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funzioni e rilevanza fisiologica 

Escherichia coli

S. cerevisiae



Proteine di membrana:
funzioni e rilevanza fisiologica 



Proteine di membrana:
rilevanza farmacologica 

più di META’ dei TARGET FARMACOLOGICI sono proteine di membrana 



Proteine di membrana:
studi strutturali

Last database update: 
30 ago 2019 
Unique proteins in database = 943
Coordinate files in database = 2839

PDBTM (transmembrane protein selection of the 
Protein Data Bank (PDB))
PDBTM version: 2021-01-08
Number of transmembrane proteins: 
5685 (alpha: 5184 , beta: 464 )

http://www.rcsb.org/pdb


Proteine di membrana:
studi strutturali su proteine di membrana ad alfa-elica



Studi strutturali di proteine di membrana:
flowchart 



Produzione di proteine di membrana per studi strutturali:
espressione 

B.Subtilis dual-topology protein

Fonti naturali   Sistema di espressione

alghe (chlorella), Leishmania 
tarentolae

In fusione con MISTIC (Membrane Integrating Sequence for 
Translation of Integral membrane protein Constructs)

Lactobacillus lactis
Rhodospirillum rubrum

Pichia pastoris
S. cerevisiae



Produzione di proteine di membrana per studi strutturali:
espressione 

Lactobacillus lactis
Rhodospirillum rubrum

Pichia pastoris
S. cerevisiae

in diversi tessuti dell’embrione 
(testa, pinne pettorali, cellule 
endoteliali aortiche cellule 
muscolari liscee e del tratto 
gastrointestinale)



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

Espressione in sistemi cell-free:

Co-espressione con 
membrane scaffold proteins
(apolipoproteina)
in presenza di liposomi

HT format

NLP: Nanolipoprotein Particles



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

Espressione in sistemi cell-free:

Basso contenuto 
di endonucleasi

Efficiente miristoilazione



Produzione di proteine di membrana per studi strutturali:
espressione eterologa 

Chiave: approccio HT

•Serie di costrutti

•Serie di ortologhi della stessa proteina (Homology screening):
ex: SecY da 10 specie: solo una struttura ad alta risoluzione, 
da Methanococcus Jannaschii

•varianti sintetiche

Pichia pastoris
S. cerevisiae



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

Solubilizzazione :

FOSPOLIPIDI
DETERGENTI 
MOLECOLE ANFIFILICHE
LIPOSOMI (da detergenti naturali o artificiali)
MICELLE (si formano superata la CMC –critical micelle concentration-)
NANODISCHI (mediate scaffold membrane proteins)

Protocolli specifici di screening nella fase di 
Solubilizzazione 
Stabilità
Cristallizzazione

NB: Ristretto subset di detergenti più efficaci (n-Dodecyl-β-D-Maltoside/fos colina)



Estrazione & solubilizzazione:

DETERGENTI formano MICELLE (superata la CMC che dipende da T, forza ionica) 

Screening: Trial and error

Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

30 min a 4°C
100,000 g per 30 min

(OG)

(DDM)



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

Purificazione:

A) Fonti naturali: strategie specifiche di purificazione

1. prefrazionamento per eliminare DNA, RNA o altre proteine non correlate
2. Refinement per migliorare la risoluzione. 

B) Proteine ricombinanti: IMAC + SEC (metodo predittivo informativo per la probabilità di cristallizzazione)



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi funzionali: 

Lauryl dimethyl amineN-oxide (LDAO)

Ricostituzione



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

Cristallizzazione:

TIPI di DETERGENTI:

n-dodecyl-ß-D-maltoside 
(DDM) 

Octyl-beta-
Glucoside 

(OG)

Lauryl dimethyl amineN-oxide (LDAO)



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

Cristallizzazione:

Ruolo positivo dei DETERGENTI a catena corta

Hydroxy-ethyl-oxy-tri(ethyloxy)-octane 

outer membrane protein OprP di P. aeruginosa



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

Cristallizzazione:

OG (octylglucopyranoside)
NG (nonlyglucopyranoside)
DM (decylmaltoside)
NM (nonylmaltoside)
UDM (Undecylmaltoside)
DDM (dodecylmaltoside)
FC (fos-cholines)
Mixed (combination of detergents 
and LCP)

MIN

MEAN

MAX



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

CRITERI per un buon DETERGENTE:

Non denaturanti
Stabilizzanti
Complessi piccoli
Impaccamento stretto
Grandi superfici esposte per contatti proteina/proteina
Simili alla struttura naturale delle membrane (?)



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

DESIGN di un DETERGENTE:

A partire dai “facial amphiphiles”: Più simili alla struttura naturale delle membrane 

↓ CMC
↑ stabilità 
↓ dimensione
↓ flessibilità superficiale
potenziale per mediare contatti nel lattice



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

DETERGENTE VERSATILE:

CALIXARENI

cytochrome  c



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

NANODISCHI:



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

NANODISCHI

Formati dall’estrazione delle proteine di membrana mediante copolimeri di acido maleico e stirene. 

Membrane native e termostabili di lipidi nativi (senza detergenti) per la cristallizzazione in meso.



Produzione di proteine ricombinanti di membrana per studi strutturali: 

NANODISCHI:



Studi strutturali di proteine di membrana:
tipi di cristalli

1) Cristalli 2D: 

biomembrane ricostituite formate da interazioni idrofobiche 



Studi strutturali di proteine di membrana:
tipi di cristalli

2) Cristalli 3D:

a) di tipo I (da metodi in meso): fogli planari  

b) di tipo II (da metodi in surfo): il lattice dipende 
dalle interazioni tra le regioni idrofile.



