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1 Approche phénoménologique

1.1 Définitions

La relaxation est le nom donné au processus de retour a lilégud’'un sen-
semble de spins nucléaires aprés une perturbation du systemelaxation des
spins nucléaires est causée par des interactions mageefigatuantes. Dans les
cas qui nous intéresseront par la suite, deux interacti@ungtiques seront impli-
quées : le couplage dipolaire entre spins nucléaires esbtmopie de déplacement
chimique. Les mouvements aléatoires des molécules eattaime variation de
ces interactions a l'origine de transitions des spins rai@8é qui tendent a rame-
ner le systéme a I'équilibre. Il existe donc une corrélagotre les mouvements
des molécules, rotation globale et mouvements internds refaxation en RMN.

La relaxation est I'objet d’étudég en RMN depuis les années 1945. On dis-
tingue habituellement deux temps caractéristiques deatdtm : 7; pour la re-
laxation longitudinale ef; pour la relaxation transversale. La relaxation longi-
tudinale est le processus qui raméne I'aimantation a lldaiselon la direction
du champ magnétiqu8, : 7; est le temps caractéristique pour I'établissement de
I'aimantation lorsque I'’échantillon est placé dans le chamagnétique ou celui
qui caractérise le retour a I'équilibre aprés une inversiamdéfinit aussila vitesse
de relaxation longitudinalé&?, = '/, exprimée en s'. La relaxation transver-
sale est le processus de retour a I'équilibre, c’est-aalzéro, d’'une aimantation
amenée dans le plan perpendiculaire au champ magndBigju@ette aimantation
décroit avec un temps caractéristigiyea partir duquel on peut définir une vitesse
de relaxation?, = /5, exprimée elle aussi en's

Il existe un autre type de processus de relaxation appéfétl'®verhauser
nucléaire. Cet effet se traduit par un transfert de I'airaiah d’un spin | vers
un spin S sous l'effet de leur couplage dipolaire. Si on oleseme modifica-
tion de l'aimantation du spin S lorsque 'aimantation Idngdinale du spin | est
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hors d’équilibre, on parle d’effet Overhauser nucléamadlear Overhauser ef-
fec) entre les spins | et S. Pour que cet effet soit détectaldst issentiel que la
distance entre les atomes soit petite (en général infé&iaut A) et I'effet Ove-
rhauser nucléaire est donc tres utilisé pour la déternanate structures en RMN.
Le rapport d’intensité entre les pics avec et sans effet IGateser nucléaire sera
par la suite noté,y.

Il est possible de définir et d’observer d’autres types dexagion que ceux qui
sont décrits ici et qui sont les plus couramment utilisésdaiil s’agit d’étudier
la dynamique rapide des protéines.

1.2 Mouvements et échelles de temps

Quels sont les mouvements des molécules susceptibles sker tawvelaxation
des spins nucléaires ?

Dans un premier temps, considérons une molécule rigidelatiaa Elle peut
avoir deux types de mouvements : des mouvements de trams&dtdes mouve-
ments de rotation. La translation de la molécule n’a padet'stir les interactions
magnétiques, du moins en présence d’'un champ magndigu®mogéne. La
diffusion globale n’a donc d’effet sur la relaxation qu’erépence d’inhomogé-
néités de champ. Par contre, les rotations de la moléculeflfariuer a la fois
les couplages dipolaires intramoléculaires et le déplacgermhimique des spins
ayant une anisotropie de déplacement chimique non négliggddar conséquent,
la rotation globale des molécules induit des fluctuatiooalles du champ magné-
tique qui participent a la relaxation des spins nucléaiissolution, la rotation
est caractérisée par un temps caractéristigque

Dans un second temps, considérons une molécule qui n’esgjubes En effet,
une molécule n’est pas un ensemble d’atomes fixes les unaggaont aux autres,
elle est le théatre de mouvements internes qui s’ajoutem@uwement global
de diffusion rotationnelle et translationnelle. Ces maugats peuvent étre des
vibrations et des rotations rapides autour d'une ou plusiéaisons. Pour les
protéines, il existe aussi des mouvements lents et/ou désogui impliquent un
grand nombre d’atomes et qui sont directement liés a leuaméme d’action et
a leur fonction : on peut citer ici les mouvements liés adisiérie, au repliement,
a la catalyse et aux interactions avec des ligands.
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couplages dipolaires résiduels

FiG. 1 — Echelles de temps des mouvements et observables RMN

2 Equations de la relaxation

2.1 Lequation pilote de Redfield-Abragam

Je ne détaillerai pas ici la démonstration de cette équaienl’on peut re-
trouver dans un grand nombre de revitesu d’ouvrages® traitant de la théorie
de la relaxation.

