dark yellow
dots), which have been obtained by discrete (Fast) Fourier trans-

form from equidistantly sampled arrays representing Sf,,+) (¢, w) and
R(g, ). The resolution-deconvoluted intermediate scattering func-
tion, F*) (g, t), is given by the green dots, and the dashed vertical line
indicates the threshold of tmax » 600 ps corresponding to the instru-
mental resolution. All displayed data points fulfilling ¢ < tnax have
been used for the fit of the model to be described in the following.

D. QENS model

1. Generic form of the intermediate scattering
function

The data analysis of the QENS spectra from intrinsically disor-
dered proteins presents the difficulty that the center-of-mass motion
and the motions relative to the center of mass are entangled. Here,
we use the simplest approximation of the intermediate scatter-
ing function that consists in neglecting this entanglement in the
functional form,

F (g 1) w e PTED (q,1), (1)

and considering D to be an apparent translational diffusion coeffi-
cient that also contains contributions from motions relative to the
center of mass. The intermediate scattering function for the internal
dynamics of MBP has the generic form
F (@1) = EISF(q) + (1= EISE(@)$ ) (4.0, (22)
int

where the symbol EISF(q) stands for the elastic incoherent structure
factor,

BISE(q) = . Y [(ea® [, (23)

ieH
and ¢ (q,t) describes the relaxation of F™*)(q,t) toward this

plateau value. Introducing the fluctuation of the Fourier trans-
formed density of atom i,

Opi(q,t) = €A™ — (%), (24)

the relaxation function ¢(g,t) can be explicitly expressed as a
normalized quantum time correlation function,

Yierr{0p] (9,0)5pi(g, 1)) )
t) = i ) (25)
#e1) (ZieH<5P?(q»0)5pi(q,0)>
and its Fourier transform
3(g0) = f e (g, 1) (26)
q) 271 J -0 q’

leads to
Sint(q, @) = EISF(q)(w) + (1 - EISF(q))$(q, ), (27)

which shows explicitly that the EISF determines the elastic compo-
nent of the QENS spectrum for the internal protein dynamics.
2. Multiscale relaxation

The internal dynamics in MBP is described by a Mittag-Leffler
(ML) relaxation function,'®"

o4 (1) = Ea(=(Jtl/)°),

where the g-dependence is omitted for better readability. Here, Eq(-)
is the Mittag-Leffler (ML) function,”’ which is defined by the Taylor

series,

O<a<l, (28)

oo n

Ea(2) = Y ——

ZT(1+an)

for all arguments in the complex plane. For 0 < a < 1, the ML relax-
ation function (28) decays monotonously, with an asymptotically
power law form,

(a>0), (29)
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>1x (t/TR ) -

t R 30
oM (1) T(1- ) (30)

and exponential relaxation is retrieved for a = 1,
limgar (1) = exp(~|tl/7), (31)

where the power-law long time tail vanishes.
Since the Laplace transform of the ML relaxation function has
a simple analytical form,*

bu(s) = (32)

1
s(1 + (str)™%)’
its Fourier and relaxation rate spectra can be easily obtained through
) (@) = limLonl 6™ (i
¢ (w) = 6lgrolﬂf)‘{{¢ (iw + e)}, (33)

which leads to a “generalized Lorentzian,”"

1 sin(5) ,
7 |w]((Jwlzr) = + (|wlzr)* + 2 cos(75"))

Pu(w) = (34)

Here, f_t: dw ¢ur(w) = 1, and the standard Lorentzian is retrieved
for a — 1. It should be noted that ¢y (w) ~ |w|*™* for w — 0 and
becomes thus singular for 0 < a < 1.

The Laplace transform (32) of the ML relaxation function can
also be used to obtain an analytical form of its relaxation rate spec-
trum. For an arbitrary monotonously decaying relaxation function,
¢(t), the latter is defined through the relation

8(t) = [~ dnp() exp(-Al), (33)

where p(A) > 0 and [;™dAp(A) = 1. Using that
|

e(w + ez)m/2 +w sin(aarg(e + ijw|)) + € cos(aarg(e + ijw|))
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imia{e® ;
pO) = lim-3{$ (-1~ ie)} (36)
one finds for the ML relaxation function®!

sin(na)
mA((Atr)~® + (ATr)® + 2 cos(ma))”

pm(A) = (37)

The slow power law decay (28) of ¢, (¢) leads here to a power
law form of the relaxation rate spectrum for small arguments,

()=,

3. Total dynamic structure factor

Using the general form (21) of the total intermediate scattering
function, we write the symmetrized version in the form

F(8) = e M (EISF + (1 - EISF) ¢ (|t])), (38)
omitting again the g-dependence in the formulas and defining

€:= qu. (39)

The dynamic structure factor can then be expressed in terms of the
Laplace transformed intermediate scattering function,

S(+)(w) = %D‘i{ﬁ(+)(iw + 6)}, (40)

which leads to

€

1 = (e
SO (@) = BISF — S + (1= EISF) {3} (al),  (4D)
€

w? +

where (2)1(\4? (w) is the Fourier transform of the diffusion-damped ML
relaxation function,’”

2 (0) =

Note that the term € = Dg* makes %ﬁ;ﬁ(w) regular at w = 0. In
this context, it should be noted that the Lorentzian function that is
weighted by the EISF in Eq. (41) tends to a Dirac distribution in the
limit e — 0.

IV. RESULTS AND DISCUSSION

The results shown in the following have been obtained by
the fitting model (38) to the resolution-deconvoluted experimental
intermediate scattering functions. To make the model parameters
and functions explicitly appear, we write

FM (q,1) = e P (EISF(q) + (1 - EISF(q))Ea(~(t/1))), >0,
(43)
where

o D is the apparent translational diffusion coefficient,

(w? + 62)(((602 +e2)"+ 1) (w? + €)% + 2 cos(aarg(e + 1|w|)))

(

e EISF(q) determines the elastic intensity,
o a = a(q) sets the form of the relaxation function,
o 7 =1(q) sets the time scale of the relaxation function.

Fitting all four parameters at the same time is possible but
leads to fits with large error bars, in particular, for the apparent
translational diffusion coefficient, D. For this reason, we used the
true translational diffusion coefficient obtained from dynamic light
scattering (DLS) and, for comparison, the g-averaged diffusion coef-
ficients, Dqens(q), from the four-parameter fit of the QENS spectra.
Both fits give very similar values and confidence intervals for 7, a,
and EISF, and we show here those for those with a fixed value for
Dpys. Table T shows both diffusion coefficients, where the error bars
of Dqens(q) are given by the standard deviation of Dqens(g) with
respect to the mean value Dqens(q). The very small value of Dprg
for D,O buffer at 323 K indicates the coagulation of MBP, and we
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TABLE I. Diffusion coefficients from DLS and QENS for MBP in solvents | and II.

Temp (K) Dpist (A?/ns) Daqixs1 (A*/ns) Dpist (A%/ns) Daqexs i (A*/ns)
283 3.31 £ 0.053 6.04 + 0.46 2.05 + 0.049 5.59 £ 0.73
293 5.72 £ 0.057 ce 3.17 £ 0.145 s

303 7.49 + 0.090 6.15 + 0.80 442 +0.19 591 +0.70
313 9.85 + 0.049 cee 6,32 + 0.292 cee

323 0.31 £ 0.013 6.43 + 0.83 8.15+0.19 6.29 + 0.36

11.94 (extrapol.)

show in the same position also the extrapolated value from lower F(+)(q, t), are shown in Fig. 2. All fits have been performed for

temperatures for a non-coagulated solution. the two solvents, DO buffer (solvent I) and D,O buffer with
The resulting three-parameter fits of the resolution- 30% deuterated trifluoroethanol (TFE) (solvent II), and the three
deconvoluted and symmetrized intermediate scattering function, different temperatures, 283, 303, and 323 K. The blue data points
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FIG. 2. Plot of the deconvoluted intermediate scattering function F**)(q,t) of MBP at different temperatures, comparing solvents | and Il (blue and dark yellow points,
respectively), and the corresponding fits with model (43) (solid lines) for the minimum and maximum value of q.
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FIG. 3. Left panel: Arrhenius plot of the diffusion coefficient for MBP in solvent | (blue symbols) and solvent Il (dark yellow symbols). The solid lines represent the
corresponding fitted Arrhenius laws. Right panel: Effective hydrodynamic radii of MBP in the two solvents as a function of temperature.

correspond here to solvent I, the dark yellow points correspond
to solvent II, and the corresponding solid lines label the fits. We
note that not all data points have been used for the fits but a
selection of points, which takes all data for F(g, t) at short time lags
and increasingly less points at large time lags. The reason is that
the evaluation of the ML relaxation function is time consuming.
We verified that that the resulting fit parameters are only weakly
influenced by this choice.

