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Come isolare e purificare le proteine

} Fattori determinanti- QUALITA, QUANTITA, COSTO
- la rispettiva rilevanza dipende dal contesto: ricerca di base, R&D o produzione

- le proteine si possono ottenere o dal sito di produzione endogena (es. una cell
mediante tecniche ricombinanti.

- devono poi essere separate da tutti gli altri componenti cellulari

} Lalisi cellulare libera le proteine

Metodi fisici Metodi chimici/biochimici
- omogenizzazion@neccanica - solventi (es. toluene)
_ ultrasonicazone - detergenti (estriton -X)
- estrusione (pressa di Frencl ““m & -enzmi (es. lipasi, ||SOZ_I_[na)
- cavitazione (shock osmaoticc - " M [ \

&
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Raccolta del materiale proteico

} Lalisicellulareliberatutto il materiale presentenel citosol
siliberanoproteine, piccolebiomolecole sali polisaccaridiacidinucleicj ecc

sesidesideraisolareproteine daaltri compartimenti(es dimembrana dal ER mitocondri,
e necessarisegureprotocolli specifici(es.centrifugazionealiferenzialea diversevelocitd

e necessaridnattivare enzimi degradativ{es. lavorando a freddo e aggiungendo alla
sospensione inibitori per gli enzimi proteaolitici)

si procede quindi aeparare le proteingella sospensione da detriti cellulari mediante, per esem

centrifugazione dialisi ultrafiltrazic

Armoured casing Dialysis bag ~_|

B After Concentrated —
solution
Pellet
Rapidly rotating rotor N _----"’J \“‘“:—_ e =
At start of dialysis At equilibrium

- sl eliminano altri tipi dmacromlecoldes. acidi nucleici) con enzimi specifici che li degradano (nuc
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1cpassaggio di purificazionealting out

Il metodo del SALTING OUT separa le proteine in base alladoodilicita
- aggiunta di solfato di ammonio, (BWESQ , un sale altamente igroscopico
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GEL ELETTROFORESI

} Una molecola carica in soluzione si muove in un campo elettrico

- la velocita di movimento dipende da vari fattori
v=WV/ ffd f7 rfh - :
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} Elettroforesi su gel di agarosio
- utilizza gel di agarosio, polimero di-[(6) a-D-galattosio(1- 4)b-3 (‘}anldrogalattosm]

- metodo utilizzato per separare DNA a doppio filamed$) (
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elettrodi
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} | frammenti didsDNAsono visualizzati utilizzando una sonda fluorescente
- originalmente si utilizzaviatidioBromuro (ER), chetercalain dsDNZAe diventafluorescente
- i frammenti di DNA viaggiano ceelocita proporzionale alla grandezzteorti = veloci)

- per il DNA lgrandezzasi misure irkilobasi(kb), determinata confrontando |gosizione
della banda con quella dharkera lunghezza nota (kit commerciali)

- ER e tossico e teratogené stato rimpiazzato da altre sonde (83 BRsafe
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Elettroforesi al poliacrilammide (PAGE e SBPAGE)

1} t1 D9 § f QrolgAsiiyiide®etHedRdphoresis
- guesto metodo e utilizzato per Beparazione di oligonucleotidi a singolo filamen{sg

- La variante SDBAGE tiene conto che a differenza degli acidi nucleicariea e formadelle
proteinenon e correlata alla lunghezz#ella catena

- Utilizza i&bdio DodecilSolfato per denaturarle ed inglobarle, omogeneizzando la carica alla lungf
- permette la visualizzazione dei frammenti con coloranti o mediante marker radioattivi
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SDSPAGE; preparazione del gel

P /& versare poliacrilammide
- sigillare con
b .
\

agarosio

spaziatore

posizionare pettine




SDSPAGE; caricamento dei campioni

Loadlng buffer
Proteine da separare + blu di bromofenolo
(colorante) + glicerolo (10%, addensante)




SDSPAGE; sviluppo del gel

1)colorazionedelle proteine
concolorante

2) rimozionedel colorante

dal gel

Colorant

- colorantecoumassidlu
- coloranteargentico

- colorantefluorescente



Gel Elettroforesi: a cosa serve?

