
Proteine ricombinanti per studi 
strutturali:

espressione, purificazione e 
ottimizzazione

Sonia Covaceuszach

Istituto di Cristallografia - C.N.R.

Area Science Park - Basovizza

sonia.covaceuszach@ic.cnr.it

mailto:sonia.covaceuszach@ic.cnr.it


Espressione/purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali



Espressione/purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
flowchart



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica

1) Analisi della sequenza (Codon usage, Siti di proteolisi, sequenze di secrezione)



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica

2) Definizione delle regioni disordinate

3) Definizione dei domain boundaries



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica: A) disorder prediction:

1) FOLDINDEX: https://fold.proteopedia.org/cgi-bin/findex

I =2.785<H>−|<R>|−1.151

con | <R> | carica netta media 
<H> idrofobicità media



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica: A) disorder prediction:

2) GLOBPLOT: http://globplot.embl.de/

PROPENSIONE al disordine di ogni aa
P = RC − SS 

RC  random coil (loops, turns)
SS strutture secondarie regolari 

Calcolata su un insieme non ridondante di proteine 
da ciascun rappresentante di ogni superfamiglia 

nel database SCOP (Structural Classification of Proteins): 
2022-06-29 include 72,544 domini non ridondanti in 861,631 strutture.

http://globplot.embl.de/


Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica: A) disorder prediction:

3) https://iupred2a.elte.hu/
stima l’energia totale di interazione tra singole coppie di aa
(IPOTESI: sequenze disordinate non formano sufficienti interazioni stabilizzanti fra aa)

long disorder short disorder

structured domains



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto 

Analisi bioinformatica: B) Predizione della struttura secondaria

• http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

• http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/index_up.html

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/


Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica: C) Allineamento con omologhi 

1) basato su struttura I
MSA:
• https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI

NK_LOC=blasthome
• https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/docs/cdd_search.html (Conserved

Domains Database)
MSA+p-HMM (Hidden Markov Model): 
• https://pfam.xfam.org/
• http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1 (Simple Modular 

Architecture Research Tool)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/docs/cdd_search.html


Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica: C) Allineamento con omologhi 

2) basato su struttura III

• https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins (Database PDB)
• http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ opzione: pDomTHREADER (Protein Domain 

Fold Recognition) 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/


Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Analisi bioinformatica: C) Allineamento con omologhi 

3) basato su approcci ibridi

https://www.ics.uci.edu/~baldig/dompro.html (Protein Domain Prediction)
Homology, Position Specific Scoring Matrix (PSSM), Secondary Structure, Solvent
Accessibility 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ opzione DomPred (Domain Prediction)
PSSM, Fold Recognition, Secondary Structure

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/


Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Metodi sperimentali: D) Definizione dei domain boundaries

1. Limited Proteolysis - Mass Spectrometry (LP-MS)

https://web.expasy.org/peptide_cutter/

https://web.expasy.org/peptide_cutter/


Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Metodi sperimentali: D) Definizione dei domain boundaries

1. Limited Proteolysis Mass Spectrometry (LP-MS)



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Metodi sperimentali: D) Definizione dei domain boundaries

2) Amidic Hydrogen/Deuterium Exchange (DX-MS)



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Metodi sperimentali: D) Definizione dei domain boundaries

3) Protein Painting



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Design del costrutto

Espressione di singoli domini: CAVEAT

Domain swapping

Domain swapped dimer: Folding non nativo



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del sistema ospite
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Scelta del sistema ospite



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta della cellula ospite:

Modifiche post traduzionali 



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta della cellula ospite:

Modifiche post traduzionali 



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del sistema ospite: Procarioti

ù

E. coli
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Scelta del sistema ospite: Lievito

S. cerevisiae
P. pastoris



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del sistema ospite: Baculovirus
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Scelta del sistema ospite: Baculovirus

Bacmide



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del sistema ospite: Baculovirus

trichoplusia ni

spodoptera frugiperda

Sf9

Sf21

Sf 21

Sf 9

H5



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del sistema ospite: mammalian cells

Chinese hamster           CHO Monkey               cos

Hela             HEK293     HepG2        MCH7



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
cDNA isolation:

genomic fishing fishing from mRNA

strategia ibrida sintesi/PCR sintesi genica
(overlap assembly PCR)



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del vettore : 

elementi principali



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del vettore : PROMOTORE

In base a
•Ospite
•Forza 
•Costitutivo/inducibile
•Leakiness
•Lag time

cDNA



cDNA

cDNA

protein

pLac promoter ptrp promoter

Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del vettore : PROMOTORE



ptac promoter pBAD promoter

Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del vettore : PROMOTORE



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
promotori batterici inducibili

Promoter
Description Expression Additional considerations

T7 Promoter from T7 bacteriophage Constitutive, but requires T7 RNA polymerase.

