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Next Generation Crystallography Experiments
1) New structures of increasingly larger proteins and multi‐protein complexes
Challenges:  
• Difficult to obtain protein sample and crystals, small crystals with high‐solvent content, radiation 

sensitive, delicate, difficult to cryo‐preserve, mosaic, weakly diffracting
• Membrane proteins – LCP media requires high‐speed X‐ray grid searches to locate
• Large unit cells – small beams with low divergence to separate diffraction spots
Connection to CryoEM facilities

2) Studies of protein dynamics to understand the atomic positions and motions 
involved in biological function
• Understand the relationships involved in molecular recognition, transition state stabilization, 

allostery and other aspects of biological processes
• Study key details of the active site of metalloenzyme intermediate states for the development of 

efficient biomimetic catalysts or to understand and optimize engineered enzymes/organisms 

3) Rapid screening and structure solution therapeutics development
• Target proteins with drug‐like compounds and fragments for structure‐based drug design
• Understanding the mechanisms of action of new drugs entering clinical trials
• Visualization of pathogen protein‐antibody interactions for vaccine and therapeutics development
• Synchrotron is a resource rapid pandemic response



The Synchrotron as a Tool for Pandemic Response
The Covid‐19 Pandemic has highlighted the role of Light Sources as an important 
tool for biomedical research and development:
• Fragment screening for structure‐based drug design
• Viewing protein‐antibody interactions for vaccine development
• Deciphering the action of new drugs 
• Studying the pathology of disease progression
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Covid‐19 Related Results:
• Over 1000 SARS‐CoV‐2 related structures deposited into the Protein Data Bank (PDB) 
• Over  3/4 of these were determined using crystallography at a synchrotron 

(In comparison, 22% used cryoEM and 3% a home X‐ray source)
• Over 40% of these were done using a synchrotron within the USA

US DOE Light Sources rapidly developed protocols and training to reopen for 
Covid‐19 research with minimal staff onsite following CDC safety guidelines
• Remote‐accessible macromolecular crystallography beamlines enabled numerous SARS‐

CoV‐2 related structural studies ‐ without outside researchers traveling to the synchrotron 
• Investment in onsite epidemiological laboratory facilities at the synchrotron could avoid 

delays in sample transport and production – as individual off‐site labs develop protocols 
to restart work



Smaller Brighter X-ray Beams - Smaller Crystals 
1) New structures of increasingly larger proteins and multi‐protein complexes
• Difficult and expensive to produce large amounts of sample 
• Often only very small crystals are obtained 
• Micro‐beam grid‐scans to locate the best diffracting areas of larger crystals

2) Studies of protein dynamics
• Small crystals enable rapid diffusion of reactants for time‐resolved mixing studies
• Smaller crystals minimize optical absorbance for homogenous triggering of light activated 

processes in crystallo.   Photo‐release of bound caged reactants
• Brighter X‐rays for shorter exposure times required to study short‐lived intermediate structures

3) Rapid screening and structure solution therapeutics development
• Easier to soak/diffuse drug‐fragments and small molecules into small crystals without cracking
• Use of small crystals saves the time required to optimize crystallization conditions
• Small crystals can be used with multi‐crystal holders to further save time.

5 µm crystal

thin needlesthin needles
Multi-crystal 

microfluidic holder

Calvey, Katz, Pollack. Analytical Chemistry 91-11, (2019)

Rapid mixing micro-crystal injector
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Room Temperature Crystallography
Includes controlled elevated temperatures and controlled humidity crystallography

1) Experimental Considerations / Advantages
• Direct measurement of the innate diffraction quality of a crystal, free from potential damage or 

crystal degradation introduced during cryo‐protection.
• Some crystals such as large complexes are difficult to cryo‐preserve and cryo‐preservation can be 

a time‐consuming process – eliminates this process
• Sample dehydration experiments to improve the diffraction resolution of ill‐behaved 

macromolecular crystals
• Increased protein mobility within crystals ‐ enables triggered reactions and time‐resolved studies

2)  Expands Structural Knowledge
• Structure determination at near physiological temperatures can provide a structure closest to 

that for the protein in vivo.
• Enable visualization of functionally relevant water networks and alternate conformations 

disrupted by cryopreservation 
• The conformational flexibility retained provides greater access to ligand binding pockets, 

facilitating binding studies and fragment‐based drug discovery
• Produce molecular movies – to visualize biological function
• Intermediate state structures from time‐resolved crystallography can provide unique electronic 

and spatial features to aid in the modeling of new drug‐like compounds 



Making powerful room temperature and time‐resolved methods 
accessible to the wider user community requires a combination of 
brighter X‐ray sources and new automation to efficiently delivery 

multiple crystals and meet stringent timing requirements



New Automation to Support Remote Experiments  
at Elevated Temperature and Controlled Humidity