-y St t QSt B inobNtBrEl&NSgereralmentproporzionale alla grandezza
£ QdzGAT AT T 2 RA Ypenktts distimaradahaygsReld ptoteineytize:
formano una bandaapprossimativamentég
- Il gel fornisce indicazionil) su quante diverse proteine sono preseptilfezzg
2) sulla lorcabbondanza relativgintensita della banda)
- permette diidentificare la frazionedove la proteina e pipura e/o abbondante
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ELETTROFORESI BIDIMENSIOqNfatsingisoelettrico (IEF)

} le proteine sono molecolanfoteriche (hanno residui siacidiciche basici)
-LISNJ 23y A LINRPGOGSAYILF 0OQS8 dzy Oleguvi&ueer L.
- questo ¢ ipunto isoelettrico(pl) al quale la carica netta della catena = 0

- |IEF utilizza una striscia di gel preparato omtecoleanfoteriche, che formano un
gradiente di pH le proteine si fermano al pH che corrisponde al jgiro

- la striscia di gel e posta in seguito su un getfSRIEE, si ottiene cosi gal bidimensionale

- |EF associato a spettrometria di massa (permette di identificare le proteine in ogni ba
base al preciso peso molecolare) éoddamentale importanza per la proteomica

IEF

pH 11

= massa
/ >

SDS-PAGE



Elettroforesi bidimensionale; stato metabolico delle cellule
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Elettroforesi bidimensionale; stato metabolico delle cellule

Gradiente di pH
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METODI CROMATOGRAFICI

A[ I aSLIN}YTA2yYyS RA YIONRY2f SO
Interazione differenziale con la matrigeresente nella colonna
cromatografica (nota come fase stazionaria

A Le proteine sono disciolte neflzsse mobile(un solvente noto come
eluente) che transita nella colonna ad una velocita definitargrim)

A Quelle che non interagiscono con la fase stazionaria escono con |
FNR2YUS RStfQStdsSSyiSo

AQuelle che interagiscono sono rallentateA G F2 NS f Q
lento il tempo di transita

o Le proteine si separano in base alle
loro caratteristiche chimicefisiche

1) Idrofobicita/polaritadella superficie
2) Carica

3) Grandezza

4) Interazioni specificheon ligandi

-
Ei vooon Rilevatore
(es. spettrofotometro)




HPLC

} Laseparazione cromatografica delle macromolecole biologiche in generale e prot
AY LI NIOAO2f | NB NXighRekfdnrasceLigud@inatodrapHy) 2

- guesta tecnica utilizza colonne cromatografiche impaccateneatnici formate da
particelle molto piccolgoeraumentare la risoluzionelella separazione

-ljdzSait2 NXfttSydalr Af UNryaadz2z RStfQSt
risoluzione dovuto al movimento browniano (diffusione) delle molecole da separa

- peraumentare la velocita di eluiziond@ S NIJS |j dzZA Y RA  LJ2 Y LI N&E
conpressioni elevate(inizialmente HPLC = HiBfessure LiquidChromatograpy

- Richiede colonne resiste

(spesso in metallo), e
strumentazione particola High Performance Liquid Chromatography

(HPLC)

HPLC column

injector

detector collector



CROMATOGRAFIA A FASE INVERSA

} La cromatografia a fase inversa e associata a HPIRRHPLCréversedphase
- fase stazionaria organiqadrocarburg; fase mobile acqu#, organica

C18

CHs

proteine legano alla fase stazionaria medianterazioni idrofobiche

AdaoO2y 2 duyentathosgaicita®elladagetinobile

Il polipeptide
entra nella
colonna
disciolto nella
fase mobile

acquosa |,

C4 cH
H,0

Desorbe dalla
superficie RP quando la
concentrazione di
solvente organico

nella fase acquosa
raggiunge un valore

critico
Adsorbe nella superficie
organica stazionaria H,0 HO
composta da catene H,0
alchiliche C4-C18 H,0




RRHPLC

Reversphase RP-HPLC utilizza un gradiente di eluizione H,0 A Org (es. CH;CN)
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CROMATOGRAFIA A SCAMBIO IONICO (ION EXCHEXGE

} Fase stazionaria (polistirene o polisaccaride) modificata con gru ¢
cationici (+) o anionici-§

- peptidi/proteine legano alla fase stazionaria mediante interazioni

elettrostatiche.

