METODI BIOCHIMICI  24 aprile
LA CENTRIFUGAZIONE

Le tecniche di separazione per centrifugazione servono a separare le particelle applicando un campo centrifugo. Le particelle sottoposte a tale campo tenderanno a sedimentare e la velocità di sedimentazione è proporzionale alla forza applicata. Lo scopo della centrifugazione è quindi quello di esercitare una forza maggiore del campo gravitazionale terrestre per aumentare la velocità di sedimentazione delle particelle. Particelle che differiscono per densità, forma o dimensione possono essere separate tramite centrifugazione perché sedimentano a velocità diverse in un campo centrifugo. 
(per le formule su campo centrifugo, velocità di sedimentazione e RCF vedere le dispense)

Proteine che hanno un peso molecolare simile,hanno un coefficiente di sedimentazione diverso perché oltre che dalla massa dipende anche dalla forma. La densità ed il coefficiente di sedimentazione di RNA e DNA sono invece molto diversi. Per particelle piccole servono grandi accelerazioni per farle sedimentare perché la velocità di sedimentazione è inversamente proporzionale al raggio.

Le centrifughe si possono suddividere in:

· Centrifughe da banco

· Centrifughe refrigerate ad alta capacità

· Centrifughe refrigerate ad alta velocità

· Ultracentrifughe

Le centrifughe da banco raccolgono piccole quantità di materiale che sedimenta rapidamente,hanno una velocità max compresa tra 4000 e 6000 rpm e campo centrifugo relativo di 3000-7000 g.la maggior parte di esse opera a temperatura ambiente. 
Le centrifughe refrigerate ad alta velocità hanno una velocità max di 25.000 rpm con un campo centrifugo relativo di 60.000 g. hanno una serie di rotori intercambiabili ad angolo fisso o braccio oscillante. Hanno un sistema di raffreddamento per mantenere freddo il rotore ed evitare la denaturazione delle proteine. 
Le ultracentrifughe hanno una velocità max di circa 80.000 rpm e un campo centrifugo relativo di circa 600.000 g. La camera del rotore è sigillata, refrigerata e viene mantenuto il vuoto al suo interno, per minimizzare temperature eccessive. Le ultracentrifughe sono dotate di un albero motore flessibile per minimizzare le vibrazioni dovute all’alta velocità.

Di cruciale importanza, soprattutto per le ultracentrifughe, è il modo di caricamento della centrifuga stessa.
si deve prestare molta attenzione a non caricare la centrifuga in maniera sbilanciata,ovvero con un numero dispari di provette,o con le provette concentrate solo da un lato (peso squilibrato), poiché questo potrebbe causare un danno al rotore molto serio.

La forza centrifuga creata dal rotore che gira, genera un carico o stress sul materiale del rotore stesso. I rotori possono essere costituiti da vari materiali tuttavia per le ultracentrifughe sono utilizzate quasi esclusivamente leghe di titanio e alluminio. 
I rotori possono essere a bracci oscillanti, ad angolo fisso oppure ad alloggiamento verticale. 
 I rotori a bracci oscillanti sono costituiti da bracci che in condizioni statiche sono in posizione verticale, ma durante l’accelerazione si portano in posizione orizzontale. Le provette sono agganciate alle estremità e per effetto della gravità le provette si posizionano perpendicolarmente all’asse di rotazione e parallelamente al campo centrifugo. Questi rotori sono ideali per separazioni isopicniche e zonali.

I rotori ad angolo fisso ha le provette poste in cavità scavate nel corpo del rotore e formano un angolo fisso tra i 14° ed i 40° rispetto all’orizzontale. Le particelle si muovono radialemnte verso l’esterno ed i precipitato scende lungo le pareti e si raccoglie sottoforma di un piccolo sedimento denominato pellet. Il pellet si pone sul bordo lungo ed il rotore ha la strutture di tronco di cono. Ideale per pelletting. 

I rotori verticali equivale ad un rotore con angolo fisso nullo e le provette sono allineate sempre verticalmente rispetto al corpo del rotore.con questi tipi di rotori si ottengono sedimentazioni in tempi più rapidi rispetto agli altri tipi di rotori. Sono costituito da blocchi con delle cavità in cui si inseriscono le provette ed il precipitato si dispone su una parete della provetta. Questi rotori sono utilizzati per centrifugazioni isopicniche.