We discuss first the results for the diffusion constants in the two
buffers at the three temperatures, which have been obtained by DLS
and QENS. We recall that MBP in D,O buffer coagulates at 323 K,
and we note in this context that the DLS experiments have been
performed at lower protein concentrations than the QENS experi-
ments (4 mg/ml for solvent I and 7 mg/ml for solvent II), which are
thus certainly affected by coagulation. We are though confident that
this phenomenon does not affect our results concerning the inter-
nal dynamics probed by the IN16B spectrometer since even setting
D =0, i.e., neglecting completely global diffusion in the fits of 7, «,
and EISF, does only slightly alter the resulting values for 7, a, and
EISF. The fits are though sensitive to deviating too much from the
DLS and QENS values toward higher values. Replacing Dprs for sol-
vent I at 323 K by the extrapolated value from lower temperatures is
not tolerated since the corresponding width Dg?* for all g-values lies
clearly outside the resolution of IN16B. The left panel of Fig. 3 shows
an Arrhenius plot of the diffusion constants, where for solvent I at
323 K the extrapolated triangular data point has been used instead
of the measured one. Here, the blue symbols refer again to solvent I
and the dark yellow symbols refer to solvent II. The corresponding
solid lines denote the fits of an Arrhenius law,” "

D(T) = Doe T, (44)

where the activation energy is AG = 5.10 kcal/mol for solvent I and
AG = 6.05 kcal/mol for solvent II. We note in this context that the
activation energy for solvent I is close to the values that have been
found for other IDPs** and corresponds to the activation energy for
self-diffusion in liquid water.””® The right panel of Fig. 3 shows
an estimation of the effective hydrodynamical radius, R;, of MBP

as a function of temperature and solvent using the Stokes—Einstein

relation

kgT
D= ——, (45)

6mnRy,
with the diffusion coefficients from DLS and experimental values
for the dynamic viscosity, #, which are given in the supplementary
material. The viscosity was measured with a rolling ball viscome-
ter for both solvents and the relevant temperature range (see the
supplementary material). The results show that Ry, is essentially con-
stant with increasing temperature, and between 283 and 303 K, it
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FIG. 4. Secondary structure content of MBP in solvent | (hollow symbols) and
solvent Il (full symbols).
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decreases for MBP in D,O buffer. Such a behavior has been, in
fact, reported for IDPs,””** but we will here not comment on that.
The essential point is that no unfolding transition is observed with
increasing temperature, which is characteristic for folded globular
proteins. Figure 4 shows that this result is in agreement with the
observation from CD spectroscopy that the secondary structure con-
tent is essentially constant over the whole temperature range, being
slightly larger for the TFE-enriched buffer (solvent II). TFE is known
to induce a-helical motives, and one can observe that at 283 K,
but with increasing temperature, this effect disappears continuously,
and at high temperatures it is even inverted. The effect of TFE con-
sists thus in moving f-strands into a-helical motives and vice versa,
keeping the total secondary structure content constant.

In Fig. 5, we show the fit parameters concerning the internal
dynamics of MBP, comparing again the three different tempera-
tures, 283, 303, and 323 K, and solvents I and II. The time scale
parameter 7 varies considerably with temperature and g, where the
general rule is that it decreases with temperature and with g. This
can be understood since lowering the temperature means slowing

ARTICLE scitation.orgl/journalljcp

down the dynamics and since the higher values of q probe increas-
ingly more localized and faster motions. The form parameter, «, of
the relaxation function varies, in contrast, weakly with temperature
and increases with ¢ to values close to 1, indicating a close to expo-
nential relaxation for localized motions. The particularly interesting
result is that the relaxation dynamics of MBP in the two solvents
becomes similar with increasing the temperature and is practically
identical at 323 K. The observation is coherent with the observation
that both the hydrodynamic radii and the content and composition
of a-helices and f3-strands are comparable. We also see that the coag-
ulation of MBP, which is found by DLS in solvent I at 323 K and
certainly present in the QENS samples of higher concentration, has
no influence on the internal dynamics of the protein.

Concerning the EISF parameter, we observe that it is generally
close to zero for the accessible g-range, except for solvent II at 283 K
and small g-values, which indicates that at low temperatures sol-
vent IT hinders somewhat more large-amplitude motions compared
to solvent I. We note in this context that EISFs are not systemati-
cally small for our model and refer to recent work on a QENS data
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0, _ 0, — 9 —
150 MBP 30% TFE-283K 150 MBP 30% TFE-303K 150 MBP 30% TFE-323K
7 7 7
S 100} ¢ £ 100 & 100
50 * . D sof * 50f |
0 0 0 * o o3
08 1.0 1.2 1.4 1.6 08 1.0 1.2 1.4 1.6 08 1.0 1.2 1.4 1.6
Q[1/A] Q/A] Q/A]
2.0 2,0 2.0
« MBP D,0-283K « MBP D,0-303K « MBP D,0-323K
5 MBP 30% TFE-283K 15 MBP 30% TFE-303K 15 MBP 30% TFE-323K
s 1.0 L. . =.:d ®10 o e .:ed B0 L. ¢ 33 sz
05 05 05
0.0 0.0 0.0
08 1.0 1.2 1.4 16 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 08 1.0 1.2 1.4 1.6
Q[1/A] Q[1/A] Q[1/A]
05 05 05
« MBP D,0-283K « MBP D,0-303K « MBP D,0-323K
04 MBP 30% TFE-283K 04 MBP 30% TFE-303K 04 MBP 30% TFE-323K
03 03 03
w w w
[} 2] (%2}
o 0.2 o 02 o 02
0.1 01 0.1
00f" * = = 2 3 5 e o3 st 00FF = = o ¢ T T . %3 00f* * * - o * o s oo
08 1.0 1.2 1.4 16 08 1.0 1.2 1.4 1.6 08 1.0 1.2 1.4 1.6
Q[1/A] Q[1/A] Q[1/A]

FIG. 5. From top to bottom, the model parameters z, «, and EISF for MBP at different temperatures comparing the two solvents, D,O buffer and D,O buffer with 30%

deuterated TFE.
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analysis from hydrated powders of human acetylcholinesterase,'”*’
which is an enzyme with a well-defined structure. Here, the EISF was
found to be clearly non-zero, as one would expect for such a pro-
tein that is more compact and such a sample, where global protein
motions are prevented.

To complement the discussion of the fit parameters, we show
in Fig. 6 the corresponding relaxation rate spectra, p(1), which are
defined through Eq. (37). For both solvents and all temperatures,
we observe that the peak of the relaxation rate spectrum shifts to
higher values with increasing g, and its width decreases. This reflects
the fact that the form parameter « approaches 1 with increasing
g, noting that a =1 corresponds to exponential relaxation and a
perfectly monodisperse relaxation rate spectrum of the form p(1)
= 0(A - 1/7); we are now in the position to give a physical interpre-
tation of the form parameter a, referring to the concept of protein

MBP D,0, 283K
Q[1/A]

ARTICLE scitation.orgl/journalljcp

energy landscapes proposed by Frauenfelder et al.'* Proceeding as
in Ref. 19, we consider the variable

88(q 1) = £(q.t) — (4(q.t)), where &(q,t) = MNP, (46)

which is the spatial Fourier transform of the atomic density
d(r —R;(t)) of atom j, and assume that the dynamics of 6¢(q,t)
can be modeled as a fractional Ornstein-Uhlenbeck (fOU) process.
The latter can be interpreted as the diffusion process in a “rough”
parabolic potential, or “energy landscape,” which tends to restore
&(q,t) to its mean value, (£(q, t)). Since £(q, ) is a complex func-
tion, the real and the imaginary part should here be considered as
independent variables, and the left panel of Fig. 7 depicts a sketch of
the “rough” parabolic potential as a function of R{6¢} and J{6¢}.
If the variable 6 was diffusing in a smooth parabolic potential, then

MBP 30% TFE, 283K
Q[1/A]

MBP D,0, 303K

Q[1/A] Q[1/A]

MBP D,0, 323K

Q[1/A] Q[1/A]

MBP 30% TFE, 303K

FIG. 6. From top to bottom, relaxation
rate spectra p(1) [see Eq. (37)] for
T=283K T=303K, and T =323 K,
respectively, in D,O buffer (left panel)
and D,0O buffer with 30% TFE (right
panel).

