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Preparazione e manipolazione di campioni biologici. Uso e preparazione di
soluzioni tampone. Rottura di cellule; preparazione e purificazione di organelli
cellulari; centrifugazione: centrifughe, rotori, relazione tra numero di g e Tpm,.

- centrifugazione differenziale e di isodensita all'equilibrio con esemp1 app11cat1v1
. (separazione di organelli cellulari,’ punﬁcazxo%é" di acxdl nucleici in grad1ente d1
+ . sali di cesio). : % :

__i-'fgfrequenza ‘Unita di misura e regioni dello spettro. Spettri di: assorb1mento con
wesempi di spettri di-assorbimento di sostanze di inferesse blOChlmIC 1

 catalitico del citocromo P-450. Spettri-differenziali e loro uso perlo

interazioni citocromo-ligandi. ‘Legge di Lambert-Beer ¢ dosamenti quantxtatlw

- Esempi di dosamenti: dosamento delle proteine (assorbanza a280 nm;: e’nodl di

. Lowry e del biureto): dosamenti di attivita enzimatiche; umta di attmta y U
“enzimatica, attivitd specifica, fattore di arricchimento durante una- punﬁcazmne PR

lattico deidrogenasi, maltasi, proteasi. Utilizzo di reazioni accoppiate con enzimi - —

. Tecniche cromatogriﬁch Generalita e definizioni. Tecniche cromatograﬁche
particolarmente usate per la separazione di biomolecole. Polimeri utilizzati per le

PO -7-7-*-;-‘- T s L P i 7 P R AL .3 dl' 5764_ e }
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PROGRAMMA DEL CORSO DI BIOCHIMICA APPLICATA
Corso di Laurea in Chimica e Tecnologia Farmaceutlche (CT F.).

Docente: Prof.ssa Franca VIOLA — tel 01 1/6707698 ,
Dipartimento di Scienza e Tecnoloaxa del Farmaco
Ore di lezione: 65 (8 credm) o
Finalita del corso: acquisizione delle conoscenze di base circa le metodologie
applicate nella sperimentazione biochimica, nella biologia molecolare e in
biochimica clinica. . :

Programma:

Metodi spettrofotometnm generahta definizione - di’ lunOhezza donda,

acidi nucleici, NAD; citocromo ¢, citocromo P-450: Funzxom e, meccamsmo

Sa°g1 in cinetica ed a tempo fisso. Relazione tra"vo Vimx € concentrazione di un -
enzima. Esempi di determinazione di attivita enzimatiche: citocromo ¢ redufta51

deldrogenasm NAD—dlpendentx esempio dosamento di transaminasi. Utilizzo di -
enzimi come "reattivi" per il dosamento di metaboliti:' esempio determma.zxone

e Ay

'quanntatlva del colesterolo. Fluorimetria ed applicazioni in b1och1m1ca
Luminometria e sistema luciferina-luciferasi per il dosaiento di-ATP. Dosarnento

spettrofotometrico del DNA e studlo della temperatura di fusione di un DNA - o

" Tecniche cromatografiche ed eIettroforetxche applicate all 1solarnento alla
purificazione e all’analisi di sostanze d1 interesse blochlrmco e b1ochnmco—
clinico.

fasi stazionarie. Caratteristiche ed applicazioni delle cromatografie: di scambic -
ionico, di esclusione dimensionale (con esempi di determinazione del peso

molecolare di proteine), di bioaffinitd (con esempi di ligandi e strategie generali

per il legame covalente dei 11<rand1 alla fase stazionaria), di interazione idrofobica,

di chelazione (IMAC) e covalente. Esemp1 di strategie di punﬁcazmne di

proteine.
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. anticorpi con isotopi radioattivi (RIA) e con enzimi (ELISA)...Saggi .di

Tecniche elettroforetiche: principi generali: concetto di mobilitd elettroforetica e
relazione tra mobilita, carica, campo elettrico applicato, dimensioni. Relazione tra
punto isoelettrico ¢ mobilitd delle proteine. Elettroforesi su strisce di acetato di
cellulosa (esempio: separazione di siero proteine e descrizione delle principali
frazioni proteiche del siero); elettroforesi su gelo di poliacrilammide ( SDS-
PAGE, elettroforesi su gelo con gradiente di reticolazione ). Determinazione del
peso molecolare di proteine in elettroforesi. Isoelettrofocalizzazione. Elettroforesi
bidimensionale (applicazioni allo studio del proteoma). Elettroforesi ‘di- -acidi
nucleici. Elettroforesi capillare. _ : -
Tecniche di trasferimento di macromolecole dai geli (Southern, Northern, Western
Blot) con esempi di applicazioni diagnostiche. RERTIRPE SR 35
Metodiche di analisi della struttura delle proteine : struttura primaria e

_degradazione di Edman, determinazione di peso molecolare e sequenza con

spéttrometria di massa, metodiche utilizzate per la determinazione della struttura
secondaria e terziaria (dicroismo circolare, cristallografia con raggi X, NMR).

 Proteomica e proteoma.

Tecniche di biologia molecolare: Sequenziaménto del DNA con il,v metodo
enzimatico di Sanger. Amplificazione del DNA mediante PCR. PCR quantitativa

.- & “real time” PCR. Utilizzo di banche dati per Panalisi e I'allineamento di
- séquenze. Enzimi di restrizione e mappe di restrizione. Analisi dei polimorfismi

della Iunghe_zZa dei frammenti di restrizione,': sonde ‘molecolari e diagnostica
molecolare. Clonazione del DNA: taglio con enzimi di restrizione; plasmidi: ed

. altri vetfori per la clonazione, selezione cellule trasformate, biblioteche genomiche
& di cDNA Espressione di proteine in procarioti ed eucarioti, Mutagenesi
"+, sitospecifica. Microarray di DNA. e Tl bt o

Saggi immunologici. Nozioni su antigene e anticorpo, anticorpi-monoglonali..

Sistemi di dosamento immunologico basati sulla. marcatura. di _antigeni: od

* immunoprecipitazione; °© immunodiffusione semplice . e ;. radiale,

-

el

immunoelettroforesi, rocket elettrofores;i. ‘ e SRS
Traccianti radioattivi. Nozioni sull’uso dei principali traccianti radioattivi
utilizzati nel laboratorio biochimico e biochimico-clinico. Tipi di radiazioni; legge
del decadimento radioattivo, tempo di dimezzamento. Unitd di misura della
radioattivitd. Strumentazione: contator di . Geiger-Mueller, contatori a
scintillazione (contatore a scintillatore solido e liquido ), autoradiografia.

Testi consigliati - 4 ' R
K.Wilson, K.H.Goulding — Biochimica Applicata — Raffaello Cortina Ed.
Milano (1989). S
.. Modalita di esame: esame orale.
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Ribosomes attached ta

?Ei:zegd of mRNA

Some strai

have flagella—as many
as 8, but often fewer

A-miesosome,-a
" membranous
, stmcz_u{xe,ﬂound
in mamy bacteria

B;deﬂovibrfo, a parasite ~

-

thatlives within E. coli *
[see picture by J. C. Bummham,

T. Hasksmoto, and 5. F.

_]. Bacteriof. 96, 1366 (1968)] -

A pilus=Some-& coli-are-covesed-with
hundreds:ofrpili-of-vartous-lengths

Cell membrane, =8&nm

E. coli
~0ef% Q-8 X 220 pm

- DNA; 102 ;cm']ong. o
~ Only-1% of the total -
» ds.drawn-here o

ns of E. coli

The lengths of the flageila
vary bmt are oftem ~4X
longer than the cell proper

Conti,

A smalt mycoplasma

Fig. 1-1 Escherichia coli'and some smaller bacteria.
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17. Omogeneizzazione e frazionamento di cellule e tessuti

Pretrattai-r;eqto

_omogenemz:one

g Filtrazione/

g centrifugazione ¢
5

P

; PSS

1 ..

£ Prima dell’uso

Frazionamento cellulare e isolamento di organelli

Il frazionamento e la separazione di organelli da um omogenato di cellule
mediante centrifugaziore differenziale & descritio nel Capnnolo 23. Organel-
i particolari si possono ottenere mediante una scelta appropriata del tessu-
to di partenza e del metodo di omogeneizzazione, come illustrato nella Ta-
bella 17.2 per i tipi principali di organelki.”

citoplasma e di una
resa alta

dopo rimozione:

- di grasso e di tessuto
connettvo, quindi
tagliato a cubetti e

- sminuzzato. Tenere a

pi 7,5 com tampone

TRIS
Sciacquare-con: satima Sospendere in un volume
fisialogicz Empanats. 2x di mezzo di
Sospendere aef mezzo omogeneizzazione,
e emgxre&zzamne Spremere attraverso

una garza fine

Saccasosio ZSO mmol L7, Saccarosio 250 mmol L'}
TRIS/HCE 1@ mmoli LT, TRIS/HCE 10 mmol L,
pit 7,6; Mg€ly, S mmol L' ph 7,7 comenente

" Triton X-100 0,2-0,5 v/v ¥ mmol L' & acido

suecimico e EDTA
; 0,2 mmob L=
Waring blender, Portare 2 pif 7,8 ussad
bassa velocita, 3 min. TRES base Z mal -
. Waring blendes, altz

velacity, IS Z:controllate:
e aggiustateilip 27,8

e ripetete-ilipassaggior

di omogeneizzazione

Fikrare con garza.

Centrifugare-a.1200'g
Cenvwifugare a 2000 g per 20-min: filtrare-il
per 10 min; scastare i} sopranatante-con- garza-
sopranatante. Ripetere fine. Centrifugare.a-
Vomogerieizzazionte, [ 26:000-g:per 'S min.
~ filvazionee fz Rimuovergtetscartare:
cemrirugazione per lo stratossuperiore:
mightarare [z purezzs {pits feggera) def
deafy arganelfi’ sedimento.
Emenderelo strato
inferiore e omogenefzzare
dinuove (Z x 5s).
Centrifugare 2 26000 g
per 15 min
Risospendere in mezzo Risospendere il sedimento

in tampone, pit 7,8 e usare
immediatamente o
conservare z -20 °C

per una notte

di omogeneizzazione .
senza Triton'X-100 )

{ . "Unapproccio atemativo & I'uso di protoplasti vegetal (p. 78) come materfale df partenza, rifasciando i cloroplasti con lisi blanda {diluenda il mezzo ¢on acqua). -

- - MgClz 5 mmol L

Fegato- di- ratto,
conservato per una: notte;
per-ridurre. it contenuto:

di glicogeno

Foglie.di spinaci,
private.della:costola
e-tagliate-in-strisce
di'1 cm-

Sminuzzare finemente:
con forbici e lavare fmum |
volume 2x di mezzo -
di omogeneizzazione

Sciacquarse, quindi
sospendere in un
valumgre 3x di mezza
di amageneizzazione

Saccarosio 250 mmol L-;

Saccafo;io
TRIYHC 50 mmol L, 400 mmol L-';
HEPES/NaOH

. pH 7,5; XCI 25 mmol L5

25 mmal L, pH 7,6;
EDTA 2 mmol L

N

Wanng blender o

Omogeneizzatbre di

vetro Potter-Elvejham rotore-stativo

com un pestello di praamada:o
" Tedom -3 x S min

z &0¢ rpm

'Passare attraverso
diversi strati- di garza
fine {indossare guanti);

Centrifugare a 680 g
per 10 mm. Scartare
il sedimento; cemtrifugare

a 10:006 g per 10 min. centrifugare a 500 g

Scartace ifl sedimento; per 60 s; risospendere

cenuifugare 00000 g # sedimente in tampone

per 6@ miir. Temere pH 7,6; cenifugare

if sedimento. Risospendere  di ruovo 22500 g

iw tamparne, pit 8,0 per 60 s. Il colore

e centrifugare df muove da un'indicazione

2 T0F000 g per 60 min - visiva ded danno ai
cloroplasti (ad esempio
se'verde) -

Risospendere in soluzione Risospendere il

sedimento nel mezzo
di incubazione
appropriato,
contenente saccarosio,
ad esempio per studi di
CO0O,, p. 206

tampone a pH 8,0
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CAPACITA TAHPoNANTE
- ClLLou,‘{‘(‘Ec: d' bant 5077(@ LLZCWM& W&(m

P’

Jaiae il PH 4 uwta

UCLTLILIIIIL sy v ~amp A )

buffers. HEPES. It can be seen that the buffer capacity is gre:

ov.dos ——

| N

1o

| ,O,A.
ApH
FIG. 1. Buffer capaéity (B) Versus ApH over the range = 1 pH unit of the p

1 d Dem:.
(0.05 M). Points calculated using Eq: (5), and data from D. (11) Pe;;;, )an |
for pH and Metal Ton Control”’ (Chapman and Hall, ‘Lon on, ).
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- Table 8.1. Effcct of Tonic Strength of p&, of Some Characteristic Buffers®

: Coacentration of’
"ﬂ < 2 ‘é i : ‘ _ : buflering species at
o pKk,, pK,,  thepK,ifI=0.1.
W (M A@’) - pk? I=001 - '1/=_QLJ entirely due to bufler
i Acetate - =1 476 4.72 66 0.2 : o]
Phosphate ~ {=37 720 7.08 £8% 0.03 ‘ ‘ ;
¢ Citrate =5 640 629 - - 588 - ooz o
E Tris o+l 806 . 810 8.16 02 | | |

