Proteine ricombinanti per studi
strutturali:
cristallizzazione



Cristallizzazione:

Cristalli in natura
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Cristallizzazione:

Fasi per risolvere una struttura cristallografica:




Cristallizzazione:

Caratteristiche dei cristalli

* in media composti da circa il 50% di solvente

* numero relativamente piccolo di legami intermolecolari deboli

Parametri chimico-fisici

Parametri biologici/microeterogeneita
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Cristallizzazione:

Solubilita delle proteine
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Protein solubility

Cristallizzazione:

Diagramma di fase della Solubilita
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Cristallizzazione:

Solubilita e forza ionica

Salting in (bassa solubilita a bassa forza ionica)
Salting out (bassa solubilita ad alta forza ionica)

Solubility

Hydrate

shell Salting in

Salting out

Salt concentration ——»



Cristallizzazione:

Retta di Solubilita
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Cristallizzazione:

Diagramma di fase: zona metastabile

limiti della zona metastabile definiti dalla condizione di stabilita:
1 metastable precipitate + protein solution
solution two-phase region —_
- will unstable, spontaneous (6°G / dx?)>0
b= eventually decomposition
o separate - . .
= iﬁto protein G = energia molare media di Gibbs
ch (maybe in form
Q B of crystals) - . .
; solubility plus saturated ' x = frazione molare della proteina
% L solution  gecomposition
a clear protein solution line curvaturadi G <0
single phase . . . ..
stable soluzione altamente sovrasatura instabile (decomposizione).
t Precipitant concentration —»
Pure water
Metodi:

e aggiunta di un precipitante,

* scambio di solvente mediante dialisi,
» diffusione dell'interfaccia libera,

e variazione del pH



Cristallizzazione:

Driving forces

Una proteina e stabile in soluzione quando sono presenti interazioni nette con il solvente
Energia libera di solvatazione AG, = AH, - TAS,

Energia libera di cristallizzazione AG_ = AH_-T(AS -AS

protein solvent )

' Denatured protein
Adijust solubility ’

in supersaturated

protein solution

/' & ‘-;i‘

Precipitate
=a:= Crystal
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Cristallizzazione:

Fasi

Protein concantration



Cristallizzazione:

Energia di Nucleazione

Dipende dal raggio critico di nucleazione r

equazione di Gibbs-Thompson:

AG, #=-4/3 nr3 kT Inp + 4mrly

B =C/C,eil coefficiente di supersaturazione

C, concentrazione massima all’equilibrio

Free energy AG, =—»

C concentrazione effettiva della soluzione metastable —V'I’3
supersatura super-
v aumento dell'energia dell'interfaccia libera saturated 2-phase
solution, equilibrium
single crystal
phase +
saturated

solution

Critical nucleus radius r =——»

Per una data sovrasaturazione ed energia superficiale, raggio critico se 3G / 6r = 0 (picco curva rossa)



Cristallizzazione:

Nucleazione

zone di nucleazione in un diagramma di fase
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Cristallizzazione:

Crescita

Immagini AFM:

superficie di cristalli di glucosio isomerasi:
modelli di crescita a isola e a spirale (piu comuni)

27 x 27 um?

nuclei 2D sulla superficie di cristalli di citomegalovirus:
crescita di un strato
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Cristallizzazione:

Maturazione di Ostwald

Processo spontaneo - i cristalli piu grandi energicamente favoriti

The depletion zone -
is increasing around
the crystals.

The amount of precipitate
continues to diminish.



Cristallizzazione:

Optimization & Automated Imaging | 1

High Throughput
Matrix Screening of
Target Protein

Experments Stored in Minswel HT/UV with Gallery 700 Incubators
- Temperatse & moistuee controlled (4°C, 20°C)
- Robotic system tranzports plates into imaging chamber
Fully Automated Monitoring and Documentation Initial Crystals
- Routine scheduled smaging of expermental drops

- Imaging in wisible, monochromatie, and UV flnorescence
- Web based Crystl Tk Sofrware monitaring, note-taking, V

Gradient Seeding
Optimization Optimization
)

[T Bey

VDT
e Full Seed Stock

15 Seed Dilution

1:10 Se=d Dilution :
Structure Solution ‘




Workflow

Gene X - soluble
protein construct

!