T7lac
Promoter from T7 bacteriophage 

plus lac operators

Negligible basal expression. 

Requires T7 RNA polymerase, which is also controlled by lac 

operator.

Very tightly regulated by the lac 

operators, tunable.

Sp6 Promoter from Sp6 bacteriophage Constitutive, but requires SP6 RNA polymerase.
SP6 polymerase has a high 

processivity. 

araBAD
Promoter of the arabinose 

metabolic operon

Inducible by arabinose 

repression in the presence of glucose or by competitive 

binding of the anti-inducer fucose

Weaker. Low basal expression; not 

tunable

trp
Promoter from E. coli tryptophan 

operon

Repressible with high levels of cellular trp.

lac Promoter from lac operon
Constitutive in the absense of lac repressor (lacI or lacIq). 

Can be induced by IPTG or lactose.

Leaky promoter 

weak expression

tunable

Ptac Hybrid promoter of lac and trp Regulated like the lac promoter

Contains -35 region from trpB and -

10 region from lac. Very tight 

regulation. tunable

pL
Promoter from bacteriophage 

lambda
temperature regulable

Often paired with the temperature 

sensitive cI857 repressor.

T3 Promoter from T3 bacteriophage
Constitutive

requires T3 RNA polymerase



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
sistemi batterici

DE3 system

Espressione inducibile
Autoinduzione
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Autoinduzione

In alcuni media (mix glucosio e lattosio)
è possibile indurre l’espressione quando 
i batteri raggiungono la saturazione.

Si possono raggiungere da 2 a 3X OD600nm



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
promotori di Lievito

Promoter
Description Expression

Additional 

considerations

TEF1
from transcription elongation 

factor
Constitutive

Analogous to mammalian 

EF1a promoter.

GDS

Strong 

from glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase

Constitutive Very strong

GAL1, 10
adjacent, divergently 

transcribed promoters

Inducible with 

galactose; repressible 

with glucose

Used independently or 

together. Regulated by 

GAL4, 80.

ADH1 From alcohol dehydrogenase I Repressed by ethanol

Full length version is 

strong. Truncated 

constitutive with lower 

expression.



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
promotori di Baculovirus
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promotori di mammalian cells

Promoter origin Expression comments

CMV

Strong 

from the human 

cytomegalovirus

Constitutive

May contain an 

enhancer. 

Silenced in some 

cell types.

SV40
from the simian vacuolating

virus 40
Constitutive

May include an 

enhancer.

EF1a
Strong from human 

elongation factor 1α
Constitutive High expression

PGK1 (human 

or mouse)

from

phosphoglycerate

kinase gene.

Constitutive

vary by cell type. 

Resist 

downregulation 

due to methylation 

or deacetylation.

Ubc
from the human ubiquitin C 

gene
Constitutive Ubiquitous

human beta 

actin
from beta actin gene Constitutive Ubiquitous

TRE
Tetracycline response 

element promoter
Inducible

minimal promoter 

with low basal 

activity and several 

tetracycline 

operators. 



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del vettore: TAGs&clevage sites
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Scelta del vettore: TAGs
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Scelta del vettore: TAGs
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Scelta del vettore: TAGs



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Scelta del vettore: siti di taglio per Proteasi
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Scelta del vettore: siti di taglio per Proteasi



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Clonaggio:

Ligation-dependent

Clonaggio per restrizione TA cloning
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Clonaggio:

Ligation-independent

RF-cloning LI- cloning (LIC)
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Clonaggio:

Ligation-independent
TOPO cloning:

Vaccinia Topoisomerasi I (InVitrogen) 



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Clonaggio:

Ligation-independent

Gateway cloning: In Fusion-Creator cloning
fago λ – attB/P (Life technologies) fago P1 Cre-LoxP (Clontech)



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Inserimento nella cellula ospite:

Trasformazione: Batteri
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Inserimento nella cellula ospite:

Trasformazione: Lievito 



Trasfezione/Trasduzione: Cellule insetto/mammifero 
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Inserimento nella cellula ospite:



Cellule insetto/mammifero: Trasfezione

Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Inserimento nella cellula ospite:



Cellule insetto/mammifero: Trasduzione

Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Inserimento nella cellula ospite:



Espressione/purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Small scale inducible expression:

To test/optimize different strains/ expression conditions (°T/[inducer]/media/time)

TOTAL EXTRACTS SOLUBLE FRACTIONS

Large scale expression:
To adjust optimized expression conditions to larger scales



Espressione/purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Small scale inducible expression:

To test/optimize different strains/ expression conditions



Espressione/purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali

Large scale expression:
To adjust optimized expression conditions to larger scales



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
expression flowchart



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
collection & lysis

CENTRIFUGAZIONE  
SURNATANTE per il recupero di proteine secrete

PELLET: LISI CELLULARE per recuperare proteine 
Periplasmatiche: lisozima/cold osmotic shock/ MgCl2
citoplasmatiche / di membrana o proteine in corpi di inclusione 
lisato (proteina target, insieme a proteine solubili dell’ospite, 
membrane e proteine di membrana, organelli, DNA, matrice 
citosolica della cellula)

Cellule di INSETTO/MAMMIFERO: soluzione ipotonica (Shock osmotico)

BATTERI E LIEVITI: più difficile 

Metodo enzimatico Sonicazione French press & Microfluidizer
(lisozima) (alta pressione localizzata) (valvola stretta ad alta pressione)

Bead Mill
(microsfere e agitazione 
ad alta frequenza)



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Folding in vivo:

cytoplasm crowding
Confinement
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Folding in vivo:
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Folding in vivo:
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Folding in vivo:



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Folding in vivo: ponti di solfuro

ubiquinonemenaquinone

Ruolo delle
Dsb A/C 

Protein Disulfide Isomerase
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Espressione in forma insolubile e refolding:

L’over-espressione satura il sistema enzimatico: 
aggregazione/accumulo di proteine misfolded in corpi di inclusione:

Vantaggi:

Protezione da proteasi citoplasmatiche
Elevate rese
Elevata purezza
Produzione di proteine tossiche



Refolding

Centrifugazione differenziale 

SEC

Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Espressione in forma insolubile e refolding:
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Espressione in forma insolubile e refolding:

Aggregazione Refolding Misfolding

ns-μs
μs-ms

ms



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Espressione in forma insolubile e refolding:

Hydrophobic collapse (Fast) Rearrangement (Slow)

Molten globules

Driving forces: interazioni idrofobiche> WdW> Pro isomerization > ponti di solfuro> legami H

I order kinetics

II order kinetics
(or higher)



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi di refolding: il tampone di refolding

Da ottimizzare vari parametri (T, t, pH, forza ionica)
Impiego di additivi 
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Metodi di refolding: il tampone di refolding

Impiego di addittivi proteici

Chaperone mediated (soluble or immobilized and reusable system format)

ATP dependent: GroEL-GroES, DnaK, DnaJ, GrpE minichaperones

ATP independent: peptidyl-prolyl isomerase

DsbA, Trx and GST  

Antibody mediated 

specific for conformational epitopes

Impiego di agenti redox
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Metodi di refolding in soluzione:



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi di refolding:

C) REFOLDING SU COLONNA

Adsorbimento/Immobilizzazione sulla matrice inibiscono interazioni aspecifiche →
riducono l’aggregazione



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Refolding su colonna:

IMACporous, high adsorption capacity, ion exchange properties

[urea] pH
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Metodi di refolding:

ADSORBIMENTO

A) IEX B) HIC

Gradiente duplice:

1) pH più elevato del pI
(riduce l’aggregazione)
2) pH vicino al pI (compatibile 
con il folding nativo)



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
purificazione
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purificazione



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
evoluzione dei metodi di purificazione



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
strategie di purificazione



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
strategie di purificazione: cattura



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
strategie di purificazione: purificazione intermedia



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
strategie di purificazione: polishing



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Precipitazione frazionata:

separazione sulla base della solubilità (effetto del salting out)
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Precipitazione frazionata

Precipitazione frazionata:



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Precipitazione frazionata



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:

IN BATCH CON FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) 



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



Metodi cromatografici : selettività vs efficienza

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici



SEC

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici



SEC

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici



SEC

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici



IEX

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici

(pI 5.5-7.5)



IEX

• selettività diversa
• capacità varia con il pH per i deboli

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici



IEX: fasi della purificazione

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici



IEX: fasi della purificazione

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici



IEX: dimensioni delle componenti di matrice

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici



IEX

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici



IEX: tipi di eluizione

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici



Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:

IEX: CAPTURE
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IEX: INTERMEDIATE PURIFICATION
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Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



IEX: POLISHING
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Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



HIC

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



HIC

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



HIC: fasi della purificazione

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



HIC: fasi della purificazione

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



HIC: tipi di matrici

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



HIC: tipi di eluizione

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



HIC: CAPTURE INTERMEDIATE PURIFICATION 

R
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Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



HIC: INTERMEDIATE PURIFICATION & POLISHING
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Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



AFFINITY

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



AFFINITY

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:



AFFINITY

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:

Acido nitrilotriacetico

Immobilized GSH

Immobilized amylose Immobilized
Streptavidin/
Strep-Tactin



REVERSE AFFINITY

Purificazione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Metodi cromatografici:
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Metodi cromatografici:
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Metodi cromatografici:



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Cristallizzazione: considerazioni energetiche

ΔGcryst = ΔHprot-TΔSprot-TΔSsolv



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Cristallizzazione: considerazioni energetiche

autoassemblaggio in cristalli: DGc = DHc – T(DSprotein + DSsolvent )

• numero di contatti relativamente piccolo/interazioni deboli: 

DHc negativi/poco significativi (–17/0 kcal/mol)

• perdita significativa dei gradi di libertà traslazionale/rotazionale 

conformazionale dei residui coinvolti

-TDSprotein =+7,5/25 kcal / mol (a Tamb)

contributo destabilizzante positivo alla DGc

• compensato dal rilascio di solvente attraverso residui di superficie sia idrofobici che polari durante 
l’impacchettamento (guadagno entropico del solvente)

→ -TDSsov =-25/75 kcal / mol (a Tamb) corrisponde al rilascio di 5-30 H2O ordinate



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Cristallizzazione: parametri chimico-fisici critici

Database = 821 proteine funzionalmente monomeriche

superficie accessibile al solvente dei residui

entropia delle catene laterali



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Cristallizzazione: parametri chimico-fisici critici

Database = 679 proteine espresse (179 cristallizzano)

stabilità

proprietà idrodinamiche

epitopi superficiali ordinati (G) → interazioni stereospecifiche nell’ impacchettamento 



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Cristallizzazione: parametri critici

solubilità
regioni con solvente strutturato

Gravy (Grand average hydrophobicity) index

Flessibilità/regioni disordinate
pI



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Solubilità

1) FAb



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Solubilità

2) fusion partners (ex: MBP)



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Solubilità

3) direct surface engeneering



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Stabilità/Solubilità

Ottimizzazione delle curve di denaturazione 

screening di formulazioni



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Stabilità/Solubilità

•Biologia molecolare:

Mutagenesi sito specifica:
1. QuikChange 2. overlap- assembly PCR



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Stabilità/Solubilità

Directed evolution



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Stabilità/Solubilità

Read out: fusione con GFP

S65-Y66-G67: ciclizzazione, deidratazione e ossidazione→

p-idrossi benzil idene-imidazolinone

Bacterial Fold-N-Glow™ 
Split GFP S11 Plasmid

Aequorea victoria



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Stabilità/Solubilità

Read out: fusione con GFP



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Abbassamento della barriera entropica

•Eliminare modifiche post-traduzionali: Glicosilazioni: 

1. Mutagenesi
2. Inibitori
3. Glicosidasi

N-Glicosidase F (su N, a monte della prima N-acetilglucosamina) 
Endoglicosidasi H (dopo la prima N-acetilglucosamina in glicani ricchi di 
mannosio) 

• Riduzione della flessibilità:



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Abbassamento della barriera entropica

•Eliminare linkers/tags (vedi analisi bioinformatica): biologia molecolare/proteolisi
• Riduzione della flessibilità:



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Abbassamento della barriera entropica

1. Mutanti di delezione

• Riduzione della flessibilità:



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Abbassamento della barriera entropica

2. Generazione di libraries di mutanti di delezione mediante:



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Abbassamento della barriera entropica

• Surface Entropy Reduction: MODIFICAZIONI CHIMICHE:

1) LYSIN REDUCTIVE METHYLATION

K superficiali 

metilate

interazioni idrofobiche

Examples of Methylated Lysines
from MVE Methyltransferase



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Abbassamento della barriera entropica

• Surface Entropy Reduction: MODIFICAZIONI CHIMICHE:

2) REDUCTIVE CYCLIC PENTYLATION OF FREE AMINES



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Abbassamento della barriera entropica

•Surface Entropy Reduction: biologia molecolare

MUTAGENESI sito specifica

non

Glutamine/



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Abbassamento della barriera entropica

