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} Fattori determinanti - QUALITÀ, QUANTITÀ, 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 cellula) o  
mediante tecniche ricombinanti.

- devono poi essere separate da tutti gli altri componenti cellulari 

} La lisi cellulare libera le proteine

Metodi chimici/biochimici
- solventi (es. toluene)
- detergenti (es. triton -X)
- enzimi (es. lipasi, lisozima)

Metodi fisici 

- omogenizzazionemeccanica

- ultrasonicazone

- estrusione (pressa di French)

- cavitazione (shock osmotico)   

Come isolare e purificare le proteine

omogenizzatoremeccanico sonicatore pressadi French        bombaosmotica



Raccolta del materiale proteico

} La lisi cellularelibera tutto il materialepresentenel citosol

- si liberanoproteine,  piccolebiomolecole, sali, polisaccaridi, acidinucleici, ecc.

- se sidesideraisolareproteineda altri compartimenti (es. di membrana, dal ER o mitocondri, 
è necessariosegureprotocolli specifici(es. centrifugazionediferenzialea diverse velocità)

- è necessario inattivare enzimi degradativi (es. lavorando a freddo e aggiungendo alla 
sospensione inibitori per gli enzimi proteolitici)

- si procede quindi a separare le proteine nella sospensione da detriti cellulari mediante, per esempio:

centrifugazione                                                        dialisi                            ultrafiltrazione

- si eliminano altri tipi di macromlecole(es. acidi nucleici) con enzimi specifici che li degradano (nucleasi)



1ϲpassaggio di purificazione: saltingout

} Il metodo del SALTING OUT separa le proteine in base alla loro idrofilicità

- aggiunta di solfato di ammonio, (NH4)2SO4 ,un sale altamente igroscopico

- ǳǘƛƭƛȊȊƻ ŘŜƭƭŀ Řƛŀƭƛǎƛ ǇŜǊ ǊƛƳǳƻǾŜǊŜ ƭΩŜŎŎŜǎǎƻ Řƛ όbI4)2SO4 e altre specie di piccole dimensioni

40%20% w/v

cenrifuga

60%

proteine meno solubili proteine più solubili

sezione del 
tubo di dialisi



GEL ELETTROFORESI

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

- la velocità di movimento dipende da vari fattori

}Elettroforesi su gel di agarosio

- utilizza gel di agarosio, polimero di  [(1­6) a-D-galattosio-(1­4)b-3,6-anidrogalattosio]

- metodo utilizzato per separare DNA a doppio filamento (ds)

- ƳŀƎƎƛƻǊŜ ƭŀ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀȊƛƻƴŜ ŘΩŀƎŀǊƻǎƛƻΣ ǇƛǴ Ŧƛǘǘŀ ŝ ƭŀ ǘǊŀƳŀ ŘŜƭ ƎŜƭ

v =  V¶q / f¶d f ŕ¶h

voltaggio
carica

coefficiente di  frizione

distanza 
elettrodi grandezza

viscosità 
ambiente



DŜƭ ŜƭŜǘǘǊƻŦƻǊŜǎƛ ŀƭƭΩŀƎŀǊƻǎƛƻ

vascaper tampone

power 
supply

pozzetti

elettrodi



etidio bromuro

SYBRsafeTM

DŜƭ ŜƭŜǘǘǊƻŦƻǊŜǎƛ ŀƭƭΩŀƎŀǊƻǎƛƻΥ ǾƛǎǳŀƭƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ŦǊŀƳƳŜƴǘƛ

}I frammenti di dsDNAsono visualizzati utilizzando una sonda fluorescente

- originalmente si utilizzava EtidioBromuro (ER), che intercala in dsDNAe diventa fluorescente

- i frammenti di DNA viaggiano con velocità proporzionale alla grandezza (corti = veloci)

- per il DNA la grandezzasi misure in kilobasi(kb), determinata confrontando la posizione
della banda con quella di markera lunghezza nota (kit commerciali)

- ER è tossico e teratogeno, è stato rimpiazzato da altre sonde (es. SYBRsafe)



- questo metodo è utilizzato per la separazione di oligonucleotidi a singolo filamento (ss) 

- La variante SDS-PAGE tiene conto che a differenza degli acidi nucleici, la carica e formadelle 
proteine non è correlata alla lunghezza della catena

- Utilizza il Sodio Dodecil Solfato per denaturarle ed inglobarle, omogeneizzando la carica alla lunghezza