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in surfo

Antibody fragment crystallization

↑ solubilizzazione 
↑ stabilità
↑ superficie idrofilica
↑ contatti del reticolo



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione

1) cristallizzazione tradizionale della proteina delipidata

2) cristallizzazione della proteina relipidata

3) lipid cubic phase crystallization



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

Bicelles (bilayered mixed micelles)

piccoli dischi a doppio strato formati da fosfolipidi a catena lunga (12-18 C) che formano una regione planare 
fosfolipidi a catena corta (6-8 C)/detergenti che compongono i bordi laterali.

La dimensione dipende da lipidi / detergente
La carica superficiale può essere regolata sostituendo i lipidi neutri 
con fosfolipidi carichi negativamente. 

Ambiente a doppio strato nativo, migliora la crescita dei cristalli di tipo I.

La viscosità delle miscele proteine / bicelle simile alla goccia con il detergente 
consente di utilizzare setup tradizionali

process of repeated 
vortex mixing, 
ultrasonic,
heating and cooling

on ice incubation



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

Self-assembly peptide surfactants and lipid-like peptide surfactants

Self-assembly peptide surfactants
testa polare (ripetizioni di aa)
breve coda idrofobica 

Lipid-like peptide surfactants
code idrofobiche modificabili: aa con vari gradi di idrofobicità
(glicina, alanina, isoleucina e leucina)
testa polare: aa positivi (lisina e arginina) o negativi 
(acido aspartico glutammico)



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in surfo

1) SCELTA del DETERGENTE
forma e dimensioni delle micelle:
Octyl / nonil-β-d-maltoside (8 M e 9 M): micelle piccole 
tridecyl-β-d-maltoside (13 M): micelle grandi

2) ADDITTIVI
piccoli anfifili (eptano-1,2,3-triolo e benzamidina): micelle piccole 
metalli pesanti, sali e solventi organici



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in surfo

Il tasso volumetrico di evaporazione dalla goccia

ΔP = differenza di umidità o pressione fra la fase di vapore intorno alla goccia e l’ambiente
A = cross-sectional area
L = lunghezza

(c)

(d) 

Directed evaporation: 
preciso controllo del tasso di evaporazione:



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in surfo

Directed evaporation:
Metodo dinamico che consente di mappare il limite di solubilità del sistema proteina/precipitante
mediante evaporatione (step A) seguita da un processo iterativo di reverse vapor diffusion (steps B-D). 



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in surfo

Directed evaporation:
Esempio di limite di solubilità sperimentale del sistema RNaseA/NaCl. 



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in surfo

Efficacia del metodo di Directed evaporation:



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in surfo

Sistema HT:
Microfluidic screening chip



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

Lipidic cubic phases basato sulla mesofase (in meso) 



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

Fasi dei lipidi

SOLIDO LIQUIDO

LIQUIDO/CRISTALLINO (MESOFASE)

cell membrane

protein molecules

double 
phospholipid 
layers



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

Lipidic cubic phases (LCP)

Monooleina

diagramma di fase

fasi cristalline liquide osservate 
fasi cubiche
1) a spugna 
2) a doppio diamante (Pn3m)
3) doppio giroide (Ia3d) 
fase lamellare Lα
struttura β barrel dell’ intimina

Pn3m la fase più efficace per il sistema 
monooleina/acqua:
a) disidratata mediante sali, PEG ad alto MW, lipidi e 
caotropi
b) idratata mediante MPD, PEG ad basso MW,  
caotropi



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

Lipidic cubic phases (LCP): cystallization trials setup



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

Robotic setup

Protein/lipid dispenser

Precipitant 
solution dispenser



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

Robotic cystallization trials setup

Ratio lipid/protein=3:2

Miscelazione meccanica

1) Preparazione della mesofase cubica

3) Crystallization set up

2) Preparazione della piastra



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

Ipotesi: eventi
durante la Solubilizzazione

durante la Ricostituzione

1. 2.

3. 4. 5. 6.



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

Ipotesi: eventi

durante l’Aggiunta del precipitante (sale)

7. 8.



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

Serial Femtosecond Crystallography

utilizza impulsi di un laser a elettroni liberi a raggi X (XFEL) della scala dei femtosecondi: 

Microsized

lower angle scattering showing detail  
of the structure of the first few 
diffraction orders: the shapes of the 
crystals can be reconstructed

scattering to large angles 
corresponding to high resolution

Each crystal is hit by a 
single X-ray pulse, forming 
a single diffraction pattern

Visualizzazione tridimensionale delle 
intensità di diffrazione determinate 
combinando oltre 15.000 singoli spettri 
di diffrazione del complesso proteico 
del fotosistema I



Studi strutturali di proteine di membrana:
metodi di cristallizzazione in meso

Serial Femtosecond Crystallography

Flusso di dimensioni micrometriche

LCP 
a causa della sua natura 
semisolida, non è adatto a un 
flusso micrometrico

LSP 
Jeffamine o PEG che idrata la 
fase cubica in una fase liquida 
Può essere adattato al flusso 
micrometrico.



Studi strutturali di proteine di membrana:
attuali risultati 

http://www.mpdb.tcd.ie/
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