MBP 30% TFE, 323K
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FIG. 7. Left panel: Sketch of a rugged harmonic potential for the real and imaginary part of 6¢(q, t). Right panel: Sketch of the energy barrier distribution, P(h, «), given in

Eq. (48).

its time autocorrelation function would be an exponential function,
(687 (0)6&(t)) o< exp(—t/7), and diffusion in the rugged potential
leads to longtime memory effects, which are described by a ML relax-
ation function, i.e., (8£*(0)6&(t)) o< Eo(—(t/7)%). As discussed in
Ref. 19, one can find the distribution of the energy barriers in the
“rough” parabolic potential by using the diffusion model proposed
by Zwanzig,” which describes diffusion of a particle in a rough
harmonic potential with a fixed energy barrier. Introducing the
dimensionless energy barrier height

AE
h=—1, 47
kT (47)

the distribution for the energy barriers corresponding to the ML
relaxation function is found to be'”

2h sin(na)

. 48
(e + ea 12 cos(ma)) (48)

PML(h) =

The right panel of Fig. 7 displays this distribution of energy barri-
ers as a function of u and a. It shows that lima—1Pmi(h) = 8(h),
i.e., becomes more and more the energy barrier distribution for a
smooth potential with vanishing barrier height, whereas for a — 0,
the distribution Pwmr (k) becomes very broad, including also barri-
ers of almost infinite height. Having this interpretation in mind,
the plots of the fit parameters shown in Fig. 5 show that localized
motions are characterized by a smoother potential than global ones
(o increases with g). This simply reflects that the relaxation rate
spectrum of large-amplitude motions in a protein is more disperse
than for localized motion since they require the concerted motion
of many modes with different relaxation time scales. Concerning the
influence of the solvent on the effective local potential of the hydro-
gen atoms, one sees that solvent Il leads to a slightly rougher effective
potential for 6§ at T = 283 K compared to solvent I. This difference
vanishes with increasing temperature, which makes the differences
in the relaxation dynamics of MBP disappear.

V. CONCLUSIONS

The present analysis of high-resolution quasielastic neu-
tron scattering spectra from myelin basic protein shows that
“minimalistic” multiscale models for the relaxation dynamics of pro-
teins combined with results from dynamic light scattering yield
meaningful insights into the dynamics of intrinsically disordered
proteins and permit, in particular, the detection and interpreta-
tion of changes in the relaxation dynamics as a function of solvent,
temperature, and spatial resolution. With our choice of the Mittag-
Leffler relaxation function as a model for the relaxation of the
intermediate scattering function, the relaxation dynamics of MBP
can be interpreted in terms of a simple energy landscape model. The
QENS analysis shows that a trifluoroethanol-enriched solvent buffer
at 283 K makes this energy landscape rougher, which leads to slower
relaxation dynamics with a more disperse relaxation rate spectrum,
and that this effect disappears continuously with increasing tem-
perature. In accordance with this observation, the complementary
experiments with dynamic light scattering and SRCD experiments
show that TFE reduces at 283 K the radius of hydration of MBP
and increases the a-helix content at the expense of S-strands. These
effects disappear with increasing temperature, where the radii of
hydration are comparable and constant, and at higher temperatures
even more f-strands appear. Independent of if trifluoroethanol is
added to the D,O buffer or not, there is no unfolding transition
with increasing temperature, which would manifest itself by a sud-
den increase in the hydrodynamic radius and which is typical for
folded proteins. Our CD measurements confirm this observation,
showing that the global secondary structure content in the presence
of TFE is constant with temperature and only slightly higher com-
pared to a pure D,0 buffer. To confirm our findings, small-angle
x-ray scattering/small-angle neutron scattering (SAXS/SANS) will
certainly be useful to obtain information about the radii of gyra-
tion and possible aggregation of MBP at exactly the same protein
concentrations and solvents, which have been used for the QENS
experiments.

From a technical point of view, we think that the high qual-
ity of the data and the extended energy transfer range of the IN16B
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spectrometer with the new “BATS mode” (Backscattering And Time
of flight Spectrometer) were crucial to obtain the results quoted
above. We finally remark that all numerical and several analytical
calculations have been performed with the Wolfram Mathematica
package.”’

SUPPLEMENTARY MATERIAL

In the supplementary material, we give information about com-
plementary experiments by dynamic light scattering, viscosimetry,
and synchrotron radiation circular dichroism spectroscopy on MBP
as a function of solvent and temperature. We show, in particular,
the global diffusion constants measured by DLS, the correspond-
ing viscosities that have been used to compute the respective radii
of hydration, and the SRCD spectra that have been used to evaluate
the secondary structure content of MBP.
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2. Quasi-analytical resolution-correction of elastic neutron scattering from

proteins

Cet article présente une analyse des spectres de diffusion quasi-élastique
de neutrons de la protéine basique de la myéline (MBP) et de la Myoglobine
(Mb) en solution, cette étude a été réalisée pour confirmer le résultat de la
premieére étude ou on a trouvé un EISF proche de zéro, et pour montrer que
notre modele ne conduit pas systématiquement a la disparition de 1’EISF pour
les protéines en solution, une analyse de données QENS de la myoglobine a
été réalisée et on a trouvé des valeurs de 1’EISF clairement non nuls. Il a été

publié dans le "Journal of Chemical Physics”.
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ABSTRACT

Elastic neutron scattering from proteins reflects the motional amplitudes resulting from their internal collective and single-atom dynamics
and is observable if the global diffusion of whole molecules is either blocked or cannot be resolved by the spectrometer under consideration.
Due to finite instrumental resolution, the measured elastic scattering amplitude always contains contaminations from quasielastic neutron
scattering and some model must be assumed to extract the resolution-corrected counterpart from corresponding experimental spectra. Here,
we derive a quasi-analytical method for that purpose, assuming that the intermediate scattering function relaxes with a “stretched” Mittag-
Leffler function, Ea(—(t/7)") (0 < a < 1), toward the elastic amplitude and that the instrumental resolution function has Gaussian form.
The corresponding function can be integrated into a fitting procedure and allows for eliminating the elastic intensity as a fit parameter.
We illustrate the method for the analysis of two proteins in solution, the intrinsically disordered Myelin Basic Protein, confirming recently
published results [Hassani ef al., J. Chem. Phys. 156, 025102 (2022)], and the well-folded globular protein myoglobin. We also briefly discuss
the consequences of our findings for the extraction of mean square position fluctuations from elastic scans.

Published under an exclusive license by AIP Publishing. https://doi.org/10.1063/5.0103960

I. INTRODUCTION the elastic amplitude by contributions from quasielastic scattering,

and this correction can be particularly important for slowly relax-

Thermal neutron scattering is a powerful and versatile spectro-
scopic method to probe the structural dynamics of condensed matter
systems.! An important application concerns quasielastic neutron
scattering (QENS) from proteins, which gives information about the
diffusion and the relaxation dynamics of these macromolecules.”
To probe the internal non-exponential multiscale relaxation dynam-
ics, which is crucial for their function and typical for complex
systems, in general,T’l() one can either use hydrated powder samples,
where global diffusional motions are simply blocked, or probe a pro-
tein solution with a spectrometer that will not resolve these motions.
In both cases, information about the motional amplitudes of inter-
nal protein dynamics is contained in the elastic amplitude and elastic
scans are thus, in principle, sufficient to obtain this information.
One must, however, be aware that the extracted motional ampli-
tudes are underestimated due to the unavoidable contamination of

ing systems.'! Noting that the “true” elastic amplitude defines the
asymptotic form of the neutron intermediate scattering function
at infinite time, it can only be obtained by assuming some model
for that function. A corresponding “minimalistic” model has been
recently proposed and motivated in Ref. 12 and was then applied in
a few subsequent QENS studies of protein dynamics,”” '~ as well as
for confined water molecules in clays.'® In all these studies the elastic
amplitude was a fit parameter, which left some ambiguity about the
physical significance of the resulting fits, in particular, since fit para-
meters are quite interdependent. The goal of this paper is to replace
the elastic intensity as a fit parameter by an estimation on the basis of
its experimentally measured counterpart, the assumed model for the
relaxation function, and the resolution of the instrument under con-
sideration. Computational efficiency is here a fundamental aspect
since it enables the integration of the corresponding function into

J. Chem. Phys. 157, 134103 (2022); doi: 10.1063/5.0103960
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the fitting procedure for the remaining parameters of the relaxation
function.

This paper is organized as follows: The core of the paper is con-
tained in Secs. II and I11, which describe the theoretical background
and the method, followed by Sec. IV showing some applications, and
the conclusions in Sec. V.

Il. THEORETICAL BACKGROUND
A. Scattering functions

In standard neutron scattering experiments one measures the
dynamic structure factor,

+oo .
F(qw) = %T[oo dte 'F(q,1), (1)

which is the time Fourier transform of the intermediate scattering
function containing the information about the structural dynamics
of the system under consideration,

1 —ig-R; iq-R
F(q,t) = ﬁijk(e qR’(O)equ(t)>- )
jk

Usually, the dynamic structure factor is denoted by S(q, w), but we
use the symbol F(q, ) to label Fourier transforms in a uniform way.
The scattering-related quantities are, respectively, the momentum
and energy transfer from the neutron to the sample, q and w, in units
of i1, N is the total number of atoms in the scattering system and
for each pair {j,k} of them, {R;(t),R¢(t)} denote the associated
time-dependent position operators. The symbol (- --) stands for a
quantum ensemble average and the weighting factors T have the
form

Tji = by “bic + 8| bj — b, A3)

where b; and by, are the (complex) scattering lengths"'” of the atoms
j and k, respectively. For a given atom, the average runs over all
isotopes and combinations of the nuclear and neutron spins and

we note that bjcon = bj and bjinc = (|b; —EP)I/ 2 are, respectively,
the coherent and incoherent scattering lengths of atom j. Coher-
ent and incoherent scattering probe, respectively, the collective and
average single atom dynamics of the system under consideration,
but since these scattering types are not separable without special
spin-polarization experiments,'**’ we will not explicitly distinguish
between them.