- permette la visualizzazione dei frammenti con coloranti o mediante marker radioattivi

poliacrilammide

Elettroforesi al poliacrilammide (PAGE e SDS-PAGE)

} t!D9 ŝ ƭΩŀŎǊƻƴƛƳƻ Řƛ  PolyAcrilamideGel Electrophoresis
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molecole di SDS
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spaziatore

sigillare con
agarosio

SDS-PAGE ςpreparazione del gel

versare poliacrilammide

posizionare pettine caricare sullo strumento



SDS-PAGE ςcaricamento dei campioni

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



SDS-PAGE ςsviluppo del gel

1)colorazionedelleproteine
con colorante

2)rimozionedel colorante
dal gel

Coloranti:
- colorantecoumassieblu
- coloranteargentico
- colorantefluorescente



- ƴŜƭƭΩŜƭŜǘǘǊƻŦƻǊŜǎƛ la mobilità nel gel è generalmente proporzionale alla grandezza

- ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ Řƛ ƳŀǊƪŜǊ ŀ ƎǊŀƴŘŜȊȊŀ ƴƻǘŀ permette di stimare la massadelle proteine che 
formano una banda (approssimativamente)

- Il gel fornisce indicazioni  1) su quante diverse proteine sono presenti (purezza)

2) sulla loro abbondanza relativa (intensità della banda)

- permette di identificare la frazione dove la proteina è più pura e/o abbondante

Gel Elettroforesi: a cosa serve?



} le proteine sono molecole anfoteriche(hanno residui sia acidiciche basici)

- ǇŜǊ ƻƎƴƛ ǇǊƻǘŜƛƴŀ ŎΩŝ ǳƴ ǾŀƭƻǊŜ Řƛ ǇI ŀƭ ǉǳŀƭŜ ƛƭ ƴǳƳŜǊƻ Řƛ ŎŀǊƛŎƘŜ Ҍ equivale quelle -

- questo è il punto isoelettrico (pI) al quale la carica netta della catena = 0

- IEF utilizza una striscia di gel preparato con molecole anfoteriche, che  formano un 
gradiente di pH; le proteine si fermano al pH che corrisponde al loro pI

- la striscia di gel è posta in seguito su un gel SDS-PAGE, si ottiene così un gel bidimensionale

- IEF associato a spettrometria di massa (permette di identificare le proteine in ogni banda in 
base al preciso peso molecolare) è di fondamentale importanza per la proteomica

ELETTROFORESI BIDIMENSIONALE ςfocusingisoelettrico (IEF)



stato fisiologico

stato patologico

Elettroforesi bidimensionale ςstato metabolico delle cellule

dopo lôutilizzo 

di un farmaco
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Elettroforesi bidimensionale ςstato metabolico delle cellule

cambia la grandezza

cambia la carica

cambia ƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ



Á[ŀ ǎŜǇŀǊŀȊƛƻƴŜ Řƛ ƳŀŎǊƻƳƻƭŜŎƻƭŜ ƛƴ ǳƴŀ ƳƛǎŎŜƭŀ ŘƛǇŜƴŘŜ ŘŀƭƭΩ 
interazione differenziale con la matrice presente nella colonna 
cromatografica (nota come la fase stazionaria).

ÁLe proteine sono disciolte nella fase mobile (un solvente noto come 
eluente) che transita nella colonna ad una velocità definita (ml/min)

ÁQuelle che non interagiscono con la fase stazionaria escono con il 
ŦǊƻƴǘŜ ŘŜƭƭΩŜƭǳŜƴǘŜΦ 

ÁQuelle che interagiscono sono rallentate. tƛǴ ŦƻǊǘŜ ƭΩƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜΣ ǇƛǴ 
lento il tempo di transito. 

Rilevatore
(es. spettrofotometro)

Le proteine si separano in base alle 
loro caratteristiche chimico-fisiche:

1) Idrofobicità/polarità della superficie
2)Carica
3)Grandezza
4) Interazioni specifichecon ligandi

A

B

C

METODI CROMATOGRAFICI



HPLC

} La separazione cromatografica delle macromolecole biologiche in generale e proteine 
ƛƴ ǇŀǊǘƛŎƻƭŀǊŜ ǊƛŎƘƛŜŘŜ ƭΩǳǘƛƭƛȊȊƻ Řƛ It[/ όHigh Performance Liquid Cromatography)

- questa tecnica utilizza colonne cromatografiche impaccate con matrici formate da 
particelle molto piccoleper aumentare la risoluzione della separazione