.- e

| - , R/S

pK, (at 26°)°

15

1. N go’%@/‘[b
o o<l ., _ l, | ' = _.3)

0.1 0.2

tonic strengt:h

-

Figure 8.2 Vanatxon of pX, with ionic strength for phosphate (lower line) and Tris
(upper line). The effect on phosphate is greater by a factor of 3 (the ratio of the n
values), and i is in the opposite dH'CCUOIl (smcc nis negative for phosphate and posmvc
for r Tris).
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i “Table 8.2. Thermodynanic Values for Range ol Buffers”

: ) N

- . . dpKjdT — ——— aSY
: “D i pkY  (at 25°C)  (kJ mol™") (J deg™! mol™*)

Phosphoric acid Pk, -1 215 +0.004 —-6.8 123 —64
Acetic acid -1 476  —0.0002 0.3 273 -50
Citric acid pR; -5 640 0 0 36.6 —-123
Imidazole <1 695 —0.020 340 399 -19
Phosphoric acid p K, -3 720 —0.0028 48 413 122
Tes —1  7.30 —0.020 34.0 43.0 -30
Tos ) o+ 8.06 —0.028 48.0 46.2 6
Ammonid , + 9.25 —0.031 53.0 531 0
Carbonate -3 1033 —0.00% 154 39.3 — 147

were calculated from the pK, and dp&, 1dT, which were obtaine

aThe values of AH°. AG®, AS°

g.1 Control of pH: Buffers

ol TRIS

pKY (zaro ionic strength)

- forfits

(lower line) and Tris
hate, but a large

1 - !
40

L
0 10 20 .30

Temperature (°C)

Figure 8.1. Variation of pK, with temperature for phosphate
e has only a small effect on phosp

(upper line). Note that temperatur
effect on Tris. .
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acido o base DKa (8 25°C)
- Acido acetico - 4,75 |
Acido barbiturico 3,98
Acido carbonico | 6,10; 10,22
Acido citrico ©3,10; 4,76; 5,40
Glicilglicina /77 \ . 306,813 -
HE:PES1 H-D CH - ;Hz “NH N-CH, C:‘?SD‘;‘ 750 ‘
Acido fosforico - 1,96, 6,707 12,3
PIPES® 95 - AC - we M 680
Acido ftalico® = * \_f¥—C4-emse”  2,90; 5,51
Acido succinico - - . 418,556 |
Acido tartarico - S 296,416
~ Tris3 . - e 814

' HEPES = acido N- 2—1drossxet1!pxperazma N'-2- etansulfomco

2 PIPES = acido piperazina-N-N’'-bis’ (2- —etansulfonico)
3Tris = 2 amino-2- ldrossmetllpropano 1,3- d&'ﬁ
| TRLIS ' vuouc-c CHy OH

- NH
soluzioni fisiologiche possono essere classificate a se

gate per brevi tempi d’incubazione o per il manten;
In ogni caso, tuttavia, & necessario che il medium ¢
(cioe possieda la stessa pressione osmotica) e si
garantirne [’ mtegrlta metabohca
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i 1
8.1 Control of pH: Buffers ST : _ 243
Table 8.3. A Selection of Useful Buffers ;
Name: . n pK2(25°C) . Comments
Lactic acid - ~1 3386
Acetic acid -1 476 .
Pivalic acid (trimethylaceti¢ acid) - o—1 . 503 Not very solublk;
¥ o -+ 7 .. unpleasant odor.
Pyridine > o 41 . 523 Volatile, poisonous .
3 Picolinic acid B ' o =" 54 Strong U—Vabsorpﬁon L
¥ Succinic acid oo o =3 564 IR
Histidine ' ' L4147 6.0 * Complexes Me** strongly ~
3 NMorphohnocthancsu]fomcac:d Mes) =~ —1¢" < 615 ST ]
CE - B1s-(2-hydroxyethyl)|mmo—tns- o165 2
I (hydroxymcthyl)mcthane (Bis-Tris) o R _
' N—(Z-acetam)do)-z-anunoethane sulfomc R e 3 B _"7' O
add(Acesy oo |
Tmidazole T S B X S COmpxem Me* :
& Phosphate R o =3 0720 - Stabxhz..smanycnzym :
E NMorphohnopropancsulfmucaczd =1 72 T e
(Mops) _ R ‘ .
N-Trs(hydroxymethylpethyh2- -1 7.5
aminocthane sulfopic acrd (Fesy o A
Tricthanolamine ¢ - +1 7.75
Tns(hydroxymcthyl)ammomthane (Tns) +1 - 8.06
N—Tns('hydroxymcthyl)mcthyl—glycmc -1 8.15
(Tricine) S
Tris(hydroxymethyl)aminopropane -1 - 84
. sulfonic acid(Taps) - - : ,
~ 2-Amino-2-methyl-1 }propanedm\ +1 88 . _ ‘ ' .
> Dicthanolamine - : +1 89 L
B Taurine - S —-1*. %1
~Ammonia : . #1925 -Volatile -
Boricacid - L -1 9.23 ~ Complexes with many
. e ] S . carbohydrates
Ethanolamine o +1 . 95 R
Glycine v T -1 - 98
I-Aminopropan-3-ol L ' +1 995 -
Carbonate N -3 S 103
“Indicates zwitterionic bufler in cither acidic or basic form.
would also be present. It inight even be that triethanolamine was adjusted with
sulfuric acid, in which case the doubly charged sulfate ions contribute more to
the ionicstrength, in this case / = 0.018. Asthors rarely give full details of how" <>
W O;py;c;{}ﬁr\ta'r St utorizzata dallaiiore. o AT e e wseeed e
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34 GENERAL METHODS FOR HANDLING PROTEINS AND ENZYMES