MUTAGENESI sito specifica: selezione dei residui I 

http://services.mbi.ucla.edu/SER/

http://services.mbi.ucla.edu/SER/


Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Abbassamento della barriera entropica

MUTAGENESI sito specifica: selezione dei residui II



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: Abbassamento della barriera entropica

•Surface Entropy Reduction: MUTAGENESI sito specifica: 

non solo A, ma anche Y, H e S favoriscono interazioni intermolecolari

Overall abundance in the CDRs 
Number of paratope residues
Surface area buried upon binding



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Strategie di improvement: summary



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Cristallizzazione: probabilità di successo

Classi definite per diversa percentuale di successo nella cristallizzazione osservata in TargetDB
(database centralizzato dai centri di genomica strutturale)



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Predizione del successo della cristallizzazione

http://xtalpred.godziklab.org/XtalPred-cgi/xtal.pl

Combinando le probabilità individuali 
di  cristallizzazione calcolate per le 
classi di parametri, 

il target viene assegnato a una delle 
cinque classi di cristallizzazione.



Espressione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Predizione del successo della cristallizzazione



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Spettrometria di massa



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Spettrometria di massa: ionizzazione

MALDI (Matrix Assisted Laser Desorbtion Ionization)

Energy Absorbing Molecules (EAMs)
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Spettrometria di massa: ionizzazione

MALDI (Matrix Assisted Laser Desorbtion Ionization)



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Spettrometria di massa: ionizzazione

MALDI (Matrix Assisted Laser Desorbtion Ionization)

Matrici
CHCA (alpha-Cyano-4-hydroxycinnamic acid ) MW < 10kDa
SA (sinapinic acid) >  10kDa 
Super DHS glicoproteine

Semplice interferenza fra 50-500 m/z (non quantitativa)
MW alti distribuzione non omogenea



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Spettrometria di massa: ionizzazione

SELDI (Surface Enhanced Laser Desorbtion Ionization)

campioni biologici

NTA

EAMs



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Spettrometria di massa: ionizzazione

ESI (ElectroSpray Ionization)

HPLC   capillare (5-10 μl/min; r=0.25-0.33 mm)
nano (0.07-0.15 μl/min; r=0.075 mm)→cala r di 100-1000x → 100% ionizzazione

High Voltage

1-60 μm

↓ r
↑ z/m

gas



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Spettrometria di massa: ionizzazione

ESI (ElectroSpray Ionization)



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Spettrometria di massa: analizzatori

TOF (Time Od Fly)
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Spettrometria di massa: analizzatori

TOF (Time Od Fly)

MW 60-80 kDa Low resolution
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Spettrometria di massa: analizzatori

TOF (Time Od Fly)

MW 60-80 kDa Low resolution

MW 5-10 kD
High resolution



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Spettrometria di massa: analizzatori

Quadrupole mass analyser

filtro di massa a banda stretta:
trasmette gli ioni entro un ristretto [m/z]

scansione dello spettro regolando i potenziali applicati

1) generatore variabile di corrente continua (DC)
2) alla prima coppia è applicato un potenziale variabile in 

corrente alternata a radiofrequenza (RF) e alla seconda 
coppia un segnale sfasato di 180°



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Spettrometria di massa: analizzatori

Quadrupole mass analyser

Ogni ione con un dato m/z avrà un percorso stabile attraverso il quadripolo in date condizioni 
(determinato dalle ampiezze RF e DC).



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Spettrometria di massa: analizzatori

Quadrupole mass analyser
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Spettrometria di massa: analizzatori

Quadrupole mass analyser

m / z determina il modo in cui uno ione si muove in un campo elettromagnetico. 
Stesso ione blu presente in tre diversi stati di carica:
2+ si comporterebbe come se avesse la metà della massa
3+ sembrerebbe avere un terzo della massa dello ione 1+.
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Spettrometria di massa: analizzatori

Quadrupole mass analyser
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Spettrometria di massa: analizzatori

Quadrupole mass analyser

spettro cambiando sequenzialmente dell'ampiezza RF  del quadrupolo per consentire a diversi ioni 
di raggiungere il rivelatore. 

Spettri di massa classici Risoluzione limitata
Riproducibilità Altezze dei picchi variabili in funzione di m 
Sistemi relativamente piccoli ed economici. 



Produzione di proteine ricombinanti per studi strutturali
Spettrometria di massa: analizzatori

Single Focusing Magnetic Mass Analyzer