Robotic Sample Mounting of Samples at Controlled Humidity
• Plate is useful for in‐situ crystallization and diffraction data collection
• Tools developed for the safe shipping of samples to the synchrotron
• Can be used with capillaries and micro‐fluidics

https://www-ssrl.slac.stanford.edu/smb-mc/content/users/manuals/remote-access-at-elevated-temperatures-and-controlled-humidity

Samples inside at 
controlled humidity



New Automation to Support Remote Experiments  
at Elevated Temperature and Controlled Humidity

Robotic Sample Mounting of Samples at Controlled Humidity
• First used at LCLS‐MFX
• Upgrade installed at 12‐1 over the short August SSRL shutdown
• Enclosure holds 5 plates, each with 10 sample bases at controlled humidity
• Plate kits are being supplied to commissioning users – 10 groups so far.

User‐support inserts plates prior to beamtime

Humidity controlled enclosure holds 5 plates / 50 samples 
https://www-ssrl.slac.stanford.edu/smb-mc/content/users/manuals/remote-access-at-elevated-temperatures-and-controlled-humidity



Overcoming Radiation Damage 
at Elevated Temperatures

1) Multi‐crystal to serial crystallography at the synchrotron 
• Spreads the X‐ray dose required for a dataset to many crystals to reduce radiation 

induced artifacts in structural results.  
Serial Methods originally developed at the XFEL can be applied at the synchrotron
• Many micro‐crystals (or areas of larger crystals) are rapidly exposed
• While the XFEL is a pulsed source, at the synchrotron all crystals translated into the beam 

path are exposed for more efficient sample use
• Beam time at the synchrotron more accessible and specialized beamlines can provide 

fully automated complex setups to enable advanced techniques and combined methods.

Martiel, Muller-Werkmeister & Cohen (2019) Acta Cryst. D75, 160-177.
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2) Other Techniques 
The combination of small X‐ray beams with small crystals (<1 µm) – enables the escape of a 
significant amount of damaging high‐energy photoelectrons before damaging the crystal

Nave & Hill, J. Synchrotron Rad. (2005). 12, 299‐303

>3X increase in diffraction intensity / unit dose by use of High Energy X‐rays (12.4 ‐ 25 keV) 
• First use of a Cadmium Telluride Eiger2 detector 
• Higher energy data had an increase in high‐resolution limit of up to 0.3 Å
• New beamlines optimized for Higher Energy Measurements

Storm, Axford & Owen (2021)  https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.01.21.427633v1 

The combination of single crystal spectroscopic techniques and diffraction techniques



Time-Resolved Studies at the Synchrotron
• Experiments can provide µs temporal resolution using monochromatic X-rays 

with fast-frame rate detectors 
• Pink beam methods with choppers or single-bunch ring operation can provide 

sub-ns temporal resolution 
• New sources could incorporate pseudo-single-bunch orbits for routine 

measurements in this regime  Sun, Robin, Steier, & Portmann, G. doi:10.1103/PhysRevSTAB.18.120702

• Rapid time‐resolved crystal rotationmethods – provide an opportunity not 
possible at the XFEL.
• Reactions can be triggered in crystals and full rotation datasets can be collected in 

seconds  (90 degrees/second)
• Rotation data can be divided into individual time points and data from multiple crystals 

combined to produce molecular movies

Option for UV-light (or other light sources) 
for time-resolved measurements

EIGER 16M 2XE PAD

~500 Hz 
frame rate
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Time‐resolved studies of transcription

The Calero Lab (University of Pittsburgh) has demonstrated that
photoactive caged ATP (green) can bind to RNA‐Pol II and that
illumination with a UV source can break the nitrobenzyl group (NPE)
in crystallo allowing ATP release, metal coordination (blue) and
phosphodiester bond formation (red).

These experiments were performed remotely using SSRL beam line
12‐1 where crystals were exposed to UV light (to break the cage),
followed by a temperature increase from 100K to 170K (above the
glass transition temperature of water), followed by rapid helical‐
rotation data collection (2 seconds per data set).



Thank you for your attention