- ǉǳŜǎǘƻ ǊŀƭƭŜƴǘŀ ƛƭ ǘǊŀƴǎƛǘƻ ŘŜƭƭΩŜƭǳŜƴǘŜΤ ŝ ǳƴ ǇǊƻōƭŜƳŀ ǇŜǊŎƘŞ ǉǳŜǎǘƻ ǊƛŘǳŎŜ ƭŀ 
risoluzione dovuto al movimento browniano (diffusione) delle molecole da separare

- per aumentare la  velocità di eluizione ǎŜǊǾŜ ǉǳƛƴŘƛ ǇƻƳǇŀǊŜ ƭΩŜƭǳŜƴǘŜ ƴŜƭƭŀ Ŏƻƭƻƴƴŀ 
con pressioni elevate  (inizialmente HPLC = High Pressure Liquid Chromatograpy)

- Richiede colonne resistenti 
(spesso in metallo), e 
strumentazione particolare



- fase stazionaria organica (idrocarburo); fase mobile acquaĄorganica

- peptidi/proteine legano alla fase stazionaria mediante interazioni idrofobiche

- ŜƭǳƛǎŎƻƴƻ ƛƴ ōŀǎŜ ŀŘ ǳƴΩaumentataorganicità della fase mobile  

} La cromatografia a fase inversa  è associata a HPLC ĄRP-HPLC (reversedphase)

CROMATOGRAFIA A FASE INVERSA

C18

C4



Reverse phase

More dydrophobic

95% H20, 0.05% TFA

75% H20, 0.05% TFA

25% CH3CN, 0.05% TFA

50% H20, 0.05% TFA

50% CH3CN, 0.05% TFA

- RP-HPLC utilizza un gradiente di eluizione H20 Ą Org (es. CH3CN)

A214

A214

time (min)

% CH3CN
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% CH3CN

più idrofobica

meno idrofobica

RP-HPLCRP-HPLC



- gruppi carbossimetile (anionico debole)
- gruppi solfato                      (anionico forte)
- gruppi dietilamminoetile (cationico debole)
- gruppi amminoetile4° (cationico forte)

}Fase stazionaria (polistirene o polisaccaride) modificata con gruppi 
cationici (+) o anionici (-) 

- peptidi/proteine legano alla fase stazionaria mediante interazioni 
elettrostatiche.

- la fase mobile è acquosa con concentrazione crescente di sali o pH

- i polipeptidi si staccano in base alla crescente forza ionica o pH della 
fase mobile

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

H2O

H2O

H2O

H2O

H2O

Na+

Na+

Na+

Na+

Na+

Na+

CROMATOGRAFIA A SCAMBIO IONICO (ION EXCHANGE - IEX)

resina  PS -SO3
-



Ionic

strength

 ¬

 ­

pH

 ¯

Flow through

IEX-HPLC



} Un tipo di cromatografia ad esclusione (SizeExclusionChromatography- SEC) nota 
anche  come  molecularsievechromatography(setaccio molecolare) 

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

- le proteine si separano in base alla loro grandezza. 

- quelle più piccole entrano nei pori del gel e sono rallentate 

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

CROMATOGRAFIA A GEL PERMEAZIONE (GPC)

granuli di 
polisaccaride 
polimerizzato

molecole piccole entrano nei pori molecole grandi restano negli interstizi



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

Gel a maglia stretta
(10kDa ς600 kDa)

Gel a maglia larga
(10kDa ς5000 kDa)

970kDa

670
440

66
17

<2

970 kDa

670

440

66 17
<2

150

GPC-HPLC

molecolegrandinon riesconoad entrare
neiporidelleparticellecromatografiche

Proteinaseparatacheentraneipori
maggioriedè rallentata

Piccoleproteinee salientranoin tutti i
pori in profonditàe sonomolto rallentati

Una buona risoluzionerichiedela sceltadellamaglia
del gel piùadattaallaproteinada purificare



} {ŜǇŀǊŀȊƛƻƴŜ ƛƴ ōŀǎŜ ŀƭƭΩ ƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ǎǇŜŎƛŦƛŎŀ ŘŜƭƭŀ ǎǇŜŎƛŜ Řŀ ǎŜǇŀǊŀǊŜ Ŏƻƴ ǳƴŀ 
ǎǇŜŎƛŜ ΨǊŜŎŜǘǘƻǊŜΩ(o ligando) immobilizzata alla fase stazionaria

- interazioni proteina/ligando;  anticorpo/antigene;  
chelante/metallo, oligonucleotide/complementare            