- la fase mobile e acquosan concentrazione crescente di sali o pHH

- i polipeptidi si staccano in base alla crescente forza ionica o pH c/c 8
fase mobile

- gruppi ionici comunemente utilizzati per modificare la fase
stazionaria sono:

- gruppicarbossimetile  (anionico debolg —CH;—CH—CH,—CH—CH;—CH—CHy;—CH—
- gruppi solfato anionico forte)

- gruppidietilamminoetile (cationico debolg
- gruppiamminoetile4®  (cationico forte) Lo Lo

+

Lys
CH; CH,

l|3H3 ! o % resina PS-SO,
-—u— CH, - CH.; CH.=NH -—cnr 0, .—n— CHC. 3

1o [+ 0o®

CH,

CH;CH,



IEXHPLC
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CROMATOGRAFIA A GEL PERMEAZIONE (GPC)

} Un tipo di cromatografia ad esclusion&izeExclusionrChromatography- SEC) nota
anche comemolecularsievechromatography(setaccio molecolare)

- la fase stazionaria e un gel di polisaccaride supportato da una matrice solida

- le proteine si separano in base alla loro grandezza.
- quelle piu piccole entrano nei pori del gel e sono rallentate

- quelle piu grandi sono escluse dai pori e passano per gli interstizi fra le particelle della
stazionaria, eluendo piu velocemente.

granuli di
polisaccaride
polimerizzato

. - , . . -
molecole piccole entrano nei pori moleco{e grandi restano negli interstizi



GPCHPLC

} Questa cromatografia e eseguita in eluizione isocratica (tampone acquoso)

A ImAD
_— .

Gel a maglia larga
(10kDac 5000kDg

970kDa
Aggregates

50 100 150

200

Vel (mi

nolecolegrandinonriesconcadentrare
1ei pori delle particellecromatografiche

>roteinaseparatacheentraneipori
naggioried e rallentata

Jiccoleproteinee salientranoin tutti i

)ori in profonditae sonomoilto rallentati

Unabuona risoluzionerichiedela sceltadellamaglia
del gelpiu adattaallaproteinadapurificare

970 kDa

700 © + aggregates

ol Gel a maglia stretta
2] (10kDag 600kDg

00 %0

100 150 200 250 Vel (md



CROMATOGRAFIA AD AFFINITAGX

V) {SLINIYTA2YS Ay o06FasS FfftQ AYyGSNITAZ
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- interazioni proteina/ligando; anticorpo/antigene;
chelante/metallo,oligonucleotidécomplementare
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855
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AGHPLC

Absorbance
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wacidonucl A filamentocomplementare
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equilibration— SAMPleand ___ away ___ o000 e re-equilibration
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DETERMINAZIONE DELLA STRUTTUMAtGdo di Edman

}  Degradazione (sequenziamento) Hdman(metodoarchaicq

- rilascio sequenziale di singoli AA marcdér(vatizzat) con una sonda colorata
| f {efinale di una proteina immobilizzata su un supporto solido

- rilevazione dei singoli AA mediante-RPLC e nuovo ciclo di degradazione

Ala Gly

?  uH O-@-3)-@-6
H3N._ . Asp-Phe-Arg-G
e \/ ;‘j)\/ N immobilizzazione
\—/ \'\“?“'5 H1.C H O
D-@-3-@-Of O

Phenilisotiocianato ; .
(PITC, reatt. Di Edman) kol l’“a’“t”’

Q } 0
H "\} . }:;(Mp-ﬂfhe-ﬁ:g—cw. ’ D@ . Pc:lcmloo
R \r V\N

| s 4 ud H . o l rilasci
' @-3-@-®
rilascio (idrolisi acida) l / D{D ““‘ o
1marr.:atur =~
HPL Gly yp HPLC
- ¢ .,,q:’ >-0-0-0-6)
- : 03 l rilascio Se:’c“gd"’
\
I J\“— O‘C‘?H PTH-Al s Do oo
L H ~Ala
MUV I\ HPLC y




STRUTTURA PRIMARMetodi alternativi (moderni)

} La sequenza amminoacidica di una proteina puo essere dedotta da quella del
gene che la codifica

- questo metodo éiu facile ed efficace per sequenze lunghe
- e piu semplice sequenziare DNbhe proteine, lsequenza e spesso gia in banche dati

- utilizzando la nota tabella di codoni, e poi semplice ottenere la sequenza prote
Sequenza del DNA GGG TTC TTG GGA GCA GCA GGA AGC ACT AIG GGC GCA

Sequenza degli Gy Phe Leu Gly Ala Ala Gly Ser  Thr Met Gly Ala
amminoacidi

- La degradazione @idman(arriva a ~ 50 residui) puo essere comungue necesse
per isolare il gene che codifica una proteina o identificarlo dalle banche dati
} La sequenza di proteine puo essere determinata mediante spettrometria di massa (\

- Si usa un metodo noto come mass fingerprinting, frammentando la proteina e
confrontando la massa dei frammenti con quelli in una banca dati.



