Proteine ricombinanti per studi
strutturali.
Caratterizzazione biofisica:
Analisi dello stato di aggregazione



Analisi dello stato di aggregazione:
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Analisi dello stato di aggregazione :

Aggregazione
Diversi Tipi di aggregati

# dimensioni

External stresses
|{I & Pr temp’d Lmear/ ordered aggregates
salvent campaun S O m_’ (D 1. 100um
Native Dimer
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Amorphous/ disordered aggregates
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Native quaternary '
structure Subvisible particles

# emivita
# stabilita (da ms a giorni)



Analisi dello stato di aggregazione :

Metodi per I'analisi dello stato di aggregazione:

SEC
F3 (flow field fractionation)
AUC (analytical ultracentrifugation)

LS (light scattering)



Analisi dello stato di aggregazione :
DEFINIZIONI di R
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Analisi dello stato di aggregazione :
SEC

Metodo principale

void volume
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perturba la distribuzione degli aggregati:

* Diluizione e Variazione del solvente

* Filtrazione di aggregati insolubili

* Interazioni aspecifiche con la matrice

Non rileva associazioni non covalenti rapide e reversibili

Bassa sensibilita (20.1%)
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Analisi dello stato di aggregazione :

F3 (flow field fractionation)
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Analisi dello stato di aggregazione

F3 (flow field fractionation)
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Analisi dello stato di aggregazione :

F4 (flow field flow fractionation)
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Analisi dello stato di aggregazione :

F4 (flow field flow fractionation)
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Analisi dello stato di aggregazione :

F4 (flow field flow fractionation)

b) Reversed modes

1. Steric Mode: 0.5-10 mm (dipende solo dalle dimensioni)
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Analisi dello stato di aggregazione :

F4 (flow field flow fractionation)
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In soluzione /nativa/non distruttiva

Elevata risoluzione/versatilita/ selettivita

Ampio intervallo di dimensioni

Accoppiabile con diversi detectors

Flussi e campi modificabili per una migliore separazione
Complementare a SEC

f ¥ _1\
:
— -

* Risoluzione vs velocita
* Costo

* Scarsa diffusione

*  Piccola scala



Analisi dello stato di aggregazione :
AUC: basi
RCF = 1.1118 x 10° x r x RPM?

elevata velocita angolare (120.000-150.000 RPM) impone elevate forze centrifughe su particelle in soluzione (<10um)
separa in base delle differenze di peso %=

F.= Forza centrifuga = m w?r
con w= 27t (giri/min)/60

Contrastata da Fg= Forza di galleggiamento
Fe= Forza d’attrito

—

dr M(1-V “
Tasso di sedimentazione — = (—p) w2r -

dt N, o

Vi ' N\ ..'1 )

M= MW % B
v = Volume parziale molare Fc
p = densita

F = coefficiente di frizione

dr N, f
- . . . ——l 2¢yy—__AJ
Coefficiente di sedimentazione S= e (1/w?r) M (1-Vp)

Equazione di Svedberg (1923)



Analisi dello stato di aggregazione :

AUC: strumentazione

Rotore a T controllata: celle analitica
bilanciamento
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Analisi dello stato di aggregazione :

AUC: setup
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Analisi dello stato di aggregazione :

AUC: setup

2. Equilibrio di sedimentazione (SE):

la sedimentazione e bilanciata dalla diffusione
— gradiente esponenziale delle []

Metodo termodinamico
- MW e STECHIOMETRIA:

Absorbance
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Analisi dello stato di aggregazione :
AUC

FIRST PRINCIPLE

In soluzione /nativa /no distruttiva
Risoluzione

Ampio intervallo di dimensioni
Complementare a SEC

R

Difficile quantificare aggregati irreversibili
Costo

Scarsa diffusione

LT



Analisi dello stato di aggregazione :

LS (Ligt Scattering)

Originata da radiazione elettromagnetica
che induce un dipolo oscillante nelle molecole
ELASTICO - non € associata a transizioni elettroniche

S
-

Direction of Incident Radiation

. JK‘
b2 > >

Raleigh Scattering Mie Scattering
r<<i\ I>>A
MIE ratio Xy = 2mr/A<<1

scattering isotropico dipende da r e da A con un intensita

81t

=g

(1+ cos”h).