- Es.  IMAC ςImmobilizedMetal AC 

CROMATOGRAFIA AD AFFINITÀ (X-AC)

HisHisHisHis

Ni        Ni

His-tag



 ¬  ­

 ®

 ¯

Flow through
 ¬

 ­

 ®

 ¯

Cambiare tampone o condizioni ( pH, forza 
ionica ) o aggiungere ligando competitivo

AC-HPLC

RECETTORE               SPECIE DA SEPARARE

ω ƭƛƎŀƴŘƻăĄ proteina

ω anticorpo ăĄ antigene

ω acidonucl. Ą filamentocomplementare

ω ormone ăĄ recettore

ω metallo Ą proteinacon His-tag

glutatione



DETERMINAZIONE DELLA STRUTTURA 1a: Metodo di Edman

} Degradazione (sequenziamento) di Edman(metodo archaico)

- rilascio sequenziale di singoli AA marcati (derivatizzati) con una sonda colorata 
ŀƭƭΩb-terminale di una  proteina immobilizzata su un supporto solido

- rilevazione dei singoli AA mediante RP-HPLC e nuovo ciclo di degradazione

HPLC

HPLC

HPLC



STRUTTURA PRIMARIA: Metodi alternativi (moderni)

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

- questo metodo è più facile ed efficace per sequenze lunghe

- è più semplice sequenziare DNA che proteine, la sequenza è spesso già in banche dati

- utilizzando la nota tabella di codoni, e poi semplice ottenere la sequenza proteica

- La degradazione di Edman(arriva a ~ 50 residui) può essere comunque necessaria 
per isolare il gene che codifica una proteina o identificarlo dalle banche dati

}La sequenza di proteine può essere determinata mediante spettrometria di massa (MS)

- 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 è utile poter frammentare le proteine

- la scissione della catena in frammenti è normalmente operata da proteasi

- i vari frammenti sono separati usando RP-HPLC

- i frammenti sono poi sequenziati usando il metodo di Edmano MS fingerprinting

- Le sequenze dei frammento sono poi ordinate con il metodo della sovrapposizione 
(overlapping) che permette la ricostruzione della sequenza

digestione con tripsina
(taglia dopo Lyso Arg)

digestione con chimotripsina
(taglia dopo aromatici)

sequenziamento

Ala - Ala - Trp - Gly - Lys

Thr - Phe- Val - Lys

Val - Lys - Ala - Ala - Trp 

Gly - Lys Thr - Phe 

Xaa- Xaa- Xaa- Xaa- Xaa- Xaa- Xaa- Xaa- Xaa sequenzaignota

Thr - Phe- Val -LysÅAla- Ala - Trp - Gly - Lys

Thr -PheÅVal- Lys - Ala - Ala -TrpÅGly- Lys

sovrapposizione



}Per ottenere un spettro di massa di una molecola serve: 

- la proteina viene accelerata e separata
in base al rapporto massa/carica (m/z)

massa haccelerazione ideflessione i

caricahaccelerazione hdeflessione h

} ElectroSprayIonisation(ESI-MS)

lemolecoledevono
essereionizzatein
fasegassosa

DETERMINAZIONE DELLA GRANDEZZA: Spettrometria di Massa

IONIZZAZIONE 

interazione della 
loro carica con un 
campo magnetico

SEPARAZIONE 

rilevazione dello 
ione in base alla 
relazione m/z

RIVELAZIONE

interazione della 
loro carica con un 
campo elettrico

ACCELLERAZIONE

capillare

alto voltaggio



biochimica

proteine

} Matrix Assisted Laser Desorption Ionization  ςTime Of Flight  (MALDI-TOF)

Spettrometria di massa MALDI-TOF

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


Utilizzi della spettrometria di massa

}La spettrometria di massa (MS) è un tecnica fondamentale per la biochimica

- è spesso associata con la cromatografia in fase liquida (LC-a{ύΣ ǇŜǊƳŜǘǘŜ ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ 
univoca delle proteine in un campione (esempio in un gel bidimensionale)

- permette di identificare mutazioni, o modifiche post-traduzionali(PTM) nelle 
proteine (es. fosforilazione, glicosilazione ecc.).