6. Cacodylate Buffer'

Stock Solutions

A: 0.2 M solution of sodium cacodylate (42.8 g of Na(CH;).As0,; - 3H0

in 1000 mD
B: 0.2 M NaOH

50 ml of A + x mi of B, diluted to 2 total of 200 mi:

7. Phosphate Buffer®
- S tock Solutions

x pH X pE

27 14 | ¥6 60

42 12 | 348 58

63 70 | 392 36

93 68 | 43.0 54 .

133 66 | 450 52

183 64 | 470 50
B8 62 .

oA,M

BUFFERS: |

4]
8. Barbital Buffer®

TS'tock Solutions
A: 0.2 M solution of sodiw
B: 0.2 M HCI

soml of A + x mlof B, &

‘Solutions more concentrate:

A 0.2 M solation of monobasxc sodium phosphate (77 8gin 1000 ml)
‘B: 02 M solution of dibasic sodium phosphate (53.65 g of
Na,HPO,-7H,0 or 71.7 g of Na,HPO,- 12H,0 in 1000 ml) '

‘ !xmﬁofMofB, diluted to a total of 200 m17 ‘

espccxally in the cold.

9. Tris(hydr’oxymethyl)amin.

- Stock Solutions

x- y +PH ¥ y eHo . 'AOZMsolubonoftnSﬂﬂ
035 65 ST | 450 550, 69 .= o E - ml) . i
20 80 S8 |30 610 70 - . . T B: 0.2 M HC]
%0 100 59 ]330 60 71 0 .. 3 '
77 123 60 | 8O 20 T2 A 50 ml of A + x ml of B, ¢
8.0 150 6. . 0 73 e S :
815 185 62 | 190 . 8.0 74
, 75 5 63 | 160 8.0 15
e T35 265 64 | 130 &0 7.6
' 685 315 65 ] 105 %05 1.7
= 625 375 66 | 85 95 7.8 _
' 565 435 67 | 70 930 19 ;
. 510 490 68 | 53 947 80 .

® | Michaelis, J. Biol. Chem. 81
* M. Plomict, Bull. Soc, Chim. Biol. 30, 129 (1949). # . Hayaishi, this series, Yol. L.
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Il FRAZIONAMENTO consiste nella separazione dei componenti 'omogenato in base alle loro proprieta

fisiche, come <
dimensioni. forma. densita. idrofobicita. carica.

Una delle tecniche piu importaﬁﬁ ed usate in biochimica, biclogia cellulare e biologia molecolare per il

frazionamento diun omogenatd ela CENTRIFUGAZIONE.

Viene usata principalmente per separare materiale particolato dal materiale solubile, tipicamente per.
separare component solubili ed estraibili, come enzimi e proteme dai component 1nso|ub“h della cellula: paretl
cellutar, fibre, cellule integre, organelli cellular.

La centrifugazione consiste nell’ esporre una sospensione di materiale , contenuta in una provetta (tubo da -
centrifuga), ad una forza di gravita relativa elevata: questo si pud ottenere in una centrifuga facendo ruotare it
tubo da centm‘uga ad alta veiocrta. ‘
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