FRAMMENTAZIONE DELLE PROTEINE

} Per determinarne la sequenza e utile poter frammentare le proteine
- la scissione della catena in frammenti e normalmente operatardeeasi
- I variframmenti sono separatusando RFHPLC
- | frammenti sono poi sequenziatisando il metodo dedmano MS fingerprinting
- Le sequenze dei frammento sono poi ordinate cometodo della sovrapposizione
(overlapping che permette la ricostruzione della sequenza

Xaa- Xaa- Xaa- Xaa- Xaa- Xaa- Xaa- Xaa- Xaa sequenzagnota

digestione con tripsina
(taglia dopoLyso Arg)

digestione corchimotripsina
(taglia dopo aromatici)

sequenziament

Ala - Ala - Trp - Gly - Lys N Val - Lys - Ala - Ala - Trp
Thr - Phe- Val - Lys \sovrapposmon Gly - Lys Thr - Phe

Thr - Phe-Val -L y s A AAla- Trp - Gly - Lys
Thr-Phe AVigy$-Ala-Ala-Tr p A Glyy



DETERMINAZIONE DELLA GRANDEfpé#rometria di Massa

} Per ottenere un spettro di massa di una molecola serve:
IONIZZAZIONE ACCELLERAZIO‘NE SEPARAZIONE RIVELAZIONE

le molecoledevono |, |interazione della interazione della rilevazione dello
[> loro carica con uri> loro carica con u lone in base alla

esseraonizzatan

fasegassosa campo elettrico campo magnetico relazione m/z
-la proteina viene accelerata e separateé ~~ campo elettrico

in base al rapporto massa/carica (m/z '°"'”'?Z_' + - NG

L _ _ separazione
massah accelerazione deflessionda

caricah acceleraziond deflessioneh

accellerazione -
campo\

; rilevazione
magnetico _

} ElectroSprayonisation (ESIMS)

® . ®
. 1\ o capillare
@ proteine ionizzate
—b - + -+ M
in forma gassosa Sty S,
"f \ _'+41"-‘---';++ . -\‘
® ® ¥+ ++
gocciolina con soluzione  evaporando aumenta va incontro a ® © NS
di proteine cariche la densita di carica esplosione coulombica alto voltaggio T
©



Spettrometria di massa MALBIOF

}  Matrix AssistedLaserDesorptionlonization ¢ Time Of Hight (MALDITOF)

sample ultraviolet
prohe U‘/laser
l:ath(lde \ i anode

/

=1 T ::

| I | u
\ detector

voltage '
potential readout

Diagramma semplificato dell'apparecchiatura MALDI

proteine

OH

acido trans-cinnamico
acido

biochimica


http://www.psrc.usm.edu/italian/molmod.htm#two

Utilizzi della spettrometria di massa
} La spettrometria di massa (MS) e un tecnica fondamentale per la biochimica

- @ spesso associata con la cromatografia in fase liquida (LO = LISNX SO G S
univoca delle proteine in un campione (esempio in un gel bidimensionale)

- permette di identificare mutazioni, o0 modifiche pesaduzionali(PTM) nelle
proteine (es. fosforilazione, glicosilazione ecc.).