The intermediate scattering function fulfills the symmetry
relations of a quantum time correlation function,

F*(q.t) = F(q,-t), (4)
F(q,~t) = F(-q,t +ifh), (5)

where f=1/kgT is the inverse Boltzmann temperature. For the
dynamic structure factor, Eq. (5) translates into

F(q ) = ™ F(-q,-w), (6)

which is the well-known detailed-balance relation.
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B. Elastic and inelastic scattering
Noting that

IR _ f dr exp(—iq-r)d(r - R(t))

is the spatially Fourier-transformed single particle density for atom
j, we introduce the deviation of this quantity with respect to its mean
value,

8ty (q,t) = 40 - (HHO), %)

to split the intermediate scattering function into a static and a time-
dependent component,

F(q,t) = F(g,00) + 0F(q, 1), (8)
which are given by
1 iR\ * [ iqR,
F(g,00) = N}%jm(ﬂ ) (), ©)
OF(a:) = S T(0] (4,000 (a.1). (10)
jk

Making the physically reasonable assumption

tlim 0F(q,t) =0 (11)

shows that F(q, co) is the asymptotic form of the intermediate scat-
tering function and it follows by the Fourier transform of Eq. (8)
that

F(q,w) = F(q, 0)8(w) + 6F(q, w). (12)

Therefore, F(q, o) represents the elastic amplitude of the Fourier
spectrum and 6F(q, w) its inelastic component. Here, “inelastic” is
to be understood as “non-elastic” and includes also the quasielastic
component of the spectrum, which is very close to the elastic line
and describes relaxation and diffusion processes.

C. Generic form of the scattering functions

For modeling purposes, it is convenient to introduce the
normalized relaxation function

¢(q,t) = 6F(q,t)/6F(q,0), (13)

noting that this function does not monotonously decay for short
times. This leads to the generic form

F(q1) = F(g,0) + (F(q,0) - F(q,))p(q, 1) (14)

of the intermediate scattering function, which translates into the
corresponding generic form

F(q,w) = F(q,%0)d(w) + (F(q,0) - F(q,0))$(q @),  (15)

of the dynamic structure factor. We note that

1 i (Ro—R
F(q,o) = NZ:I‘jk<e‘l(Rk R])) (16)
jok
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is the total static structure factor, which tends for g = |q| = oo to a
constant value,

1
lim F(q,0) = — ) T, 17
Jm, (9,0) Nzk: kk (17)

and oscillates for smaller g-values around that constant. For mod-
eling purposes, it is convenient to normalize the intermediate
scattering function such that

1
—> T =1 18
Nzk: Kk (18)

D. Hydrogen-rich systems

We finally consider the frequent of case of neutron scatter-
ing from hydrogen-rich systems, such as proteins and polymers.
Because of the exceptionally large cross section for incoherent scat-
tering from hydrogen, it is sufficient to consider only these atoms,
setting [’y = Jj. With the normalization (18) it then follows that

F(q,0) =1, (19)

and the generic form of the intermediate scattering function
simplifies to

F(q,t) = EISF(q) + (1 - EISF(q))¢(q, 1), (20)

where

b - L)
]G

21

is referred to as elastic incoherent structure factor and the relaxation
function has the form

Yjese (03] (9,000 (q. 1))

. (22)
¥ jen( 06 (9,000 (g, 0)

¢(q,t) =

I1l. PSEUDOELASTIC SCATTERING
A. Measured and true elastic intensity

We will now consider a measured dynamic structure factor,
which is always broadened due to finite instrumental resolution.
Defining R(w) to be the instrumental resolution function and omit-
ting for simplicity the g-dependence of the relevant quantities, the
measured dynamic structure factor is given by the frequency con-
volution of the true dynamic structure factor and the resolution
function,

~ ~ ~ +oo ~ ~
Fu(@) = (R%F)(@) = f do' R(w - )E(W)).  (23)
With (15), we obtain then in a first step

Fu(w) = F(00)R(w) + (F(0) = F(00))(R* §)(w).  (24)

We define now the measured elastic intensity through the integral

Fy(o0) = [:gdwpm(w), (25)
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where € > 0 is defined such that
+e .
f doR(w) S 1, (26)
—€
and the measured total static structure factor through

™ Fu(w), (27)

Wmin

F.(0) =

where [Wmin, Wmax] is the dynamical range of the instrument.
It follows then from the generic form (24) of the measured,
resolution-broadened dynamic structure factor that

Fpu(o00) » F(00) + (Fu(0) — F(00))¢, (28)

where £ is the pseudoelastic contribution due to finite instrumental
resolution,

i [ Mo R+ $)(0), (29)

Supposing that this contribution can be reliably computed on the
basis of appropriate models for the relaxation function and the
instrumental resolution, the “true” elastic intensity may be estimated
through

_ Fu(0) =& (0)

F(o0) i

(30)

For essentially incoherent scattering, the measured total structure
factor is not needed, since one knows that the incoherent static struc-
ture factor is simply a constant. Assuming the normalization (18),
one can replace F,,(0) — 1 in this case. It is also worthwhile noting
that the standard definition of the elastic amplitude’"”” corresponds
in our notation to the measured one.

B. Model
1. Symmetrized correlation function

The symmetry relations (4) and (5) show that the intermediate
scattering function becomes a real symmetrical function in time if
one considers the classical limit # — 0 and if one can assume that the
scattering functions are invariant with respect to the parity operation
q — —q. Based on this observation, Schofield proposed to use the
time-symmetrized real function F'")(q, t) = F(q, t + if#/2) to define
the semiclassical approximation F'*(g,t) ~ F (q,t).>* To be able
to work with classical relaxation models, we consider now the time-
symmetrized generic form

F (1) = F(00) + (F(0) — F(0))¢ ™ (1) (31)

of the intermediate scattering function, where the relaxation func-
tion is defined as

) g - Ot +iPR/2)
T 62

in order to ensure its correct normalization.
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Published under an exclusive license by AIP Publishing

157, 134103-3



The Journal
of Chemical Physics

2. “Minimalistic” model

We assume now that the symmetrized relaxation function is
well represented by the model

(1) = g (0), (33)

where ¢, (-) is the “stretched” Mittag-Leffler (ML) function,
o (t) = E«(—(|t]/7)") (0<a<1). (34)
The Mittag-Leffler function, E«(z), is an entire function in the
complex plane,”* and the Taylor series E,(z) = Z;ﬁoﬁ shows
that Ei(z) = exp(z). The most important property of the model

relaxation function (34) is that it decays asymptotically with a
power law,

oo (1)
[(1-a)

Inserting (34) into the generic form (31) of the symmetrized
intermediate scattering leads to the model

omr (1) (35)

F(£) = F(00) + (F(0) — F(00))Ea(~([tl/1)™),  (36)
which has a priori three parameters:

1. the time scale parameter, 7,
2. the form parameter, «, and
3. the plateau value F(o0) = lim 0o F 7 (1).

In this form the model has been wused in recent
publications,”” " noting that only incoherent scattering has
been considered, where F(0) = 1. In the following this restriction
will not be made, assuming that an estimation for F(0) = F(q,0)
can be provided according to Eq. (27).

The dynamic structure factor corresponding to the model (36)
has then the form

$™) (w) = F(00)d(w) + (F(0) ~ F(c0))dm(w),  (37)

where the Fourier transformed relaxation function is a “generalized
Lorentzian,””

- sin( = )

= s 38
P (@) mw((tw) = + (Tw)® + 2 cos(Z2)) (38)
which follows from the even simpler analytical form of its Laplace
transform,”*

1

S+ )

du(s) =

by using the identity ¢mr.(w) = R{pwmr(iw) }. The Fourier spectrum
(38) becomes a “normal” Lorentzian function for « — 1.

