
Un nouvel appareil qui ma!trise l'humidit" des cristaux macromol"culaires 
est disponible sur les lignes de lumi#re ESRF

Les propri"t"s des cristaux de prot"ines peuvent souvent $tre am"lior"es par d"shydratation contr%l"e de ceux-ci. Un nouvel 
appareil d"velopp" par l'EMBL et l'ESRF est maintenant utilisable couramment & l'ESRF pour ma!triser l'hydratation des cristaux 
non congel"s quand ils sont mont"s sur une ligne de lumi#re de cristallographie macromol"culaire. Ceci permet un r"glage ® n de 
la d"shydratation et ainsi de caract"riser pleinement un syst#me donn" a® n d'augmenter les chances de trouver un protocole de 
d"shydratation adapt" au cristal. De plus, sa facilit" d'utilisation rend ces exp"riences faisables dans un d"lai raisonnable.
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D shydratation!de!cristaux

La d"shydratation peut avoir plusieurs e( ets observables 
sur les propri"t"s des cristaux parmi lesquels un 
changement de groupe d'espace, la r"duction de la 
maille cristalline, des changements de mosa)cit", une 
am"lioration des pro® ls des taches de di( raction, une 
am"lioration de la r"solution ou du pouvoir de di( raction 
de l'"chantillon. 
L'appareil fournit un courant d'air d'une humidit" relative 
pr"cise qui peut $tre utilis"e pour faire varier la quantit" 
d'eau pr"sente dans des cristaux macromol"culaires. 

L'exp"rience est simple : l'appareil peut $tre install" 
rapidement sur la ligne, les "chantillons sont mont"s 
dans des boucles utilis"es habituellement en cryog"nie 
et l'impact de la d"shydratation peut $tre contr%l" 
visuellement au moyen de l'acquisition d'images de 
di( raction in situ. Une fois le niveau optimal d'hydratation 
obtenu, la cong"lation de l'"chantillon en vue d'une 
mesure compl#te de donn"es est facile & r"aliser : soit & la 
main, soit en utilisant nos changeurs d'"chantillons.

D"tails pratiques
Que!me!faut!il!?
· Plusieurs cristaux non congel"s issus approximativement 

de la m$me condition de cristallisation ± qui peuvent $tre 
sacri® "s si n"cessaire.

· Des boucles de type Mesh, mont"es sur des bases de 
standard SPINE.

· Des paniers remplis de tubes vides, tous issus des 
standards SPINE.

! !!!!!!!!!
Combien!de!temps!une!exp rience!de!ce!type!prend!elle!?
· Un test rapide de quelques heures peut $tre e( ectu" 

a® n de voir si votre syst#me cristallin est sensible aux 
changements de d"shydratation..

· Des protocoles de d"shydratation peuvent $tre tr#s 
di( "rents selon le syst#me du cristal. Pour cette raison, 
a*  ner un protocole de d"shydratation peut prendre du 
temps et n"cessiter le sacri® ce de plusieurs cristaux. Il 
faut en g"n"ral 24 heures pour explorer et ra*  ner un 
protocole de d"shydratation.

· Une fois a*  n", un protocole permet de conditionner 
rapidement et de stocker des "chantillons pour des 
exp"riences ult"rieures. 

Quel!est!le!taux!de!succ"s!de!ce!type!d'exp riences!?
· La d"shydratation am"liore l'ordre d'un syst#me 

cristallin dans 10 & 20 + des cas. Elle r"sulte alors en 
une augmentation de la limite de di( raction observ"e.

· Si votre cristal contient beaucoup de solvant et/ou est 
de basse sym"trie, la d"shydratation peut l'am"liorer.

· Si vous avez observ" une variabilit" dans les dimensions 
de maille de vos cristaux apr#s cong"lation, ceci 
peut indiquer que votre syst#me est sensible & la 
d"shydratation.
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Lorsque ces cristaux sont soumis 
& un gradient d'une humidit" 
relative 3HR5 d"croissante, une 
diminution dans la qualit" de 
la di( raction est observ"e 
& environ 96 + HR, & 
tel point qu'il n'est plus 
possible d'indexer les 
clich"s de di( raction du cristal 
avant que la HR n'atteigne 89 +.
7 ce stade, la di( raction com-
mence & s'am"liorer. Apr#s ; & 
10 minutes & une HR de 88 +, la 
di( raction est r"tablie et la limite de 
r"solution augmente d'1< jusqu'& 2.8< environ.
Les cristaux subissent une transition : la maille 
"l"mentaire initiale en P212121 avec des dimen sions 
d'environ a=8>, b=99, c=144<, est r"duite & environ 

Les cristaux de l'ATPase F1 bovin ont un 
comportement plus complexe quand ils sont soumis 
& une d"shydratation contr%l"e. Ces cristaux ont "t" 
pr"alablement caract"ris"s lors de la d"shydratation, 
en utilisant le FMS 3Bowler et al, 2006b, Sanchez-
Weatherby et al, 200?5. N"anmoins, l'extr$me facilit" 
de manutention de ce nouvel appareil, coupl"e 
avec l`utilisation d'une ligne de lumi#re synchrotron 

brillante, a permis une "tude beaucoup plus d"taill"e 
des changements subis par ces cristaux lors de la 
d"shydratation. Ce syst#me a permis d'approfondir 
notre compr"hension du processus de d"shydratation 
des cristaux et de comprendre ses principes g"n"raux 
sous-jacents.

L'ATPase F1 de búuf
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Les!structures!des!di#! rents! tats!de!transition!de!l'ATPase!F1.!
Empilement!cristallin!des!cristaux!de!l'ATPase!F1!$!chaque! tat!de!
d shydratation.!Les!mailles! l mentaires!&!chaque! tat!de!d shydratation!sont!
ici!pr sent es!suivant!l'axe!a.!L'unit !asym trique!ainsi!que!les!mol cules!reli es!
par!sym trie!sont!repr sent es!suivant!leur!chaine!carbon e!principale!et!
color es!par!sous-unit !(%!en!rouge,!&!en!jaune,!)!en!magenta!et!*!en!vert+.
Les!!̄"ches!indiquent!les!di#! rents!chemins!que!peuvent!suivre!les!cristaux.

L'ADN Pol III de Escherichia coli

a=8>, b=94, c=1>1<. Ceci correspond 
& une r"duction en volume de toute 
la maille de 14 + et une r"duction 
approximative du contenu du 
solvant de ;? + 3v/v5 & ;0 +.
Ces cristaux avaient "t" signal"s 
pr"alablement comme am"liora-

bles gr@ce a leur d"shydratation au 
moyen d'un autre appareil plus com-

plexe le FMS 3Lamers et al, 20065. Bien 
que les deux appareils fonctionnent 
de mani#re tr#s di( "rente, ces cris-
taux subissent la m$me transition.  
Les changements se produisent & 

des valeurs HR!quasiment identiques et 
l'augmentation de la r"solution est compa-
rable. Ceci met en "vidence la nature robuste 

et reproductible de la m"thode.
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Changements!de!la!di#!raction!
aux!rayons!X!des!cristaux!de!
l'ATPase!F1!!observ s!au!cours!
de!leur!d shydratation.!
Les!limites!de!r solution!
obtenues!$!chaque! tat!de!
d shydratation!:!3A,!3.8A,!
4A!et!2.5A!sont!expos es!
dans!chaque!quadrant!de!
l'image.!Un!zoom!sur!la!m/me!
zone!du!d tecteur!(dans!
les!petits!encarts+,!montre!
l'am lioration!des!pro®!ls!
des!pics!de!Bragg!apr"s!
d shydratation.!