La théorie de la relaxation selon Redfiefdet Abragam est une approche
semi-classiqgue. Dans ce modéle, le traitement des spingiastique tandis que
le réseau suit les regles de la thermodynamique statistigus le cadre de la
mécanique classique avec continuité des niveaux d’énergie

L'évolution de la matrice densité est régie par I'équation 1. Cette matrice
densité décrit I'état des spins nucléaires en termes ddatigns et de cohérences.
Son évolution est déterminée par un hamitonien que I'on péparer en deux
termes : un hamiltonien indépendant du terfigset un hamiltonien stochastique
dépendant du tem§, (¢) tel queH, (t) = 0.

C;—j = —i [Hy + H; (2), o] (1)

L’hamiltonien H, décrit I'effet Zeeman et les interactions spins-spinsicis,
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hamiltonien dépendant du temfis (¢) inclut les interactions fluctuantes spins-
spins et spins-réseau. Pour imposer I'évolution des spns Réquilibre, il faut
introduire le termer,, matrice densité a I'équilibre.

exp~Ho JksT

Oeq = Tr (eprHo/kBT)

(@)

Le passage dans la représentation des interactions poyréarateur quelconque

Q est donné pa€) = exp™! Q exp—Hot, Ce changement de référence est équi-
valent au passage dans le référentiel tournant ou la dépeadas temps due a
I'effet du champB, est supprimée. Une autre opération consiste a décomposer
I’'hnamiltonien en produits de fonctions spatiales dépetetadu tempg-,(¢) par

des opérateurs de spilig, et ce pour chaque interaction impliquée dans la relaxa-
tion :

Hy(f) =) Ha(t) et Hy(t) =) VIFM(@) (3)
n q
Les opérateurs de spins sont développés sur la base dempévép) :
V=) YO avee w® = (4)

p.q

La fonction de densité spectrale non normalisée est défarie p

i n P

o (@) = 2 / FO W EM (1 + 1) expd” ™ dr (5)
0

ol m etn peuvent étre deux interactions différentes participard eelaxation.

On parle d’autocorrélation poun = n et de corrélation croisée pout # n. Le

terme de corrélation croisée désigne les phénoménes ridréaces entre deux

interactions fluctuantes : des termes apparaissent dgpés&teur d’évolution qui

n’existeraient pas pour ces deux interactions consid&@&egrément.
L'équation pilote de la relaxation pour la matrice densgg:e

do 1 mn ) - L
= =5 2 WV VI, (5(0) = Geq) lman () (6)
p,g,m,n

Pour un opérateuf) observable expérimentalement, on utilise les proprié&és d
(@) et de la trace des matrices.

@ = LT (Qa(n)] =Tr (@dj) 0



On parlera d’autorelaxation lorsque I'opératérest conservé par la relaxation
et de relaxation croisée lorsque la relaxation transfofopgrateur?) en un autre
opérateurP.

Les deux équations 6 et 7 permettent de calculer les vitakseslaxation
de différentes cohérences ou populations sous I'effetefactions magnétiques
fluctuantes en utilisant I'expression des hamiltoniensagederniéres.

2.2 Fonctions de corrélation et de densité spectrale
2.2.1 Définitions

La fonction de densité spectrale normalisée) est la transformée de Fourier
réelle de la fonction d’autocorrélation normaliség"(¢) :

J(w):/o ooC““(t)cos(wt)dt (8)

Pour des interactions de rang 2, la fonction d’autocorigatiu vecteuru est
donnée par

(1) =73 Vo000, 20 Vo (00), 2(0)) ©

m=—2

ou ) et ¢ sont les coordonnées polaires du vecteur portant l'intenaclans le
repere du laboratoire.
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Fic. 2 — A gauche, exemple de fonction de corrélation normaliS8e(t) ; a
droite, fonction de densité spectrale normaligée) correspondante.