3. Choice of the model

The ML relaxation function has the remarkable property of
being close to self-similar (“weakly self-similar”)*® for every ¢ > 0
and the physical reason for using it as model relaxation function are
developed in Ref. 27. We resume here the essential points. From a
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mathematical point of view the ML relaxation verifies a fractional
differential equation of the form™***

P(E=t)*
I'(a)

0 (1)

81¢ML(t) +T7a%[0td ¢ML(t) = (40)

where 8} denotes a fractional derivative?” of order 1 — a. From a
physical point of view Eq. (40) can be considered as a special form of
the general equation of motion,

2900+ [ KO-y =0, (@

that any symmetric time correlation function fulfills according to the
Mori- Zwanz1g theory of the Generalized Langevin equation.”’
Here, « (t) is the associated memory kernel, which is itself a
time autocorrelation function that can be formally derived from the
Hamiltonian of the dynamical system under consideration. The only
point that matters here is to consider that the memory kernel has
essentially two characteristic time scales, T and 7*, where 7 char-
acterizes the asymptotic regime of the correlation function ¢ (t)
and 7* the transition to that regime. In Ref. 27, it is then shown
that the ML relaxation function emerges whenever 7* <« 7. Writing
(1) =« (& 1,77), we have then

¢ (7,7) T B0 (1), (42)

and the fractional derivative in Eq. (40)
asymptotic form of a memory kernel.

thus represents the

4. Pseudoelastic model contribution

The estimation of the plateau value of a function from experi-
mental data with an instrument-limited finite time range is clearly
a delicate task and it is desirable to be to have some consistency
check in which experimental data are used. This can be achieved
if the pseudoelastic contribution, &, can be efficiently corrected for
the given model relaxation function, such that the estimation (30)
can be integrated into the fitting procedure. For this purpose, we will
assume that the resolution function is well represented by a Gaussian
function,

R@)= =™ —R()=¢7, (43)

1
\V2no
where ¢ is approximately the half width at half maximum (HWHM)
of the instrument under consideration. Working with symmetrized
neutron scattering spectra and the model relaxation function
¢y (1), the resulting pseudoelastic contribution becomes then a
function of the parameters a, 7, and o,

& (7, @ 0) = [ :edw (R * ) (@), (44)

such that

Fn(00) — & (7, 4, 0)Fm(0)
1-&u(ra0)

F(oo;1,00,0) » (45)

replaces the fit parameter F(oo0). For a Gaussian function, we have
+3”dw R(w) ~0.9978 such that e = 3¢ is a good choice.
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C. Computing &,

In order to obtain a quasi-analytical formula for the pseudoe-
lastic contribution &y;; defined in Eq. (44), we introduce the boxcar
function

W(w) - 6(1- |ﬂ) W) -

| 2 sin(et)
. —,

; (46)

where € > 0 is the cutoff frequency. With Parseval’s theorem and the
convolution theorem of the Fourier transform,

(Rx ¢u) (@) «— R(t)pmr (1), (47)

we write in a first step

fu= [ do W(w) (R ) (@)

— 0o

. i [ :odt W(OR() i (£).
Defining the auxiliary function
H(t) = W()R(1) (1), (48)

and noting that all functions on the r.h.s. are even in time, it
follows that

Ev = % fo T dre T H(E) (49)

s=0

The pseudoelastic contribution &,;; may, thus, be written as Laplace
transform of a product of three functions, evaluated at s = 0. We use
now that for a pair of functions, f(t) et g(¢),

fowdte’s‘f(t)g(t) = 2im jgdS'f(S—S')é’(Sll (50)

where C encircles all singularities of the integrand, and use this
formula in two steps:

1. Compute
0O = 5 fas b= HRE. 6D
2. Compute
T PR L UGV {C) )

Here, an analytical form is known for the Laplace transformed
model relaxation function, ¢mri(s) [see Eq. (39)], for the Laplace
transform of the model resolution time window,

. 1 [m 2 s

R(s :f\/jemzerfc — |, 53

@ 2Gerer( %) 63)
and for the Laplace transform of W (¢),

W(s) = 2arcc0t( 2 ) (54)
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An analytical form of the contour integrals (51) and (52) cannot be
found, but a good quasi-analytical approximation can be obtained
by replacing R(s) and W(s) by Padé approximants,*

5.\ _ 1 P(s/a)
R(S) N ; Q(S/O’)) (55)
vy P(sle)
W(s) ~ Q(s/e)’ (56)

where P(+), Q(+), P'(-), Q' (+) are polynomials. We note here that the
method has been recently used to compute a good approximation for
the resolution-broadened Fourier transform (}iﬁ) (w)."" Introducing
appropriately scaled integration variables, the contour integrals (51)
and (52) may then be evaluated by the residue theorem of complex
analysis. The details are described in the Appendix, and the result is

3

M=

1 .
- X}LcjdkCDML(—X(uj + }Wk))» (57)
j

SV

Il
—_
=~
Il

1

where &y (+) is the scale-free version of the Laplace-transformed
relaxation function ¢mr(+),

A 1
) =—, 58
et () u(l+u) (58)
x and A are the dimensionless scaling parameters,
€
x=or and A= = (59)

and {u;} and {vy} are the roots of the polynomials Q(#) and Q' (v),
respectively. The coefficients

- P(u;) 60
E lecn:l,k$j(uj - uk)) -
dy = P’ (v) (61)

leirlJik(/Uk - )

are the residues of the dimensionless expressions P(u)/Q(u) and
P'(v)/Q’(v), evaluated at the respective roots of the denominator
polynomials. We have, thus, Q(#;) = 0 and Q'(vy) = 0. The final
expression (57) for &y is, thus, the linear superposition of simple
terms of the form (58). Coding &, as a compiled function leads to
sufficiently short execution times, which allow for integrating this
function into a fitting procedure.

D. Numerical test

To obtain a systematic picture of the pseudoelastic contri-
bution as a function of 7 and «, we compute it according to
Eq. (57) for a =kx0.1, k=0,...,10. In view of later applica-
tions, we define o to be the resolution (HWHM) of the IN16B
spectrometer, 0 = 1.75 peV, and we set € = 30. We vary then y €
[0Tmin» OTmax |, where Tmin = 0.1 ps and Tmax = 10* ps (solid lines).
For comparison, we compute &; by numerical integration of

gbl(vﬁ) (w), choosing the same values for «, 0, and € and fixing 7 to the
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Pseudo-elastic contribution

— a=0. — a=0.38
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0.100
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0001 0010  0.100 1 10
X=01

FIG. 1. Pseudoelastic contribution £y, as a function of y = o7 and . The solid
lines correspond to the calculation according to Eqg. (57) and the points to control
calculations by numerical integration. More explanations are given in the text.

discrete values 7 = 10/ ps, j = —1,.. ., 4 (points). Defining the matri-

ces &y = (&l k]) and ES'L') = (EIE;L'L)[]', k]), where “n.i.” stands
for “numerical integration,” we find that

HEI(\/?LI) — EMLH =3.45x 1076,

where || - - - | is defined as the maximum singular value of the differ-
ence matrix. The results of the calculations are shown in Fig. 1. On
observes that for “good resolutions,” where o7 < 1, the pseudoelastic
contributions increase with decreasing &, and the opposite is true for
“bad resolutions,” where o7 > 1. We note that lima—o¢, (£) = 1/2
for any ¢ > 0, which explains the results for « = 0. All calculations
have been performed with Padé-approximations of order m = 8 for
the denominator polynomials Q(x) and Q'(u) and order n = 8 for
the corresponding numerator polynomials, P(u) and P’(u), choos-
ing s = 1 as the reference point. Constructing the Padé-approximant
for the resolution function through

Route (@) = j;x{ g((’:;)) }

we find that
|Rpage (@) — R(w)] < 107

in the relevant w-domain. All computations have been performed
with the Wolfram Mathematica software.™

IV. APPLICATIONS
A. QENS analysis of Myelin Basic Protein

To illustrate the pseudoelastic contribution to elastic scattering
we consider now a concrete example related to a recently published
QENS study of Myelin Basic Protein (MBP) in an aqueous solu-
tion.”” Myelin Basic Protein is an elementary constituent of the
myelin sheath of nerves and in aqueous solution, it is an intrinsi-
cally disordered protein (IDP). The incoherent QENS spectra for
the study cited above have been recorded on the new IN16B spec-
trometer of the Institut Laue-Langevin, using the BATS option
(Backscattering And Time-of-flight Spectrometer) with an instru-
mental resolution (FWHM) of 3.5 peV. The translational diffusion
constant, D, of MBP was measured separately by dynamic light
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MBP, Q=1.2 A~
50 T r
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c
o . ~(€)
g 10-\\ FuL(®)
c 1
2 5F i
= !
kel .
© '
x 1
® '
o 1 :
|_ ]
. 0.5p H

0.001 0.005 0.010 0.050 0.100

THz

FIG. 2. Impact of global diffusion on the Fourier spectrum of the model relaxation
function for MBP in D,0 buffer at T =283 K and q = 1.2/A. The solid blue line
labels the relaxation function and the yellow line the corresponding function with
the diffusion damping factor, where D = 3.3 A/ns from DLS. The vertical dashed
indicates the instrumental resolution (FWHM).

scattering (DLS) and was then injected into the fit, writing F ) (g:t)
= exp(-Dg*t| )Fi(nt) (g, t), where Fi(nf) (g, t) is the symmetrized inter-
mediate scattering function for internal motions, the generic form
of which is given by Eq. (36). The implicit assumption is here that
global and internal motions are not correlated. As mentioned in
Ref. 15, the resulting fits for EISF, «, and 7 vary only a little if the
diffusion constant is simply neglected. This is illustrated in Fig. 2,
which shows a log-log plot of the Fourier spectrum of the fit-
ted model relaxation function for MBP in D,O buffer (T = 283 K,
q = 1.2/A) for the dynamical range of the instrument, together
with the corresponding diffusion-broadened counterpart resulting
from the damping factor exp(~Dg’|t|) of the intermediate scatter-
ing function. We take here D = 3.3 A’/ns from DLS. Having this
figure in mind, the resolution-deconvolved intermediate scattering
function can, therefore, be fitted directly with the model (36). It is
worthwhile mentioning that more sophisticated treatments of global
protein motions have been developed,”” " but we consider that our
estimation, which is exact for small g-values, is sufficient to estimate
their impact.

The impact of pseudoelastic scattering on the observed elas-
tic intensities is illustrated in Fig. 3, which shows again the Fourier
spectrum of the fitted model relaxation function ¢ (w) for the
same parameters as in Fig. 2 (blue line), together with the model
resolution function (yellow line), where the instrumental resolu-
tion (HWHM) corresponds to ¢ = 0.0027 THz, and the resulting

resolution-broadened spectrum, {bl(\fL) (w) (red line). The (dimen-
sionless) area in light red is the corresponding pseudoelastic con-
tribution, which is for this example &y, ~ 0.47 with € = 3¢. The dif-
ference between the model spectrum and its resolution-broadened
version should also be noticed.

An important result of the study in Ref. 15 was that the fitted
EISF vanishes. This can be explained by the fact that MBP in solu-
tion is a very flexible molecule, such that (exp(iq- R;)) ~ 0. In the
Gaussian approximation’”" (in q = |q|) of the elastic amplitude one
would write
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w (Thz)

FIG. 3. Model relaxation function ¢y (w) (blue line), model resolution function
(yellow line) and the resulting convolution gb,fﬂf) (w) (red line) for the resolution
of the IN16B spectrometer at ILL. The values for = and « are taken from the fit
parameters shown in Fig. 4 (three-parameter fit for |q| = 0.8/A="). The vertical
dotted lines indicate the instrumental resolution and the light red area corresponds
to the pseudoelastic contribution of &, ~ 0.47 for this example.

-0 1 —Lgl?(a?
EISF(q) 1570~ 5734 g, (62)

JjeH

where (ujz) = ((R; - (R;))?) is the mean square position fluctua-
tion of (hydrogen) atom j. For smaller g-values a vanishing EISF
stands thus for large motional amplitudes of the atoms. Keep-
ing in mind that the EISF is a “theoretical quantity,” EISF(q)
= Finc(q, 00), which can only be determined by assuming a model,
we can now check the fits of the three-parameter model (36) with
a two-parameter fit, where the EISF is eliminated according to
Eq. (27). The results in Fig. 4 show that « and 7 change only
slightly comparing the two- and three-parameter fits, where the
decrease of a with g indicates that increasingly slower relaxation
modes are mixed in with decreasing spatial resolution, making the
relaxation function less exponential. The vanishing EISF from the
three-parameter fits is, in particular, confirmed if one considers
the relevant scale for this quantity. The measured elastic inten-
sity (bottom panel, green points) is this entirely determined by the
“pseudoelastic contribution” defined in Eq. (57). For its calculation,
we used the same Padé approximations as for the numerical test
described in Sec. III D. We note here that the standard estimation of
the parameter errors for the three-parameter fits (yellow dots) leads
to error bars, which are sometimes hardly visible in the plots and
cannot be performed for the two-parameter fits. The reason is purely
technical—namely that in the latter case the EISF “parameter” is a
compiled function, which is passed as an argument to the fit rou-
tine of the Mathematica software.”* Concerning this point, we think
that the error of the fit parameters is anyway better estimated by
comparing the results of the three- and two-parameter fits.

B. QENS analysis of myoglobin

To show that the model (36) does not systematically lead to
vanishing EISFs for proteins in solution, we have analyzed QENS
data from apo-myoglobin at T =284 K in D,O buffer (pD = 6),
which have been recorded on the IN5 spectrometer at the Institut
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FIG. 4. From top to bottom: Characteristic time scale, z, form parameter, «, and
elastic scattering amplitude, EISF, for incoherent QENS from MBP in solution. Blue
dots correspond to a two-parameter fit, where EISF = EISF (7, a, 0') according to
Eq. (45) and yellow points to a three-parameter fit. Concerning the EISF, the green
points correspond to the measured elastic intensity Fr (o0) = Frn(q, o) defined
in Eq. (25), and on the scale of the plot the results in two- and three-parameter
plots are indistinguishable.

Laue-Langevin in Grenoble, at a resolution (FWHM) of 11.6 peV.*!
In contrast to MBP, myoglobin is a compactly folded globular
protein of about the same weight, but with a well-defined three-
dimensional structure containing eight a-helices as secondary struc-
ture elements. Figure 5 shows that here, as for MBP, global diffusion
can be neglected for the analysis of the QENS spectra. We insert here
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FIG. 5. Impact of global diffusion on the model dynamic structure factor at
q = 0.7/A for myoglobin in solution. The legends are the same as in Fig. 2.

a global diffusion coefficient of D = 10.1 A?/ns, which is the mean of
the values reported in Refs. 42 and 43, respectively, but the exact
value is here not important. We note in this context that a somewhat
smaller value of D ~ 8 A*/ns is obtained by a very rough estimation
from the Stokes-Einstein relation, D = kgT/ 671R,, inserting here a
hydrodynamic radius of R, = 2 nm for a myoglobin molecule and for
1 the kinematic viscosity of water at 284 K (1 = 1.306 mPa s).** The
hydrodynamic radius is here calculated from PDB structure 1BVC
for apo-myoglobin, assuming the latter to be a sphere.

Since impact of global diffusion can be neglected, model (36)
has again been fitted directly to the resolution-deconvolved inter-
mediate scattering function. Figure 6, bottom panel, shows that the
EISF for myoglobin is clearly non-vanishing and that both the three-
and the two-parameter fits give again similar results. The fact that
the atomic motions in a globular, compactly folded protein are more
hindered than in a polymer-like intrinsically disordered protein like
MBP is thus clearly reflected in the corresponding EISFs, and it
should be noted that this effect is much more pronounced for the
resolution-corrected elastic intensities than for the measured ones. It
should also be noted that the characteristic time scale, 7, is systemati-
cally smaller compared with MBP, reflecting faster localized motions
of the atoms in the more compactly folded myoglobin molecule,
and that the a-values are very similar compared with MBP in the
common g-interval ([0.8/A < g < 1.06/A]).

C. Resolution correction for (i?)

The Gaussian approximation (62) of the EISF is also known
as Debye-Waller factor and has been used for decades to analyze
“elastic scans” of incoherent neutron scattering from D,O-hydrated
protein powders in the low g-region, in order to infer the average
mean square position fluctuations of the (hydrogen) atoms in the
protein from these data. There is a large bulk of literature on that
subject and we cite here only Refs. 7, 45, and 46. It follows then from
Egs. (30) and (62) that the “true,” resolution-corrected mean square
position fluctuation, averaged over all atoms, is given by

a2y 120 3 (o[ EISEm(a) ~ §(q)
() qzlg( 1-¢(q) ) ©9
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FIG. 6. The same quantities as in Fig. 6 for myoglobin in solution. More details are
given in the text.

We assume here an isotropic sample and indicate explicitly the
dependency of all involved quantities on g = |q|. Writing EISF,,(g)

= exp(—¢*(@2)»/3) and developing Expression (63) into a power
series in £(q), we obtain

3 n 2082
quz(eﬂ(“ )'”fl)f(q)”
1

£(9)",

Nk

(a2) ~ (@) +

Y
R
=Y

™8 =

(@)

n=0

where the geometrical series can be summed up to give
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Figure 7 shows the correction factor 1/(1 - &), which needs to be
applied to obtain the “true,” resolution-corrected mean square posi-
tion fluctuations from the measured ones. At a first glance, the large
correction factors for “bad resolutions” and close to exponential
relaxation may surprise, but they can be understood noting that in
this case, an elastic scan contains practically the whole integral over
the quasielastic line such that & 1.

V. CONCLUSIONS

In this paper, we have presented a quasi-analytical method for
computing the pseudoelastic contribution of quasielastic scatter-
ing to the elastic neutron scattering amplitude, which enables the
estimation of the true elastic scattering amplitude for the Mittag-
Leffler relaxation model. Due to the computational efficiency of
the method, which is based on Padé approximants for the Laplace
transformed relaxation and resolution functions, the true elastic
scattering amplitude can be eliminated in the model (36) by using
the measured elastic intensity and the two parameters o and 7 of
the ML relaxation function together with the instrument resolu-
tion, o, as input. We have applied the method to confirm the results
of a recent analysis of incoherent QENS spectra from the internal
dynamics of Myelin Basic Protein in solution,'® which revealed, in
particular, a vanishing EISF. MBP is an intrinsically disordered pro-
tein and to demonstrate that the vanishing EISF is the result of its
“floppiness” and the corresponding large motional amplitudes of the
atoms, we performed a comparative study for myoglobin in solution.
Myoglobin has about the same weight as MBP, but in contrast to the
latter, it is a globular protein with a well defined structure. As one
would expect, we find here a clearly non-vanishing EISF as a result
of the more hindered atomic motions in a compactly folded protein.
An important result in this context is that the resolution-corrected
EISF shows this result much more clearly than the measured one.
We have also shown that the resolution corrections of the elastic
intensity may also strongly impact atomic mean square position
fluctuations, which are routinely extracted from so-called elastic
scans.