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



DETERMINAZIONE DELLA STRUTTURA 2a: CD

}Dicroismo Circolare  (CD) è una tecnica spettrofotometrica che permette di 
determinare il contenuto di elementi di struttura 2a nelle proteine 

- ǎƛ ōŀǎŀ ǎǳƭƭΩassorbimento differenziale di luce polarizzata

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

- speciali filtri detti «polarizzatori» selezionano le 
componenti producendo luce «linearmente polarizzata»  

- luce linearmente polarizzata a sua volta è composta 
da luce circolarmente polarizzata

luce non
polarizzata

polarizzatore verticale e orizzontale 

luce linearmente polarizzata



Utilizzo del dicroismo circolare

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

- A = ecl ƛƭ ŎƻŜŦŦƛŎƛŜƴǘŜ ŘΩŜǎǘƛƴȊƛƻƴŜ όe) è diverso per le due componenti

- luce linearmente polarizzata che transita per una soluzione di sostanza chirale viene 
ellitticamentepolarizzata.   Il grado di ellitticità (q) può essere misurato

sostanza achirale sostanza chirale

DA = (eL-eR)  Öc Öl   

=     De  Öc Öl 

q ´De  ´DA 



Utilizzo del dicroismo circolare (cont)

- Il grado di ellitticità può essere misurato e fornire uno spettro di «dicroismo circolare»

- nelle catene proteiche ci sono molti centri chirali posti in segmenti con strutture 2e a loro 
volta asimmetricheςè questo che determina lo forma dello spettro

- serve per determinare il contenuto conformazionale e il grado di strutturazione



}bŜƭƭŀ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛŀ ƻǘǘƛŎŀΣ Lƭ ƭƛƳƛǘŜ Řƛ ǊƛǎƻƭǳȊƛƻƴŜ ŝ ƳŜǘŁ ŘŜƭƭŀ ƭǳƴƎƘŜȊȊŀ ŘΩƻƴŘŀ ό ½l )

} Microscopia elettronica convenzionale il limite è ~ 10 nm

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

- richiede la diffrazione da parte degli atomi in molte molecoledisposte in modo molto regolare

- per questa ragione è necessario disporre di cristalli

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

- spettroscopia a risonanza magnetica nucleare bidimensionale (2D-NMR)

- microscopia crioelettronica (Cryo -EM)

DETERMINAZIONE DELLE STRUTTURE 3a e 4a



Spettrometria a Raggi-X                                              (1a struttura proteica 1959)

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

- Il processo di cristallizzazione deve essere molto lento  (es. metodo hangingdrop)

- dai cristalli si ottengono mappe di diffrazione

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

- migliore la qualità del cristallo e maggiore intensità e coerenza della luce, più elevata è la 
risoluzione

H2O

gocciolina sospesa con proteinavetrino sigillato

precipitante



Spettrometria 2D-NMR                                               (1a struttura proteica 1985)

}NMR rivela la struttura di molecole in soluzione ad elevata concentrazione
- si basa sulla transizione fra stati del momento magnetico nucleare di spin per alcuni 

isotopi di atomi presenti nelle biomolecole (1H, 13C, 15N, 31P)

campo magneticozero
spin hannostessaenergia

campo magnetico
esternoςspin 
hannoenergia
diversa

hn
onderadio

- immersi in un forte campo magnetico esterno, gli stati energetici degli spin si separano

- quello menoenergeticoè favorito, ma assorbendoradiazionealla frequenzedelle onde
radiosihalatransizioneal livelloenergeticopiùelevato

- oltre al campomagneticoesterno,gli stati energeticirisentonoŘŀƭƭΩŀƳōƛŜƴǘŜchimico
attornoadogninucleo

- Il campomagneticoèmodificatodainucleivicini(connessidalegamiovicininellospazio)



Spettrometria 2D-NMR (cont.)

}
1H-NMR permette la risoluzione di strutture relativamente semplici (piccole biomolecole)

- NMR convenzionale tiene conto solo di effetti trans-legame e
non è adatto a macromolecole. Per questo serve il 2D-NMR
che tiene contoanchedi interazioni vicine nello spazio (< 5Å)

- le distanze interatomiche rilevate, la conoscenza della sequenza,
e dei vincoli conformazionali permette di derivare la struttura proteica

- 2D-NMR generalmente rivela le struttura solo di piccole proteine nel loro stato dinamico 
(in soluzione)

Initial random structure Folded structure



Cryomicroscopiaelettronica  (Cryo-EM)                   (1a struttura proteica 2002)

}La microscopiaelettronicarisaleal 1931 e permettedi ottenereunarisoluzionedi ~10 nm
- la cryo-EM è unaforma di EM a trasmissionedove singoleproteinesonoimmobilizzatein 

unostratodi giacciovitrificato (amorfo, chene preservala struttura).
- ƭΩƛƳƳŀƎƛƴŜad elevatarisoluzionerisultadallaricostruzionecomputazionaledi molte

immaginipresecon diversiorientamenti

strato di 
giaccio 
vitrificato

proteina

proiezioni

fasci di elettroni
proiezioni LƴŘƛǾƛŘǳŀǊŜ ƭΩŀƴƎƻƭƻ Řƛ ǇǊƻƛŜȊƛƻƴŜ

ricostruzione 
tridimensionale
ad alta risoluzioone



{ǘǳŘƛƻ ŘŜƭƭΩŜǾƻƭǳȊƛƻƴŜ ƳƻƭŜŎƻƭŀǊŜ delle proteine

}La sequenza amminoacidica di una proteine può fornire importanti informazioni

- ƛƭ ŎƻƴŦǊƻƴǘƻ Ŏƻƴ ǇǊƻǘŜƛƴŜ ƴƻǘŜ ŦƻǊƴƛǎŎŜ ƛƴŦƻǊƳŀȊƛƻƴƛ ǎǳƭƭΩƻǊƛƎƛƴŜΣ Ŝ ǇƻǎǎƛōƛƭŜ ǎǘǊǳǘǘǳǊŀ Ŝ 
funzione; è importante perché è molto più facile conoscere la struttura 1a che quella 3°

- nellΩŜǾƻƭǳȊƛƻƴŜ ƳƻƭŜŎƻƭŀǊŜsi cerca di comprendere come le proteine si sono trasformate 
strutturalmente e funzionalmente nel tempo

}Relazioni evolutive fra proteine

- due proteine  sono omologhe se derivano da un progenitore ancestrale comune; questo 
si manifesta con una significativasomiglianza nella sequenza e struttura

- possono essere ortologhe: codificate da geni equivalenti in specie diverse

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

- ƭŜ ǊƛōƻƴǳŎƭŜŀǎƛ Ŝ ƭΩangiogenina
hanno strutture simili ma solo il  
35% degli AA della  sequenza in 
comune. 

- lerivanoda un precursore 
comune? 

-hanno mantenuto la stessa 
funzione?

Ribonucleasi bovina        Ribonucleasi umana   Angiogeninaumana

ortologhe paraloghe



Rapporti evolutivi fra proteine

}Struttura tridimensionale e rapporti evolutivi tra proteine

- la sequenza determina la struttura, me è la struttura che determina la funzione

- ƴŜƭƭΩŜǾƻƭǳȊƛƻƴŜ ƳƻƭŜŎƻƭŀǊŜΣ ƭŀ struttura 3a è più conservata che quella 1a

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

}Esempio:

- ƭŀ ǎŜǉǳŜƴȊŀ ŘŜƭƭŀ ƳƛƻƎƭƻōƛƴŀ Ŝ ŘŜƭƭΩŜƳƻƎƭƻōƛƴŀ ǎƻƴƻ Ƴƻƭǘƻ ŘƛǾŜǊǎŜ Řŀ ǉǳŜƭƭŜ ŘŜƭƭŀ 
leghemoglobinadelle leguminose (solo il 15% di AA in comune)

- ƭŜ ƭƻǊƻ ǎǘǊǳǘǘǳǊŜ ǘŜǊȊƛŀǊƛŜ ǎƻƴƻ ǎƛƳƛƭƛ Ŝ ŀƴŎƘŜ ƭŀ ƭƻǊƻ ŦǳƴȊƛƻƴŜΣ ŎƘŜ ŝ ǉǳŜƭƭŀ Řƛ ƭŜƎŀǊŜ ƭΩƻǎǎƛƎŜƴƻΦ

25%
15%



Rapporti evolutivi fraproteine (cont.)

}Evoluzione divergente

- la struttura può rimanere simile anche in proteine con funzioni diverse

- actina e HSP-70 hanno strutture abbastanza simili anche se le sequenze hanno solo 
~16% di amminoacidi in comune, e presumibilmente hanno geni paraloghi

- hanno un precursore comune ma diverse funzioni

}Evoluzione convergente:

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

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

- ƭΩŜǾƻƭǳȊƛƻƴŜ Ƙŀ ǘǊƻǾŀǘƻ ŘǳŜ ǾƻƭǘŜΣ ƛƴŘƛǇŜƴŘŜƴǘŜƳŜƴǘŜΣ ƭŀ ǎǘŜǎǎŀ ǎƻƭǳȊƛƻƴŜ ŦǳƴȊƛƻƴŀƭŜ