Cristallizzazione:

Prepare random
screen or use kit
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¥
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Cell constants, Laue
group, determine
data collection and
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Pursue next crystal
or different cryo-
buffer




Cristallizzazione:

problema di campionamento / ottimizzazione multivariata
Infinite combinazioni di pH e tipo di tampone/ agente precipitante/Sali e addittivi vs limitata quantita di campione:
J dimensionalita

J spazio

Approccio bayesiano

spazio di campionamento multivariato (multidimensionale) scarsamente popolato

Crystallization Protein Space Crystallization
Success Space Success Space

Protein Space



Cristallizzazione:

problema di campionamento / ottimizzazione multivariata

eSparse matrix sampling (combinazioni gia usate con successo)
eRandom sampling

eGrid screens

eFootprint screen
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senza conoscenza preliminare: Random sampling approccio piu efficiente (specialmente per eventi rari)
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Cristallizzazione:

problema di campionamento / ottimizzazione multivariata

- -~ 60% al di sotto della propensita media

2/3 probabilita

Crystallization propensity of protein samples
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Frequency

Cristallizzazione:

Dipendenza dal pH

2500 - |
pH from PDB 16004 pl from PDB

2000 -

1500 —

1000 -

500 -
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Cristallizzazione:

Agenti precipitanti

Salts

Volatile organic solvents Polymers

Nonvolatile organic solvents

Ammonium sulfate
Ammonium phosphate
Lithium sulfate
Lithium chloride
Sodium citrate
Ammonium citrate
Sodium phosphate
Sodium chloride
Potassium chloride
Sodium acetate
Ammonium acetate
Magnesium sulfate
Magnesium chloride
Calcium chloride
Sodium formate

Sodium tartrate

Ethanol

Propanol
Isopropanol
Dioxane

Acetone

Isobutanol
n-Butanol
tert-Butanol
Acetonitrile
Dimethyl sulfoxide

1,3-Butyrolactone

Polyethylene glycol 1000, 3350, 6000, 8000, 20000
Jeffamine T, Jeffamine M

Polyethylene glycol monomethyl ester
Polyethylene glycol monostearate

Polyeneamine

2-Methyl-2.4-pentanediol (MPD)
2_5-Hexanediol

1,3-Propanediol

Polyethylene glycol 400

Jeffamine 400



Cristallizzazione:

Agenti precipitanti: sali

HOFMEISTER SERIES ('lyotropic series')
Cations
NH,* K* Na* Li* Mg 2+ Ca? guanidinium®

S02 HPOZ 10, F @ NOs ClOs O:m.- @

Anions
E“ ﬁ. i .:::: :ﬂ
. i 11
e
4 el ] : K
protein solubility
hydrophobicity
surface tension ; S
ﬂ%ﬁd‘: I e




izzazione

Cristall

Dipendenza dagli agenti precipitanti

Crystallization propensities of reagents
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Cristallizzazione:
Requisiti

Attrezzatura fondamentale:

* stanze a temperatura controllata (4 ° Ce 20 ° C),
* Microscopio con polarizzatore (birifrangenti)

* piastre

* loops

Elevate quantita di proteine molto pure (~ 10mg / ml)

Reagenti di elevata purezza




Cristallizzazione:

HT set up

.. ‘ single
I channel

1

= 96-channel i} dispenser
P dispensefF=="E S

s

1A

» : _ .
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Cristallizzazione:

Possibili risultati

Gocce limpide

Precipitati

Separazione di fase

Sferuliti




Cristallizzazione:

Possibili risultati

Materiale cristallino e micro-cristallino

Cristalli

4 troppo piccoli 5 cristalli e ricci 6 maturazione Ostwald

3 anisotropi

ITZIT test (soaking con blu di metilene): discrimina da sali



Cristallizzazione:

Screen evaluation

Crystallization sheet for bovine trypsin Date:

Protein concentration: Drops: 5 pl protein + 5 pl buffer
AlBl C Dates:
Buffer system used: 0.1M MES/Tris = Temp:
0.2 M ammonium sulphate 0.3 M ammonium sulphate D E F
20 25 30 20 25 30 % PEG 8000 G|H|I
6.0
7.0
A: B: C:
8.0
; : F:
|
20 : H: I:

1: light precipitate 2: precipitate 3: heavy precipitate
4: small spherolytes 5: large spherolytes

6: small crystals? 7: needles 8: crystals

Other notes:



Cristallizzazione:

Ottimizzazione
Initial Screen Optimized Screen 1 Optimized Screen 2 Optimized Screen 3

1 2 3 4 5 6 7T 8 910112 123 4 5 67T 8 9 10112 12 3 4 5 67 8 910112 1 2 3456 7 8 91011 12

TOmMmMmOo O @R

I Q@mmBooOmpP




Cristallizzazione:

Metodi

1. batch method e e ] L

drop drop
freservoir solution

2. dialysis
| g [
~1=1

microdialysis button

3. vapour diffusion:
hanging-drop E | “}{ sitting-drop ggﬂ 00ty = —5==

figure 2 H.0
L

reservoir solution

0 N N

4., Free interface diffusion

E]]]ﬂarw & ¥y ¥ (T4 -.'.'HI[I_J‘] EJJ]]]w- TH, Fx L, b W h’.E[[::I EDHI &

sample reagent samnle [ reacent diffusion crystal



Cristallizzazione:

Metodi

| diversi metodi di cristallizzazione attraverso lo spazio delle fasi cristallizzazione in percorsi diversi:

Risultati molto diversi

A
f"(l : _
/
/ ’ :
? : ; L
angngarop  shngaop  boion Moo, Freellerace ) umngarpvo
under oil 1 hanging drop VD ] microdiffusion

hanging-drop
vapor diffusion vapor diffusion



Cristallizzazione:
Vapour diffusion:
Mix cocktail Turn slide and Observe for

and protein on seal well crystal formation
glass slide

T

AN oo

Well with crystallization cocktail Vapor diffuses
(precipitants, additives, into well, Harvest and mount
detergents, etc. — unlimited concentrations in crystals

combinations possible) drop increase

N | i.Iil InNa science I|I



Protein concentration

labtech

Cristallizzazione:

Sitting drop

growth

\
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(B) Drop volume decreases, increasing concentration
of both precipitant and protein




Cristallizzazione:

Hanging drop

R
co o

SIS
o @

ssesl |

Figure 5.24. A standard configuration for hanging drop protein crvstallization

\ spontaneous growth k Spontaneous
T gt \ Nucleation , Nucleation
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Cristallizzazione:

Batch method

Drop Floating
under oil drop in oil
Ee—— M H i'

\ spontaneous

growth \\ nucleation

Protein concentration

Pure water Precipitant concentration =
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Cristallizzazione:

MicroBatch method

nucleazione controllata scegliendo il tipo e lo spessore dello strato di olio
* Screening: miscela 50:50 di olio di paraffina e olio di silicone
e Ottimizzazione: olio di paraffina Crystallisation

Oil
Microtip \— Dispensing
tip

Paraffin Qil

- N\

1. 0.1-3 plL droplet 2.