Par rapport a la fonction de densité spectmlgn(wép)) qui intervient dans

I'équation 6, la fonction de densité spectrale normaligge) revient & ne garder
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que la partie réelle et & diviser par un facteur de norméﬂisaFf’z)(O)Fém)(Oﬂ
gu’il faut réintroduire lors du calcul des vitesses de ralion. Un exemple de
fonction de corrélation et de fonction de densité spectatelonné dans la figure
2.

2.2.2 Diffusion rotationnelle isotrope

Dans cette partie, nous formulons deux hypothéses. La prerhiypothése
est 'indépendance statistique du mouvement global et des/ements internes.
Cette indépendance est bien vérifiée lorsque les échellesrges des deux types
de mouvements different notablement. La deuxieme hypetb@ssiste a suppo-
ser que le mouvement de diffusion rotationnelle global sstrope. Cette hypo-
thése est relativement bien vérifiée pour un certain nombrprdtéines globu-
laires dont la forme est compacte et raisonnablement prdicime sphére.

Dans le cadre de ces deux hypothese, la fonction d’autdabaé C*" d’'un
vecteur unitairax s’écrit commme comme le produit de deux fonctions de corré-
lation selon I'équation

C™(t) = G (1) Cint' (1) (10)

La partie globaleC{™(¢) de la fonction de corrélation correspond & la diffusion
rotationnelle isotrope. Elle est décrite par une fonctioonmexponentielle dé-
croissante avec un temps caractéristigue

t

C(t) = exp <——) (11)
Tc

La partie interneC%'(¢) de la fonction de corrélation est décrite par la moyenne

d’ensemble de la fonction d’autocorrélation du vecte@u sein du repere molé-

culaire.

c(t) = (Pa(u(t) - u(0)) ) (12)

ou P, est le second polyndme de Legendgz) = (322 — 1)/2. On définit
alors le paramétre d’ordr§? par la limite aux temps longs de cette fonction de
corrélation interne :
S* = lim GR(t) (13)
On peut définir un repére local pour chaque vecteur tel{@yiesoit colinéaire
a l'axe z. Dans I'hypothése de mouvements de faible amplitude aufoue po-
sition d’équilibre du vecteun, la fonction de corrélation interng*(t) est :

int

Cit' () =1 =3 (ul 4wl )™ + 3{uy ()ue (0) + 1wy (t)uy (0)) (14)
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et le paramétre d’ordre est :

S*=1-3 <u?c + u§>eq (15)

2.2.3 Diffusion rotationnelle anisotrope a symétrie axiad

Nous nous placons a présent dans le cas plus général de tesléagant une
diffusion rotationnelle anisotrope a symétrie axiale Ensmrvant I'hypothése de
I'indépendance statistique des mouvements globaux atpeaen supposant des
mouvements locaux de faible amplitude autour de la posdiéquilibre dans le
repere local, une autre expression est obtenue pour laidondé corrélation du
vecteuru :

oy = 3 e P (L8 (02 + ) ) € (2 - u2))
+ 38 3(ua ()1 (0) + uy ()1, (0)) + & afus(t)u.(0) — uy(t)uy(o»]
(16)

Dans cette expression, les coefficiérgs, sont liés a la géométrie du systéme par
I'orientation repérée par I'angle du vecteur par rapport au tenseur de diffusion
(voir table 1). Les coefficients de diffusidn, sont liés au tenseur de diffusion par
D,.=6D, + (D” — DJ_)T2.

A\l 0 | L | 2
1 Yi(3cos? o — 1)? 3cos? psin? ¢ 3y sint
2 | 31(3cos?p —1)sin? o —3cos? psin? p 3/4(1 + cos? ¢) sin? ¢
3 3y cos? psin? ¢ 14(2 4 cos 2¢ + cos ) | Y4(3 + cos 2¢p) sin? ¢
4 9% cos? psin? ¢ =3 (1 4 2 cos 2¢p) sin? ¢ —3/ sin? o

TAB. 1 — Coefficients, ; intervenant dans la fonction d'autocorrélation dans le
cas d’'une diffusion rotationnelle anisotrope, en fonctien’angle, entre la po-
sition moyenne du vecteur et I'axe de symétrie du tenseuiffiesitn.

L'analyse de I'expression 16 montre qu’il n’est plus possite définir le pa-
rametre d’ordre comme la limite aux temps longs d’une fanctie corrélation
interne unique. D’autre part, I'anisotropie du mouvememaal acquiert une in-
fluence qu’elle n'avait pas dans le cas d’'une diffusion rotetlle globale isotrope
atravers les terme&u2 — u2)™ et (ug (t)u,(0) — u,(t)u,(0)). En absence d’ani-
sotropie du mouvement local, on peut néanmoins définir uarpetre d’ordre qui
a la méme expression que précédemment (voir équation 15).
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2.3 Expression des vitesses de relaxation de I'azdté\ du plan
peptidique des protéines

'

C
C c.. N
/\
O Ha R H

FiG. 3 — Elément du squelette d’une protéine. En rouge, I'aztte en bleu,
les deux interactions magnétiques qui gourvenent sa tidaxd ellipse bleue
représente I'anisotropie de déplacement chimique€Meet le couplage dipolaire
avec le spin déH en bleu est représenté par la liaison bleue.

La relaxation de I'azot&N du plan peptidique des protéines (voir figure 3) est
gouvernée par deux interactions. L'interaction la plusgast le couplage dipo-
laire avec Ié'H voisin qui donne lieu au termé& ,. Cette interaction est portée par
le vecteur interatomique,. La deuxiéme interaction magnétique est I'anisotro-
pie de déplacement chimique &l qui donne le terme?. Deux approximations
majeures sontici que I'axe principal de ce tenseur est éalie a la liaiso®N-'H
et que ce tenseur a une symétrie axiale. Nous considéronsegerigpe approxi-
mation que ces deux interactions sont portées par le ménbewet que la méme
fonction de densité spectrale peut décrire leurs effettasielaxation de’N.

(ugedh’}/HVN)Q et &z _ (’}/NBoAUN)2 (17)

2 _
O = 1078, 15

L'expression des vitesses de relaxation de I'azéikesous I'effet de ces deux in-
teractions magnétiques fluctuantes peut étre détermingdiages équations 6 et
7 et des hamiltoniens de ces interactions. Le calcul de liéiem des opérateurs
adéquats permet d’obtenir les expressions suivantes paetdxation longitudi-
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nale Ry, la relaxation transversale, et I'effet Overhauser nucléairg,, :

Ry = &, (37 + J(w — o) +6J(wa +wy)) +ai2J(@)  (18)

Ry, = d, (QJ(O) + gJ(wN) + %J(wH — wy) + 3J(wn) + 3J (wn + wN)>
+ a (%J(OHJ(MN)) (19)
_ Yt B (6 (Wi + wy) = J(wn — wy))

M = 1+ ’Y_N i) (20)

L'existence de deux interactions conduisant a la relaratist a I'origine d’ef-
fets d’interférences entre les processus de relaxatioelépporrélations croisées
(cross correlation qui ne seront pas abordés ici.

3 Analyse des vitesses de relaxation en terme de dy-
namique interne

Les vitesses de relaxation contiennent des informatiortiffiesion rotation-
nelle globale et de dynamique interne. La paramétrisat®maddiffusion rota-
tionnelle est plus aisée que celle des mouvements intelirn@dste deux types
d’approches pour cette derniere. La premiére est de postoléype de mouve-
ment particulier et d’en déduire les fonctions de corrélatt de densité spectrale
correspondante, puis les vitesses de relaxation. La dexexaoproche consiste a
définir une forme de fonction de corrélation ou de densit&tspke et a extraire
les parametres correspondants. Dans les deux cas, il d’agister des modéles
aux données expérimentales. L'approche de cartographietsté spectrale ré-
duite differe dans la mesure ou elle ne nécessite pas d’hgpes sur la nature
des mouvements ou la forme des fonctions de densité spedhié consiste a
résoudre un systeme d’équations.