ARTICLE scitation.orgl/journalljcp

It should be kept in mind that the elastic intensity is a
“theoretical quantity,” which can only be extracted from experimen-
tal QENS spectra by assuming a model for the relaxation dynamics of
the protein under consideration. In that light, our analysis is a con-
sistency check for the ML relaxation model, which does, in principle,
not exclude other models for the relaxation function.

We finally emphasize that our method is prepared to deal with a
coherent scattering, in general. This aspect is, for instance, important
for the increasing number of QENS studies of proteins in deuterated
aqueous solutions (D,O-buffer), where coherent scattering from the
solvent becomes visible at higher momentum transfers 3 1.5 AL if
the solvent contribution is not subtracted.
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APPENDIX: DERIVATION OF EXPRESSION (57)

We start from Eq. (51) and insert Eq. (55) for the Padé approx-
imation of the Laplace transformed instrumental time window. In
addition, we use that

(Z)ML(S) = Td)ML(ST)

to obtain in a first step

~(R) _ 1 dS, A / P(S,/O')
b, (5) = i ﬁ? dML(s—s )Q(S'/O')
5’/¢1~>u 1 A P(bl)
= o ygdu TOML(T(s — ou)) Q)

- fnalof 2 -u)) .
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Writing Q(u) = I}, (u — ux) and defining the coefficients

P(uj)

CJ' =
lecnzl,kqtj(”j - uk) ’

it follows then from the residue theorem of complex analysis that
(R)(s) = Zxc, ( (f—u])) (A1)

This expression is now inserted into the contour integral (52), and
appropriate changes of the integration variables lead to

11 s Y\ PG e)
b = 7| 27 jg ZXCJ ( (_; —u])) Q' (s'/e)

s/o—»ul P’ (LlO'/G)

i Zxcfcboc( ) e
e/a—»)»,_u//l—wl L UL @ o pl('l))
2 T jédv ];/XXCJ(D(X( v —u;)) )

Writing Q" (v) = H;ﬁ; (v — v;) and defining the coefficients

P(uy)

dp=—r— "+
Hlyirl,l#:k(vk —up)’

we get again from the residue theorem the final result

lmm'

& = = Y Axeide® (—x (uj + Avy)), (A2)
j=1k=1

S|

where y = orand A = ¢/o.
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3. Signature of functional enzyme dynamics in quasielastic neutron

scattering spectra : The case of phosphoglycerate kinase

Cet article concerne une analyse des spectres de diffusion quasi-élastique
de neutrons a haute résolution de la Phosphoglycérate kinase PGK qui élucide
I'influence de l'activité enzymatique sur la dynamique de la protéine. Il a été

publié en tant que communication dans le "Journal of Chemical Physics”.
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ABSTRACT

We present an analysis of high-resolution quasi-elastic neutron scattering spectra of phosphoglycerate kinase which elucidates the influence
of the enzymatic activity on the dynamics of the protein. We show that in the active state the inter-domain motions are amplified and the
intra-domain asymptotic power-law relaxation oc £ is accelerated, with a reduced coefficient a. Employing an energy landscape picture of
protein dynamics, this observation can be translated into a widening of the distribution of energy barriers separating conformational substates
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of the protein.
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Understanding the functional dynamics of enzymes is a fun-
damental issue in molecular biophysics, biology, and biochem-
istry. Phosphoglycerate kinase (PGK) is one example for which
the dynamics-function relationship has been intensively studied
with various methods, including structural nuclear magnetic reso-
nance (NMR), x-ray crystallography, quasielastic neutron scattering
(QENS), neutron spin echo (NSE) spectroscopy, and molecular
dynamics (MD) simulation.' '’ PGK is a monomeric enzyme which
is fundamental for the metabolism of all living organisms. By con-
verting 1,3-bisphosphoglycerate to 3-phosphoglycerate it catalyzes
one of the two ATP-producing reactions of the glycolytic pathway
and it participates also in gluconeogenesis by catalyzing the oppo-
site reaction to produce 1,3-bisphosphoglycerate and adenosine
diphosphate phosphate (ADP),"!

1,3- bisphosphoglycerate+ ADP = glycerate 3 — phosphate + ATP.

¢y

Yeast PGK has a weight of about 45 kDa and is composed of two
domains which are connected by a well conserved hinge region
where the catalytic reactions take place. Several of the studies cited
above have been performed with the particular goal to better under-
stand the role of the inter-domain motions for the function of the
enzyme.”*”” A powerful space and time-resolved method for this
purpose is neutron spin echo (NSE) spectroscopy, which has been
used in Ref. 7 in combination with small-angle neutron scattering
(SANS) and normal mode analysis and in Ref. 9 in combination with
MD simulation. Standard NSE probes the slow motions and global
diffusion of proteins on a 0.1-100 ns time scale and on a nm length
scale. The results of the NSE studies suggest that the hinge-bending
motions of the two domains in PGK enable its enzymatic activity
and that the presence of the substrates rigidifies the molecular and
accelerates its internal dynamics.

The present article aims at extending and consolidating the
abovementioned work with an analysis of QENS data from the
high-resolution spectrometer IN16B at the Institut Laue-Langevin
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in Grenoble. The instrument probes the ns time scale if operated
in BATS mode (backscattering and time of flight spectroscopy)'”
and closes the gap between QENS experiments with standard
time-of-flight spectrometers and NSE spectroscopy.

The QENS experiments on PGK were performed at 283 K in
presence and absence of the substrates (13 mM MgATP, 41 mM
3PG, 20 mM MOPS, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pD 7.4, 99.9%
atom D deuteriumoxide) using a PGK concentration of 50 mg/ml.
PGK from yeast and all chemicals were obtained commercially from
Sigma-Aldrich. These conditions are the same as in Ref. 7 and war-
rant that PGK in presence of substrates is more than 90% in the
ligand-bound state. Prior to data analysis, the solvent-contributions
were subtracted. Since about 50% of the atoms in a protein are
hydrogen atoms, which have a strongly dominant cross section
for incoherent neutron scattering, the dynamic structure factor for
QENS from PGK can be written in the form

+oo .
S(qw) =5 [ e E(g. 1), @
1 —ig%;(0) ig%;(f)
F(qt)~ =) (e 1(0) glarxi (D)) (3)
et

Here N is the number of hydrogen atoms, %;(t) is the time-
dependent position operator of hydrogen atom j, q the scattering
vector, and the symbol (- - -) denotes a quantum ensemble average.
The latter leads to the symmetry relations F*(q,¢) = F(q,-t) and
F(q,t) = F(-q, —t + iBh).

As in several previous studies,”” ' the analysis of the QENS
data has been performed in the time domain, employing a stochas-
tic model for the classical intermediate scattering function and
assuming that Schofield’s semiclassical approximation'”'” is valid.

For model building purposes, we assume that there is a
representative hydrogen atom “a” whose dynamics accounts for
both the relaxation dynamics of the individual hydrogen atoms
and their motional heterogeneity. Within Schofield’s semiclassical
approximation we have then

F(+) (q,t) ~ (e*iQ'fa(O)ei‘l'fa(f)) (4)

o
where (- - - ), stands for a classical ensemble average. We assume fur-
thermore that the domains in PGK can be treated as equivalent and
that the motions of the scattering atom are uncorrelated with the
motions of the domain to which it is attached. Writing x, = Ry + 14,
where R, points to the center of the domain and r, to the position of
the scattering atom with respect to that reference point (see Fig. 1),
the orientation-averaged intermediate scattering function of PGK in
solution can then be factorized as

FYq0»~flang(at)  (g=ld) ()

where
f(g:t) = (agaq(t))a and g(q.t) = (AgAq(t))a (6)

are the orientation-averaged autocorrelation functions related to the
respective dynamical variables

Ag=e™ and aq = (7)

COMMUNICATION pubs.aip.org/aipl/jcp

Both are to be understood as complex stochastic variables, depend-
ing parametrically on the respective position vectors and on q, whose
time evolution is described by appropriate diffusion models to be
described in the following. Conceptually our approach can be com-
pared to modeling reaction coordinates describing protein folding,"”
and it has been used so far to model QENS from the internal dynam-
ics of proteins and from water (see Refs. 13-16 cited above). We
apply it here in addition to account for inter-domain motions in
PGK by a refined model compared to the one we used in our recent
study of Myelin Basic Protein (MBP).'* Defining

_(®4a— (4q)a)
S{Aq - (Aq>cl}

we consider in particular that the conditional probability,
P(&,1]&,,0) for a transition & — & within time ¢ describes an
Ornstein-Uhlenbeck (OU) process,” i.e., diffusion in a harmonic
potential (left part of Fig. 2),

(8)

0 o 0P
8¢P = {’7{87{ . {EP} + Dgafs . 875} (9)