Una volta che la sospensione di particelle si è separata possiamo osservare due fasi: il sedimento ovvero il pellet,che corrisponde alla fase più densa e corpuscolata e il supernatante cioè la fase liquida al di sopra del pellet.   Delle variabili importanti sono le dimensioni e la densità della particella da cui dipende la velocità di sedimentazione, la RCF, cui è proporzionale l’efficienza del pelletting ed il tempo di centrifugazione. Il tempo di centrifugazione dipende dalla forza centrifuga. Ad esempio si puù applicareuna forza centrifuga non molto grande ma che viene applicata in un tempo prolungato.
CENTRIFUGAZIONE DIFFERENZIALE
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Questo metodo si basa sulle diverse velocità di sedimentazione di particelle con diverse dimensioni e densità. Le prime particelle che sedimentano sono quelle di dimensioni maggiori, se hanno la stessa massa quelle di densità maggiore sedimentano più rapidamente. Nella centrifugazione differenziale viene aumentato gradualmente il campo centrifugo il quale ad ogni step viene scelto in modo che sedimenti un particolare tipo di materiale. Si possono quindi separare le due fasi del pellet e del supernatante. Il pellet puù essere lavato e ricentrifugato per accrescere la purezza del materiale daseparare,tuttavia il campione non può mai essere del tutto puro perché inizialmente le particelle dell’omogenato sono uniformemente distribuite di conseguenza anche dopo la centrifugazione rimarranno in una certa banda sia le particelle che sedimentano prima sia quelle che sedimentano dopo. È di cruciale importanza rispettare i tempi prefissati per la sedimentazione altrimenti si fa precipitare tutto il preparato. Ad esempio se si omogeneizza un tessuto e si centrifuga a 10000g per 20minuti,si ottiene un pellet con la frazione nucleare. Se si ricentrifuga si ottiene una frazione mitocondriale nel pellet e citosol nel supernatante. Con una terza centrifugazione ottengo nel pellet la frazione microsomale ovvero parti del Golgi e del RE. 
CENTRIFUGAZIONE A GRADIENTE DI DENSITA’
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Si utilizza un mezzo che non ha una densità omogenea ma un gradiente di densità prodotto grazie al formatore di gradienti. Uno degli elementi più utilizzati per creare un gradiente è il saccarosio. Questa tecnica è utilizzata quando sono richieste separazioni quantitative di tutti i componenti di una miscela di particelle.
I metodici centrifugazione a gradiente di densità sono: tecnica zonale di velocità e tecnica isopicnica. 

La centrifugazione zonale di velocità si basa più che altro sulle differenze di dimensioni delle particelle. La massima densità del gradiente è scelta in modo da non superare quella della particella più densa da separare. Dopo la centrifugazione la soluzione campione si stratifica sul gradiente di densità liquido preformato. Bisogna centrifugare per il tempo sufficiente a far spostare le particelle lungo il gradiente per formare delle bande, separate sulla base della velocità relativa delle particelle.

La centrifugazione isopicnica dipende dalla densità idrostatica delle particelle ed è inoltre indipendente dal tempo. Con questa tecnica si possono quindi separare particelle di dimensioni simili ma con diversa densità. Questo metodo implica la stratificazione di un gradiente che copre l’intera gamma di densità che si vogliono esaminare. La densità maggiore del gradiente deve sempre superare la densità della particella più densa. La separazione delle particelle avviene finchè la loro densità idrostatica eguaglia quella del gradiente. La centrifugazione isopicnica è un metodo all’equilibrio perché la sedimentazione si arresta quando il gradiente e le particelle si trovano in un punto di isodensità.
Si può anche mescolare preventivamente il campione con il mezzo che costituisce il gradiente. Con questo metodo si utilizzano generalmente sali di metalli pesanti come CsCl. La centrifugazione provoca la sedimentazione delle molecole di CsCl che formano un gradiente di densità. A questo punto le particelle da separare si arrestano nel gradiente dove la loro densità è all’equilibrio con quella del mezzo. Si possono migliorare le separazioni mediante incorporazione di un isotopo pesante come ad esempio l’etidio bromuro. 

DIALISI
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Disponiamo di un campione contenente una proteina (ad esempio) immersa in una soluzione salina. Se vogliamo eliminare il sale dal campione si applicano alle estremità del campione delle membrane permeabili solo a piccole molecole. Tali membrane note come membrane dializzanti servono per eliminare il sale dalla soluzione concentrata. Il campione con la soluzione concentrata viene immersa in un tampone (acqua). Essendo il tampone povero di soluti il sale e la proteina tenderanno ad uscire dal campione per equilibrare le loro concentrazioni con quelle del campione. La membrana però consentirà il passaggio esclusivamente di sale, quindi la proteina rimarrà intrappolata nel campione. In questo modo la concentrazione di sale nel campione tenderà a diminuire per equilibrarsi a quella dell’acqua.
SALTING OUT

 La solubilità di una proteina dipende dalla sua forza ionica, per ogni proteina è stato possibile registrare un valore corrispondente ad una certa quantità di solfato d’ammonio a cui la proteina smette di essere solubile e precipita (salting out) .La solubilità di una proteina dipende dal solvente utilizzato, dalla forza ionica e dal pH.
Questimetodi precipitano la proteina nativa, diventata insolubile in seguito ad aggregazione,non si tratta pertanto di denaturazione. Il meccanismo consiste nell’aggiunta graduale di solfato di ammonio.man mano che si aggiunge sale gli ioni salini sono solvatati dalle molecole di acqua in soluzione. Man mano che si aggiunge sale le molecole di acqua cominciano a scarseggiare pertanto prenderanno parte alla solvatazione quelle molecole di acqua che interagiscono con i gruppi idrofobici della proteina. In questo modo le regioni idrofobiche rimangono scoperte e possono interagire tra di loro provocando la formazione di aggregati proteici che precipitano.