3.1 Formalisme ditmodel-free de Lipari-Szabo

Le formalisme ditmodel-freea été proposé par Lipari et Szabdten 1982. En
1990, Clore et ses collaboratetfrent proposé une extension a cette méthode qui
est désignée paxtended model-freke principe est d’ajuster aux données expé-
rimentales, par la méthode des moindres carrés, une fordéaensité spectrale,
et ce sans faire d’hypothéses sur la nature des mouveméatsmoiéculaires.

L'approche initiale suppose que les mouvements interngiekbaux sont indé-
pendants et que la fonction de corrélation peut donc étieeémmme le produit
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de deux fonctions de corrélations (voir équation 10). LigarSzabo proposent
une fonction monoexponentielle décroissante pour la fonae corrélation in-

terne. Dans un premier temps, nous restreindrons ce modele @tation globale
isotrope.

() —exp—t et CE(H) = S+ (1— S%)exp — 21)

Tc Te
La fonction de corrélation interne fait appel a deux paraestLe premiers?,
compris entre O et 1, est appelé parametre d’ordre généetlisorrespond a une
mesure de la restriction spatiale des mouvements. Le squanaanetres:, est
appelé temps de corrélation interne effectif. La transtttion de Fourier réelle de
la fonction de corrélation donne I'expression suivanterpadonction de densité
spectrale :

S%7e (1— 8?7 1 1 1
J(w) = - aveC @ — = —+ — 22
(@) 1+ (wrc)? 1 + (wtL)? L Te * Te (22)

Pour que cette forme de densité spectrale permette une epradluction des
données expérimentales, il faut que les mouvements irgsoient nettement plus
rapides que le mouvement de diffusion rotationnelle global < 7. et que les
mouvements internes remplissent la condition < 1.

La généralisation a la rotation globale anisotrope s’écrit

2 o
Z A, [ ST +(1 & >TE’T] avec Lo %Jr% (23)
r E

1+ (wr)? 1+ (wTE,T)Q Te,r

ou les expressions dé. et 7, font appel au tenseur de diffusion rotationnelle et a
I'orientation du vecteur considéré dans le repére ou ceetarest diagonal.
Dans le cas ou; est trés petit, le second terme de I'équation 22 peut étre
négligé et on obtient une expression simplifiée :
S27.
1+ (wre)?
Il est bien entendu possible de faire la méme simplificatiansdle cas d’'une
rotation globale anisotrope :

Z ATy "1+ (wr,)? (25)

L'analyse étendue est utile lorsque I'inégalité: < 1 n'est pas vérifiée.
L'extension consiste a ajouter une deuxieme exponentiélleoissante dans I'ex-
pression de la fonction de corrélation interne :

J(w) = (24)

—t —t
Cov(t) = SES2+S2(1—S2)exp —+(1—-S2)exp—  avec  S? = 5252

Ts Tk
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(26)

La transformée de Fourier réelle du proddit"Ci* donne la fonction de densité
spectrale suivante :

SiSir | SHL—Sr | (1-SHr

J(w) = 27

(w) 1+ (wrc)? 1+ (wrl)? 1+ (wrl)? (27)
1 1 1 1 1 1

avec — = —+ — et - =—+—= (28)
’E Tc Ts ﬂ: Tc Te

Cette analyse faisant apparaitre quatre paramétreslalpssd, S?, 75 et e, il est

nécessaire de faire une hypothese supplémentaire lorsgtilise seulement trois

mesures expérimentales, par exemfile 12, etn,, : On suppose que: est petit

et que le troisieme terme de la fonction de densité speqimleétre négligé.
SESgre_ SH1- SYmy

Jw) =17 W) T 1+ (@n)? (29)

La généralisation a une rotation globale anisotrope egbtosi possible :

+2
_ SESSTT 53(1 - Sg)Ts,r
1= 3 ATy T T (%0)

r=-—2
Le traitement de la contribution d’échange a la relaxatrangversale se fait

par ajodt d’'un termeRe a la valeur prédite a partir de la fonction de densité spec-
trale. Un tel terme est introduit pour des rappds / R, )“*? nettement supérieurs
a ceux des autres positions dans la séquence des résidugrd&lae. Une autre
possibilité consiste a comparer des séries de mesuresiayhishamps magné-
tiques En tout état de cause, I'’échange chimique est miaalyé&par des mesures
specifiques telles que la relaxation longitudinale danseigrentiel tournant?,,
ou la mesure de la relaxation transvers&” pendant une séquence d’échos
de Carr, Purcell, Meiboom et Gill (CPMG) en fonction de léntalle 7.pye qQui
sépare les impulsions.