Low density
oil

2 eeggeeooog oo o)
Rxxxxxoal | 39232222 | O
KRRl | 83555322 | O
gemeaggomoagooll || 9000000 | |
mueuxees | | 558588 | [0
oooooomogges | | 55950000 | O
wxxemom | | 85353838 | |0
@0 o0onooogan | [ 99999°9° | ||~
Egﬁﬁgggg Microbatch Plate ) O
SHEEENERE Oseeds
22930000 00000 02 @" e

BRVRVRRR ."“‘

Vapor Diffusion Plate




Due modalita:

acqua distillata: inversione del salting-in
precipitante concentrato: salting-out

Cristallizzazione:

Dialisi

—

spontaneous
nucleation

Protein concentration

Pure water

© Garland Science 2010

Precipitant concentration ——»

coverslip (or sealing tape)
crystallization droplet

vacuum
grease

J well of the

VDX

_%ystallization plate

iy

8T

A \

microdialysis chamber

\

reservoir solution

wversllp (or sealing tape)
crystallization droplet

— vacuum
= 2 — orease
,ﬁJ_ J well of the
VDX
,%ystallization plate
reservoir solution

AN

g N

microdialysis chamber



Cristallizzazione:

Free interface diffusion

N

Capillare inserito in un gel saturo di soluzione precipitante: cristalli di una particella virale (diametro 640 A).

Edy i 3 0 30, 1

x

spontaneous
v ! nucleation

[
Protein concentration —»

t=t; t=ty

Pure water Precipitant concentration —

Cprec



Cristallizzazione:

Free interface diffusion

Chip microfluidico per screening

8 reagent chambers 8 protein chambers

channels
T FETERET T

8 reagent supply channels Protein supply channel

© Garland Science 2010



Cristallizzazione:

Seeding
macroseeding:

MACROSEEDING
A.

Pick up a crystal from drop
capillary

BN\ seed crystal mother liquor
syringe { .

- pre-equilibrated
protein solution

sitting drop capillary &,
well

inverted

pot
reservoir
solution

Transfi stal to pre-
B Wash crystal repeatedly RIS eamm

in stabilizing solutions. * equilibrated drop

seed crystal

Stabilizing solutions

pre-equilibrated
sitting drop protein solution
well
inverted
pot
reservoir
solution



Cristallizzazione:

Seeding

microseeding (
E - T T -
seed
B T e .- drop
4l E,:’: :.':"‘ - ’,
-:r,;’: ; ,: I- )
I
. crush dilution
streak seeding crystals series

STREAK SEEDING
.

Crystals grow along streak line

probe

W('I(Jdl._ n shaft

cut pipette tip

cut whisker tip

B o

“h"l“r LI.1|. to size

B.

. pre-equilibrated
sllli?g drop protein solution
we

pot
reservoir
solution




Cristallizzazione:

Microseeding & screening

senza seeding con seeding
1 2 3 4 6 6 7 8B 9 10 11 12 1 2 3 4 6§ 6 7 8 9 10 11 12
A ] A
B B
Cc c
D D
E E
F F
G G
H H
(@)
1 2 3 4 6§ €6 T 8 9 10 1 12
A A
B B
c c
D D
E E
F F
G G
H H
© @)
Uﬂ‘ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 6§ 6 7 8 9 10 11 12
) A A
B B
Cc c
D i i D
E E
F F
G G
H i =i H
(@
1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12
A A
B B
(o} c
D D
= E
F F
G G
H ] | | H
@
1 2 3 4 5 6 ¢ & 9 0 1112 9 10 11 12
A A
B B
c c
D D
fa) (b) D o
F F
G G
H | H




Cristallizzazione:

Membrane system

A Stripping solution B
Microporons Cilass
Microporous hydrophobic mixdule
hydrophobic imembrane -
membranes f

!

Protein solution

Cilass cuvelle

S

T

%)

v[”

Protein Stripping
solutizzz solution

Configurazione a flusso forzato della soluzione




Configurazione statica
Cristalli BPT cresciuti sulla superficie di una
membrana polimerica

Cristalli BPT ottenuti in configurazione

a flusso forzato di soluzione con solfato di
ammonio come precipitante

velocita di ricircolo della soluzione

(@) 423 um/s;

(b) 821 um/s;

(c) 1072 um/s;

(d) 1139 /s

Cristallizzazione:

Membrane system




Cristallizzazione:

Molecularly imprinted polymers

HN
2

(B)