Here 7, is a relaxation constant and D is a diffusion coefficient

which can be related to 1, via D¢ = 7:ksT/Ky = ne{|€1)a, with K¢
being the force constant of the harmonic potential. We assume in
particular that (Aq) — 0+, without vanishing identically, such that
&, and &, can be formally considered as independent dynamical vari-
ables. The essential point is that the autocorrelation function of &
decays exponentially,

(7(0)-&(1))a = (EO))ae™, 1 = ne(a). (10)

Since (Aq)~0 for a freely diffusing particle it follows that
(|€(0)*)a = 1, and we write therefore
gg.t) = PO, (
assuming that the relaxation coefficient qf(q) does not depend on
the direction of q. The parameter D(q) is here a g-dependent dif-
fusion coefficient. For small g-values it follows from the cumulant
expansion of the intermediate scattering function that
¢(g.1) 120 = T{(R(D)-Ru(0))")a 1720 ,=Dog’t. (12)
where Dy is the diffusion coefficient for a whole domain and thus for
the whole PGK molecule. For finite g-values g(g, t) describes the dif-
fusion of whole PGK molecules which is modulated by inter-domain
motions.
For the intra-domain dynamics we use the same model as for
the internal protein dynamics in Refs. 13 and 14 and in the light of
the preceding discussions the dynamics of the vector variable

_ R{aq - (ag)a}

-” : (13)
3{aq - (aq)a}
is described by a fractional Ornstein Uhlenbeck process,”"**
P B OR @9 op
6tp = 08[ {11)( 87X . {Xp} + DX afx . 87(} (14)
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FIG. 1. The PGK molecule (PDB code 3PGK) together with a sphere of radius
Ry = 30.5 A which is used for the Stokes—Einstein relation (18) and the definitions
of R, and r,. The red arrow points to the center-of-mass.

FIG. 2. Smooth harmonic potential (left) and its rough counterpart (right) steering
the diffusion of & and y, respectively.

Here 0 < < 1 and ¢8; ™ denotes a fractional derivative of order

(a)

1 — & with respect to ¢, #;"’ is a fractional relaxation constant,

and D,E“) the corresponding fractional diffusion coefficient. The
autocorrelation function of y evolves according to

(x"(0) - x())a = (X )eEa(~1at™), 1 = na(@),  (15)

where Eq(-1,t*) is a stretched Mittag-Leffler (ML) function,””**
which interpolates between a stretched exponential at short times
and an inverse power law at long times and converges to a sim-

ple exponential (Debye relaxation) for « — 1. Noting that (|y|*)a

= 1 - EISF(q), where EISF(q) = |(aq)al” is the elastic intensity of an
isotropic system, we arrive at

f(g.t) = EISF(q) + (1 — EISF(q)Ea(~(|t|/7)). (16)

Here EISF(q), 7 = 7(q),and « = a(q) are considered as g-dependent
fit parameters. The fractional Ornstein-Uhlenbeck process can be
visualized as diffusion process in a “rough” two-dimensional har-
monic potential (right part Fig. 2), which is characterized by a
wide distribution of energy barriers separating various minima or
“conformational substates.”” In the framework of the General-
ized Langevin Equation® the correleation function (15) is char-
acterized by a memory function with an algebraic long time tail
oc t*72/T(a — 1) whose amplitude vanishes for & — 1. We note here

COMMUNICATION pubs.aip.org/aipl/jcp

that the parameter « entirely determines the distribution function
for the dimensionless barrier, ¢ = AE/kgT,

2esin (ma)

Pui(e) = .
7'[((2_“62 +¢% +2cos (mx))

17)

For a — 1 the barrier distribution, Pmy(¢), is entirely concentrated
one=0.

We start the discussion of the results with the right panel
of Fig. 3, which shows a fit of the resolution-deconvolved inter-
mediate scattering function, F*)(q,1) ~ f(g.t)g(g,t), with four
parameters, 7(q), a(q), EISF(q), and D(q) for the minimum and
maximum g-values in absence and presence of substrates. The data
reduction has been performed with the MANTID package’’ and the
code for the data analysis has been developed with Wolfram Mathe-
matica.”® Figure 4 displays the parameters 7 (left panel) and « (right
panel) as a function of q in presence and absence of the substrates
(blue and yellow triangles, respectively). A clear impact of the pres-
ence of substrates on the intra-domain dynamics can be seen: Both
7 and « are systematically reduced in presence of the substrates,
which indicates that the internal molecular dynamics is accelerated
by the enzymatic activity of the molecule and that the relaxation
dynamics of the domains becomes less exponential. We note that
7and « in presence and absence of the substrates follow globally the
same evolution with g. The time scale parameter 7 becomes gener-
ally smaller with increasing g, which simply indicates that localized
motions are faster than collective motions implying a large num-
ber of atoms. The form parameter, a, increases instead with g to
values close to 1, indicating increasingly exponential relaxation for
more localized motions. We attribute this behavior to the fact that
less relaxation modes contribute to localized motions than to large
amplitude motions which are probed at small values of g.

Figure 5 presents the fitted EISFs together with the integrated
measured QENS intensity over the width of the resolution function,
which can be considered as measured counterpart. The difference

TRk ]

PGK+substr.

0.8F

0.6
=
(e}
v
L 04F

0.2F

0.0F

0 100 200 300 400 500 600
t [ps]

FIG. 3. Resolution-deconvolved F(g,t) of PGK in deuterated solution without
and in presence of substrates (blue and yellow dots, respectively) and the
corresponding fits (blue and yellow line, respectively).
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explanations are given in the text.
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FIG. 5. The EISF parameter for PGK in absence and presence of substrates.

between the two can be attributed to unavoidable spurious contribu-
tions from quasielastic scattering, which are due to finite instrumen-
tal resolution. They are here estimated on the basis of the underlying
model for the relaxation function, ¢(g,t) = E«(—(|t|/7)"), and the
measured elastic intensity. The details can be found in Ref. 29. We
find that the fitted EISF is globally close to zero in the presence and
absence of the ligand, except at g = 1.3 A" where the EISF of PGK
in absence of substrates ligand is slightly larger than the EISF in their
presence. Correlating this observation with the decrease of « in pres-
ence of the substrates shows that the domains are slightly stiffened,
which confirms again the findings in Ref. 7 which were obtained by
NSE spectroscopy.

For comparison we show also fits with a reduced model where
D(gq) =0 (blue and yellow squares, respectively). It can be clearly
seen that the results are very similar, the difference being the error
bars, which are much larger for the fit of all four parameters and
which are not shown here. This observation is in line with the find-
ings in Ref. 14 for the intrinsically disordered Myelin Basic Protein
(MBP) and we present the three-parameter fits to show that the fits
of 7, « and EISF are stable.

The impact of the enzymatic dynamics on the intra-domain
energy landscape can be visualized by comparing the energy barrier
profiles, Py (€), describing its “roughness,”>'* which are displayed
in the left panel of Fig. 6. Important differences between the two
profiles are again observed for g-values corresponding to opening

amplitudes of the hinge region and indicate a wider distribution of
energy barriers in presence of the substrates. This corresponds to
the decrease of the alpha parameter described above, indicating a
stiffening of PGK in its active mode.

The g-dependent diffusion coefficient is displayed in the right
panel of Fig. 6. One observes that D(q) displays a pronounced mod-
ulation with respect to its values at small and large g-values. The
latter are close to the estimation for the diffusion coefficient of a
whole PGK molecule obtained from the Stokes-Einstein law,

ksT

=% ~51%x107° A?fps.
R —— fp

(18)

For this estimation we used an effective hydrodynamic radius of
Ry =30.5 A calculated from the PDB structure 3PGK, including the
diameter of a water molecule (see Fig. 1). The maximum of D(q)
at about gmax ~ 1.2 A ™! corresponds to 27/gmax ~ 5 A in real space,
which can be associated with breathing motions of the hinge-region
in PGK caused by its enzymatic activity and which have also be
observed by combining NSE spectroscopy, normal mode analysis,
and hydrodynamic molecular modelling.” The fact that D(g) ~ Do
for smaller g-values is in line with the requirement that g(g, t) must
here describe diffusion of whole PGK molecules and D(g) ~ Dy at
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FIG. 6. Left panel: Energy barrier spectrum in absence (blue) and presence (yellow) of substrates. Right panel: The fitted diffusion coefficient D(q).

higher g-values reflects that more localized motions do not affect the
global diffusive dynamics of PGK.

To resume, we can say that our QENS study gives a consis-
tent picture of the functional dynamics of PGK which confirms and
completes an earlier study by NSE spectroscopy. It shows in par-
ticular that the “minimalistic” model used in this work suffices to
extract the essential information in the QENS data through a physi-
cal interpretation of g-dependent model parameters. In this context
the strongly non-exponential relaxation dynamics in proteins is a
key element which must be accounted for to fully exploit the rich
information content in the QENS data. We finally remark that the
concept can be easily extended to describe also coherent scattering,
In this case one simply considers collective dynamical variables of

the formaq = 3 ; exp (iq- x;)/VN.
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