3.2 Cartographie de densité spectrale

L'expression des vitesses de relaxation de I'azohkeamide du squelette des
protéines fait intervenir cing points de la fonction de degnspectrale :/(0),
J(wy), J(wh — wy), J(wy) etJ(wy + wy). La détermination compléte de ces cing
points nécessite donc au moins cing mesures de relaxgtoependant, moyen-
nant une hypothese simplificatrice, il est possible de déter les valeurs de la

fonction de densité spectrale en trois points a partir des mesuresk;®, RS
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exp

et gy utilisées dans le formalisme de Lipari-Szabo : c’est ce qudppelle la
cartographie de densité spectrale réduigeljced spectral density mappjng2°

L'approximation utilisée permet la réduction du nombrendbnnues. Elle se
base sur les résultats de cartographie de densité spemtraj@été® pour suppo-
ser que, autour de la fréquenee, la fonction de densité spectrale varie peu et
peut donc étre approchée par une seule valédit(wy,). La variation de la fonc-
tion de densité spectrale est moins grande autour,dgue autour dev et de la
fréquence zéro.

J*M(w {J —wy) & J(wn) = J(wy + wN)} (31)

A partir de ces deux approximations, le systéme composéoisstfuations
18, 19 et 20 peut étre résolu. On obtient des expressiod§¥¢0), J°(wy) et
JS°M(wp) en fonction des trois observables RMI®, RSP et ngf.

Rexp .
I (wn) = 5 v (M — 1) (32)
N?%exp TN
JSom _ 1 1— T (P 33
1 18")/]\7
JoM)) = — — 6ReXP Rexp 3 exp __ 1 34
D = ] R G ) o

Les expressions des paraméti@set d2, sont données dans I'équation 17. Les
trois valeurs/s®™(0), J5"(wy) et J°"(wy) sont des estimations dE0), J(wy)
etJ(wn).

Lors de cette approche de cartographie de densité specithléde, il faut se
rappeler que la contribution de I'échange a la vitesse dexation transversale
Rex Nest pas prise en compte (sauf si 'on rempldeg® par RSP — Rex dans
I'équation 34). Les effets de I'échange conformationnet ke traduisent par une
contribution apparente &(0) qui est donc surestimée.

Il existe différentes variantes de cette analyse qui fotetrienir soit des me-
sures’ a plusieurs champs magnétiques, soit la mesure d’un plusl grambre
de vitesses de relaxatidf.

3.3 Modeles de dynamique

De facon générale, il y a deux possibilités pour comparer odéte de dy-
namique aux mesures expérimentales de relaxation. La ererast de calculer
les fonctions de densités spectrales a partir du modeleeet déduire des vi-
tesses de relaxation que I'on compare aux vitesses mesxpésmentalement.
La deuxieme possibilité est d’analyser les données expatiates selon le forma-
lisme de Lipari et Szabo et de comparer les parametres abgreux qui sont
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prédits par le modele. Bien que moins exigeante du point dales calculs, cette
approche a I'inconvénient d'imposer une forme aux fondide densités spec-
trales qui n'est pas nécessairement adaptée a tous lesanatieldynamiques.
Parmi les nombreux modeéles utilisables (voir une revugivelment completé),

on peut citer notamment la diffusion dans un céhles sauts entre deux sit&st®

et la combinaison des deux précédéeit¥ qui ont été proposés en association
avec des formes de fonction de corrélation interne. Le ne8BFGAF @D gaus-
sian amplitude fluctuation€-22 propose d’analyser les mouvements internes en
terme de rotations des plans peptidiques autour de trogs dexiste en outre des
modeles de contaét? qui font intervenir la structure statique de la protéine par
le biais des densités atomiques.
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