- permette il sequenziamento di frammenti di una proteina per poterla identifica
(richiede un spettrometro tandemMS/MS)

(A) protein mixture (8) protein (C) separation (D) ionization
digestion
0°°
[— t“\/ —
MS/MS MS
® PEP Pr w;m @ mnduiect
[ - LI' fragments PEP T for MS/MS
E

PE I D representative | analysis
— ID E of peptide < D
| | } )




DETERMINAZIONE DELLA STRUT FURR 2

} Dicroismo Circolarg(CD) e undecnica spettrofotometricache permette di
determinare ilcontenuto di elementi di struttura 2 nelle proteine

a A 0 lassorbingenl diffeenzial@li luce polarizzata

normalmente la luce non e polarizzata; le onde
elettromagnetiche della luce oscillano in tutte le direzioni

speciali filtri detti olarizzatory> selezionano le

: : . I
componenti producendo lucdirearmente polarizzata — |
luce non
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da lucecircolarmente polarizzata

luce circolarmente
polarizzata (a destra)
Y
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luce circolarmente
polarizzata (a sinistra




Utilizzo del dicroismo circolare

} Molecole chirali assorbono luce circolarmente polarizzata a destra o sinistra
diversamente

-A=edd Af O2STTAOA HYEdiversoperedieiomponeny S 0
- luce linearmente polarizzata che transita per una soluzione di sostanza chirale viene
ellitticamente polarizzata. |l grado di ellitticitaq) puo essere misurato

DA = (g -eg) (88 | ;-*’\,'-' | o0, | ! 0on. [ ¥ ,
= De «d B Q (U&Q L OF pee |
q - D er D A B e— \ o

' |4 466 - | F6666- G

sostanza chirale




Utilizzo del dicroismo circolarecont)

- Il grado di ellitticita puo essere misurato e fornire uno spettro di «dicroismo circolare

- nelle catene proteiche ci sono molti centri chirali posti in segmentstratiure 2¢ a loro
volta asimmetricheg e questo che&letermina lo forma dello spettro

- serve per determinare dontenuto conformazionalee ilgrado di strutturazione

FYA
S e 0 o« AA
- l? ‘-“
2| FAg .
s ¥ R \ ,, ............ n
? i\ e
Q : K
< “ N\ - -~
L — e
e Y
Wavelength ()

o i
T

0 (elipticity)

80% a-elica, 20% rc

\&HO S

180

7. (wavelength)

0 (ellpticity)

spettri di base = - helix
. = [ - sheet
B = random coil

1. 1 1
180 200 220 240
7. (wavelength)

0 (elipticity)

§—F

4

'l 1 L L
200 wavelength 220 240



DETERMINAZIONE DELLE STRUTTERE 3

} bStfl YAONRAO2LIALF 2G0A0FT Lt fAYH)S

400nm

.
. » -——..H\‘\\

—— "2\
lente ottica

e

} La diffrazione dei raggi X ha un limite di ~ 1A (~ lunghezza legame covalente)

- richiede la diffrazione da parte degli atomnmolte molecoledisposte in modo molto regolare
- per questa ragione e necessario disporreristalli

} Altre tecniche utili per determinare la struttura di proteine sono:

- Spettroscopia a risonanza magnetica nucleare bidimensionale (2D-NMR)
- microscopia crioelettronica  (Cryo-EM)



Spettrometria a RaggK (12 struttura proteica 1959)

} Cristalli di proteine
- per ottenerli servono diversi mg/ml di proteina pura (spesso ricombinante)

- Il processo di cristallizzazione deve essere molto lentonm{esdo hangingdrop)
- dai cristalli si ottrnrnnmanna Ai Aiffrazigne

gocciolina sospesa con proteinaetrino sigillato

monocromatici (A)

diffrazione

——p spettro di diffrazione

- la densita elettronica attorno agli atomi diffrange i raggi X; dalla mappa di diffrazione ra
si ottengono informazioni sulla densita elettronica e quindi sulla posizione degli atomi.

- migliore la qualita del cristallo e maggiore intensita e coerenza della luce, piu elevata €
risoluzione




Spettrometria 2DNMR (12 struttura proteica 1985)

} NMR rivela la struttura di molecole in soluzione ad elevata concentrazione

Isotopi di

si basa sulla transizione fra stati g@mento magnetico nucleare di sgar alcuni

atomi presenti nelle biomolecol&H 13C,15N, 31P)

Immersi in un forte campo magnetico esterno, gli stati energetici degli spin si separar
guello meno energeticoe favorito, ma assorbendaadiazionealla frequenzedelle onde

radiosihalatransizioneal livello energeticopiu elevato

oltre al campo magneticoesterno, gli stati energeticirisentonoR I £ £ QI chitnikoS

attorno ad ogninucleo
- Il campomagneticoe modificatodai nucleivicini(connesstlalegamio vicininello spazio)

campomagneticozero ~ campomagnetico
spinhannostessaenergia €Sternog spin

y

hannoenergia

& o

"
njr.ryl‘/onderadio .......................... '



Spettrometria 2DNMR cont.)
} 'THNMR permette la risoluzione di strutture relativamente semplici (piccole biomolect

- NMR? convenzionale tiene conto solo di effetti trdegame e | etanolo CHyCHOH gy,
non e adatto a macromolecole. Per questo serve-4NRIR : T
che tienecontoanchedi interazioni vicine nello spazie 6A)  * < on :

t t t + ‘.LUV‘—J‘ + t
° ! rical :hift {ppﬁn} ? 1 !