R= distanza dal detector
o= volume di polarizzazione

laser

- =~ "isotropic scattering =" - -.

-
-
-
»
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paolarization

laser

measure 14(0) / |,

N/

scattering volume
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Analisi dello stato di aggregazione :
SLS (Static Light Scattering)

misura la media dell’intensita di scattering in un At

Rayleigh Equation
—
KC 1 |
—_—= ( -t 24,C }—
LM (©) R, M P(6)
K = Optical constant C = Concentration
M = Molecular weight Rs = Rayleigh ratio
A, = 2% Vinal coefficient P(8) = Shape (or form) factor
A, <0 le particelle tendono a restare in soluzione
=0 (O solvent)
>0 le particelle tendono ad aggregare/precipitare
Costante ottica Rayleight ratio Dipendenza angolare
e In,’ 167°n.°R> (@)
K=—"—(n, ..".’.’.'.) L PO=1+——2_¢ sin}| Z
\" T 3,5_',' \ 2]
A= |ase-|' wave[eng[h 1* ’ntenS")‘ of al'lalyte (Sample | - solvent l] o - -
N,= Avogadros number 1, = Sovent R j il i
n, = Solvent RI I, = Intensity of standard (toluene) ng

dn/dc = differential Rl increment n, = Standard (toluene) RI
R-= Rayleigh ratio of standard (toluene)



Analisi dello stato di aggregazione :

SLS (Static Light Scattering)

scattering isotropico per molecole con Rg £ 12nm e polimeri random coil con MW< 100kDa

' < s I |
P(6) =1 DEBYE PLOT —=| —+24,C |
K, M '
25
41 Pendenza=1/MW
< “"7 Intercetta=2A, I,
R
E 1-5_: ff_.aa—"’ﬂ""_l/_,/;
%ﬂ 1.0
0.5
l:.'I:I_""l""l""|""l""l""l"""'r"'
0 g 10 5 20 3 30 35 40

Comocentralion (ivgfmnl.




Analisi dello stato di aggregazione :
MALS (Multi Angle Light Scattering)

In caso di scattering non isotropico

molto sensibile
Veloce e accurato MALS detectors

media dei MW
indipendente dalla forma

AZ
SEC/MALS

First principle
MW assoluti e per la frazione vicina al limite di esclusione ‘

rileva/quantifica popolazioni %
HT T

T

Eredita i svantaggi della SEC
Sensibilita dipende dal detector
Basso segnale/rumore




Analisi dello stato di aggregazione :
DLS (Dynamic Light Scattering): basi

basato sul moto browniano delle particelle in soluzione

inversamente proporzionale alle dimensioni

Equazione di Stokes-Einstein :

ks T

[ —
6mMR,

D= coefficiente di diffusione traslazionale
M= viscosita




Analisi dello stato di aggregazione :
DLS (Dynamic Light Scattering): basi

dimensione

idratazione

Se c'e sedimentazione, il moto non e casuale:

¥

limite di dimensione superiore

(limite di dimensione inferiore dipende da segnale/rumore).



Analisi dello stato di aggregazione :
DLS (Dynamic Light Scattering): basi

small dj,

Misura le fluttuazioni dello scattering della luce nel t
intorno a un valore medio [
Analizzabili mediante la FUNZIONE DI AUTOCORRELAZIONE: 1040, ti.

..Ijl....J.]-_l..'.:__ VT FPY | N P TORR AR TR TR

L

g(t) = B+Pexp(-2 T 1) :
t t
o | slow fast

B linea di base della fluttuazione
B Ampiezza
M= qz D Large particles Small particles

q=(4ntn/A,)sin(6/2)
n=IR
0= angolo di scattering maggiori ampiezze _

-

fluttuazioni piu veloci

A r )
Recorded .L___‘__\ B “\\ . \-

Shifted

v

Quantifica quanto e simile I'l scattering (la distribuzione delle popolazioni) fra il tempo t e il tempo t+t



Analisi dello stato di aggregazione :

DLS (Dynamic Light Scattering): basi

FUNZIONE DI AUTOCORRELAZIONE:

Correla variabili casuali in due punti diversi (s o t) in funzione della distanza tra i punti
Contiene tutte le informazioni relative alla diffusione delle particelle

2 2 Time when decay sta
G (T =1{t)x 1t +T) /(Imean) s
087 l
CORRELOGRAMMA Intercept sl - -

07}

" i

o 06t

"g 1 Gradient i.!‘!-':'i-.'t-‘l'-.':-'%

~ g 55;: the polydispersity

L % 1 / n—

- e |

o g 041

= ?

S 5

o S gat

o

o 1

8 ‘ 02t

QD: m: Baseline

Delay time(T) B \ lr

01 10 1000 100000 10000000

Time: (us)
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Analisi dello stato di aggregazione :

DLS (Dynamic Light Scattering): setup

Computer

Legge di Einstein_Stokes
+ tre algoritmi matematici

Estraggono i tassi di decadimento di G (t)? >

distribuzione di dimensioni

Amplitude (a.u.)

0,06
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0,04 |
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0,02 |

0,01

0,00

Cumulant vs Pade Laplace vs SEI

1

1(t)

Larger particles

Time

Smaller particles

Larger particles
—— Smaller particles

o
/\ o
/ | -
1,00 10,00 100,00 1 000,00

Particle size (nm)

10 000,00



Analisi dello stato di aggregazione :

DLS (Dynamic Light Scattering): setup

CROSS-CORRELATION per risolvere il problema dello scattering multiplo



Analisi dello stato di aggregazione :

DLS (Dynamic Light Scattering): setup

G (1)2 > D> R,

% Intens ity

Distribuzione di dimensioni: 0
* Valore medio = R,
* lLarghezza = POLIDISPERSIONE

1.00 10.00 100.00 1.0E+3 1.0E+4 1.0E+5

Radius(nm
R,, = stima del MW = (aR,) P
o Dipende dalla densita della particella
B Fattore di correzione dello strumento
_ = H 3
B . c
e .::
i o 'S
2 5 ' 3
i F oy T g
® | ol W ﬂ
1
I:—-’I:.-\. . I-\_F'I i
> % 0 = Il |
i i S i B R R R R S B -
=R H = E * 5 @R ::



Analisi dello stato di aggregazione :

DLS (Dynamic Light Scattering):

Distribuzioni delle popolazioni dipendono dall’indice utilizzato

NUMBER VOLUME INTENSITY
3
p a A r'"'|
3 1 g 1000 3| 1,000,000
g = £ £ (]
R R * |
2 2 2 |
© © © f
[1}] 1] Q
o 14 v .' t
1 1 [
A . J
T  Ea 1 o 1
5 10 50 100 5 10 50 100 5 10 50 100
radius (nm) radius (nm) __radius (nm)

) A

soggetto a molti errori



Analisi dello stato di aggregazione :
DLS (Dynamic Light Scattering): POLIDISPERSIONE

indice di purezza conformazionale:

In teoria g(t) dipende dallo scattering di una singola specie dominante
deviazioni dal profilo esponenziale teorico di g(t) misura la polidispersione:

25 . + 100
20 IR I O T T T EIETETETTTTETETTETEOYETET
. N . . . . . . '5 ST I I I A A
presenza di impurita o aggregati: picchi addizionali
10 :
5 f e e , ..............
(4] bbbt ¥ b "
1 10
Size (dnm}
40 ....................................................................... - 1w
f e ameatdeneeeae e a e e e aae e e T %0
- €0
. . . . . 40
presenza di altre conformazioni: picco asimmetrico : b
: c 20
-t +—t— ' — 0
100 1000 10000

Size (d nmj



Analisi dello stato di aggregazione :
DLS (Dynamic Light Scattering): POLIDISPERSIONE

correlato con il successo di cristallizzazione:

polidispersione <15%

- distribuzione unimodale/campione monodisperso

-> 70% probabilita di successo

monodisperse
narrow size

ey .~ distribution

Q.

a2,

2

B

c

2

b=

4 5

log MW (g-mol™)

polidispersione >30%

- 8% probabilita di successo

broad size
distribution
polydisperse

\

Intensity (cps)

4 5
log MW (g-mol~)
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Analisi dello stato di aggregazione :
DLS (Dynamic Light Scattering): POLIDISPERSIONE

(A)
Ry medio 3.4nm, polidispersione 10%
Elevata probabilita di cristallizzare

B0 doc = FAKk@H:H B @ & @ &
uuuuu

(B)
Rymedio 6.8nm, polidispersione 14%
‘ Polidispersione piu alta ma ancora buona probabilita di cristallizzare
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e
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2
|- ¥
iz
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i
1308 T
2074

(C) R, medio 3.4 e 10.2nm
Minore probabilita di cristallizzare

4

q
250
]
13047

i

“ (D) R, medio 3.4,10.2 e 19.3nm
Bassissima probabilita di cristallizzare
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Analisi dello stato di aggregazione :
DLS (Dynamic Light Scattering): POLIDISPERSIONE

Sample Crystals
e LISE( 1= 3100+ DNA MO
m— USF(1- 260+ DNA NO

Normalized frequency (%)
3

0 700 1400 2100 2800 3500
Apparent molecular weight (kDa)
Sample Crystals
— Maxi1-113+DNA NO)

— Maxi11=1100+DNA NO
— AN 2211 3) 4 1NA

=]

Normalized frequency (%)
S 8 8

=]
'
A

50 55 60 65 70 75 80 B5
Apparent molecular weight (kDa)



Analisi dello stato di aggregazione :

DLS (Dynamic Light Scattering)

Effetto della filtrazione: A Post filtrazione
BSA (2mg/mL) !1 — — - Pre filtrazione
Aggregati rimossi = 40- T i
R,7.4+1.0nm a 20°C = { \_
la polidispersione (12%) non viene modificata E \]

2 20+

c

Effetto della centrifugazione:
drDRS-2 (8mg/mL) 1 1

= r}———-—

r T ST T T
100 1000

Senza centrifugazione: aggregati: 1% in massa e 22% in I; clh ynm)
popolazione principale (R,;8.7+2.2nm e polidispersione 25%).
Dopo centrifugazione:
popolazione principale (R,,8.5+1,1nm e polidispersione 13%).
c + /1 Post centrifugazione (10000RPM)
-% / \ — — = Pre centrifugazione
c =
o 3‘; 20 ’ \I
=
g : ‘ "
£ E N
8 [ v v
1 10 100 1000 10000 n1 o 100 000

Time (us) dn (nm)



Analisi dello stato di aggregazione :

DLS (Dynamic Light Scattering):

. s A
Effetto della viscosita: R Post correzione
X \ — — = Pre correzione
hpERS-2 (1 mg/mL) a 20°C > 201
(R47.0+1.0nm a 20°C, polydispersione 14%) ®
s : s c
Non c’e effetto della correzione per le proprieta del solvente 8 10
c
0 - - B -
1 10 100
Effetto della viscosita con la T: dh (nm)
la correzione per le proprieta del solvente sposta le distribuzioni verso diametri minori
A A I
o M hpDRS (1mg/mL)a 12°C BMV (0.05mg/mL) a20°C/
£ s A\ (Ry11.0+3.0nm, 1 (R,32.045.0nm, g Post correzione
; i & polydispersione 26%) ag{ polydispersione 16%) | |~ — -Precorrezione
s I | |
@ 10 F| : I
c ! | I "‘
g f h 10 1
£ 5- ! | / \
! \ - TR -
0 Za’r : \l\ : e DR 1‘ \'}'ﬁh:
1 10 100 1 10 100



Analisi dello stato di aggregazione :

DLS (Dynamic Light Scattering):

Yy
71

gamma di dimensioni (>10°)

Misure all’equilibrio termodinamico e in soluzione, non distruttive
Elevata sensibilita a grandi aggregati

Indipendente dalla natura chimica

Misura la polidispersione

R, dipende dalla forma

Scarsa risoluzione

forma/oligomerizzazione (va accoppiata con SEC)

Scarsa quantificazione delle frazioni

Aggregati molto grandi mascherano la componente principale