Imprinted hydrogel

Cel

Imprinted polymers assisting protein
crystallization

Emmanuel Saridakis' and Naomi E. Chayen®



Cristallizzazione:

Nucleazione eterogenea

Control (no M Titanium(IV) Hydroxy- Dried Combination Combination
Protein nucleant) Fumed silica Sephadex Sand oxide Glass wool apatite Cellulose Horse hair seaweed of 9 nucleants of 4 nucleants
Total 1 — aF - i - T - T - T = T - T - <> - > - F -
Lysozyme 5 1 3 0 1 0 0 1 1 0 o] 1 0 2 0 1 0 4 0 7 3 7 0
Pepsin 3 0 1 1 2 0 0 1 0 0 0 2 1 0 0 2 0 2 0 4 1 ND
Trypsin 5 1 2 0 2 0 0 0 1 1 0 2 1 3 0 2 0 3 0 5 1 ND
Glucose Isomerase 4 0 3 0 1 0 0 0 0 0 0 1 2 2 1 1 0 2 0 3 1 ND
Ribonuclease A 6 0 4 1 2 0 0 1 1 0 0 2 2 2 0 3 1 2 1 3 2 ND
Myoglobin 4 0 3 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 2 0 1 0 2 0 4 0 ND
a-lactalbumin 5 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 2 1 3 0 0 0 ND
Catalase 5 2 2 0 1 0 0 0 0 0 0 2 1 1 1 3 1 1 0 6 2 ND
Xylanase 5 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 3 1 0 0 3 1 2 1 6 1 ND
Thaumatin 4 2 0 1 0 0 1 0 0 2 0 3 1 2 0 2 1 5 1 ND
Sum over all proteins 46 8 22 3 12 0 1 5 6 1 0 17 10 16 3 20 4 23 3 43 12 ND
Total effect —14 -9 -1 —1 1 7 13 16 20 31 ND
(crystallization hits)
Total effect (%) =30 -20 -2 -2 2 15 28 35 43 67 ND
For each protein/heterogeneous nucleating agent pair and the sum over all proteins, the number of new and missing crystallization conditions (“+” and “—", respectively) is shown, relative to the no-nucleant control. For the no-

80—
60
40
20

Critical

' : ~w= | Nucleazione in
pori/cavita

o
Pore walls |

Total effect on crystallization (%) :

Critical
nucleus

(@)



Cristallizzazione:

Nucleazione eterogenea

Agenti nucleanti realizzati in bio-vetro (CaO-P,0.-SiO,)

Lattamasi - Inibitore di serin proteasi




Cristallizzazione:

In acqua deuterata

effetti sulla struttura, stabilita e dinamica delle proteine
- importanza dell'idratazione
- influenza sulle cinetiche di assembly

50% D,0

100% D,0

Salmonella enteritidis fimbriae 14 pilin SefD: Domain-swapped dimer
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Cristallizzazione:

In acqua deuterata

0%

2 ‘face-to-face’ di

D,0

E

100% D,0

mers (') only.one fﬂthese dimers



Cristallizzazione:

In campo magnetico

1 mm

(a) H=0.64T . (b) H=0T

Effects of a Magnetic Field on Lysozyme Crystal Nucleation and Growth in a Diffusive
Environment

Jose A Gavira” and Juan Ma. Garcia-Ruiz

View Author Information ~

@ Cite this: Cryst Growth Des. 2009,9, 6, 2610-2615



Cristallizzazione:

In campo elettrico

e T
Metalic Plates | Cu
1 -
) E
4 —_—

4 [puphed {10 ul)
quuauunuunnu}i '
U'——Ehghlllm

T V= 5000veks

25 om

——t——ypgervoir (300 |I)

. o + + F + + + + + +

O New approaches on crystallization under electric fields.
(PMID:20025897)
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Hammadi Z, Veesler S@®

Progress in Biophysics and Molecular Biology [01 Mov 2009, 101(1-3):38-44]




Cristallizzazione:

In microgravita

B

virus del mosaico giallo della rapa (TYMV) <