Un altro metodo di ripartizione per solubilità è quello di ripartire le molecole non in un sale bensì in un solvente organico. Il solvente è generalmente un mix di acqua e fenolo cloroformio. Fenolo e cloroformio hanno una densità maggiore della fase acquosa,magli acidi nucleici ad esempio sono solubili in acqua ma non in fenolo e cloroformio quindi rimangono nella fase acquosa. Le proteine,invece essendo parzialmente solubili,rimangono nell’intefaccia tra l’acqua ed il solvente organico.

METODI DI STUDIO DI UNA PROTEINA
Studiando una proteina si può determinare la sua quantità in una miscela, determinare la sua struttura primaria e infine la sua struttura tridimensionale. Dopo la quantizzazione di una proteina si passa ad analizzare la sequenza amminoacidica della stessa. Prima di tutto si determina la composizione amminoacidica dei peptici,si rompono gli eventuali ponti disolfuro, si determinano i gruppi terminali per stabilire da quanti tipi di catene è formata la proteina, si prepara una mappa triplica e infine si ricostruisce la sequenza della proteina.
Per determinare la composizione in aa si procede con l’drolisi della proteina con HCl. Si deve però tener conto del fatto che l’HCl trasforma Asn, Gln in Asp e Glu ed il Trp viene completamente distrutto. Quindi si procede prima alla determinazione spettrofotometrica di Trp nella proteina non idrolizzata. Gli aa dell’idrolizzato possono essere separati con una cromatografia e derivatizzati per reazione con un appropriato reagente. L’eluato della colonna viene quindi mescolato con una sostanza che reagisce con i gruppi amminici degli amminoacidi per ottenere un prodotto fluorescente. Si procede all’individuazione dei singoli aa in HPLC.

L’analisi procede con la determinazione dei gruppi terminali che serve a stabilire da quanti tipi di catene è formata la proteina. Il residuo N-terminale viene fatto reagire con cloruro di dansile per formare peptici dansilati. Successivamente viene liberato mediante idrolisi acida, separato con metodi cromatografici e infine identificato per fluorescenza (giallo). Il residuo C-terminale può essere identificato staccandolo con carbossipeptidasi specifiche per i residui di aa. 

Dopodiché posso passare alla rottura di eventuali ponti disolfuro. Le proteine che contengono più di un residuo di Cys possono formare dei ponti disolfuro. Per scindere e quindi ridurre eventuali ponti di solfuro si utlizzano delgi agenti riducenti quali DTT o mercaptani.

Il quarto step consiste nel determinare la sequenza amminoacidica, cosa che viene fatta tramite metodo di Edman. Il reattivo di Edman (fenilisotiocinato) reagisce con il gruppo amminico della proteina formando un derivato feniltiocarbamilico. Questo PTC derivato viene convertito in un PTH-amminoacido, e successiva idrolisi acida step con cui si conclude il primo ciclo di degradazione di Edman ed in seguito al quale si può identificare l’amminoacido tramite HPLC in fase inversa. Dopo un certo numero di cicli la resa diminuisce. 

Il metodo di Edman, sebbene sia quello tuttora utilizzato ha dei limiti. Solo il 50-70% delle proteine infatti ha un gruppo N-terminale libero, disponibile per l’attacco dell’isotiocinato. Il resto delle proteine devono essere preventivamente trattate con reagenti chimici o enzimatici che scindano il polipeptide in tanti polipeptidi più piccoli. Si passa quindi alla determinazione della mappa triplica che è simile ad una mappa di restrizione. I metodi chimici sono l’utilizzo del CNBr che taglia i residui di Met nella parte c-terminale; l’ N-bromosuccininmide che taglia i residui di Trp sul lato C. Oltre ai metodi chimici si utilizzano metodi enzimatici:
Endopeptidasi :

Tripsina

Rn-1= residuo positivo (Arg,Lys)



Rn  ( Pro

Chimotripsina
 Rn-1= grossi residui idrofobici




(Phe, Trp, Tyr)



Rn  ( Pro

Pepsina

Rn = Leu, Phe, Trp, Tyr



Rn-1  ( Pro

Infine si costruisce la sequenza della proteina osservando a livello di quali amminoacidi è avvenuto il taglio. 
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