- le distanze interatomiche rilevate, la conoscenza della seqt s
teica

e dei vincoli conformazionali permette di derivare la struttura pro
Folded structure

(in soluzione)



Cryomicroscopialettronica CrycEM) (12 struttura proteica 2002)

} Lamicroscopiaelettronicarisaleal 1931 goermette di ottenere unarisoluzionedi ~10 nm

- lacryoEM eunaforma di EM drasmissionalovesingoleproteine sonoimmobilizzatan
uno strato di giacciovitrificato (amorfa chene preservda struttura).

- QA Y YadekkatariSoluzioneaisultadallaricostruzionecomputazionaleli molte
immaginipresecondiversiorientamenti

fasci di elettroni

L y proiezioni LYRA@GARdzZ NB f QI y =
N LAl 2 T R
proteina ;
\ % a s
strato di— B
giaccio .
vitrificato -
proiezioni iy

ricostruzione
tridimensionale
ad altarisoluziooi




{ 0§dzZRA 2 RSt f QS JHéllelgroteire/ S Y2t SO2 ¢

} La sequenza amminoacidica di una proteine puo fornire importanti informazioni
-Af O2yFNRYyG2 02y LINRPGSAYS y20S T2NY.
funzione; e importante perché é molto piu facile conoscere la struttichd quella 3
-nelQS @2 f dzl A 2 ysRercd i toidehdele bbBe le proteine si sono trasforn
strutturalmente e funzionalmente nel tempo St S NA O 2 \angiddedria 2

hanno strutture simili ma solo |
35% degli AA della sequenza
comune.

-lerivanoda un precursore
comune?

Ribonucleasi bovina
T T -hanno mantenuto la stessa
Lortologhc paralogheJ funzione?
} Relazioni evolutive fra proteine

- due proteine sonemologhese derivano da un progenitore ancestrale comune; que
si manifesta con unsignificativasomiglianza nella sequenza e struttura

- possono esserertologhe: codificate da geni equivalenti in specie diverse

paraloghe codificate da geni che si sono duplicati in una specie e chi
spesso hanno funzioni diverse




Rapporti evolutivifra proteine

} Struttura tridimensionale e rapporti evolutivi tra proteine
- lasequenza determina la strutturane e lastruttura che determina la funzione
-y St f QS@2t dz A tyuuraBeR pidcorséniatldhe quélidel

- La selezione naturale puo agire in modo che la sequenza vari notevolmente
alterare marcatamente la struttura e di conseguenza neanche la funzione

Emoglobina (catena «) Mioglobina

t t 4t 15% 4

25%

} Esempio:

-f 1 aSljdzsSSyT I RStftl YA23ft20Ayl S RSt
leghemoglobinalelle leguminose (solo il 15% di AA in comune)

-fS t2N2 A0NHZOdNBE GSNIAFNAS az2y2 aay



Rapporti evolutivi fraproteine (cont.)

} Evoluzione divergente
- la struttura puo rimanere simile anche in proteine con funzioni diverse

- actina e HSF0 hanno strutture abbastanza simili anche se le sequenze hanno solc
~16% di amminoacidi in comune, e presumibilmente hannopgeaioghi

- hanno un precursore comune ma diverse funzioni

'?;@h. .~ ', ‘
AW N>

Asp 102

-
Ser 195 Ser 221 Asp 32
,
/
2
~—— \\ I’
His 57
His 64

Chimotripsina Subtilisina

- Ci sono casi di proteine con struttura molto diversa ma funzione molto simile

- la sequenza della proteashimotripsinaanimale) non e omologa a quella della
subtilisina(batterica) ma i residui del sito catalitico e la funzione sono simili

-f QS@2ftdd A2yS KI UGUNRQIG2 RdzS ©@2f GS=

} Evoluzione convergente:



