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*SCOPO DELLA METODICA

ELETTROFORESI: movimento di particelle dotate di carica che immerse
INn un Mezzo conduttore sono indotte a muoversi per effetto di un campo
elettrico applicato al mezzo stesso.

A COSA SERVE.: per distinguere, caratterizzare e identificare
biomolecole anche in miscele complesse;

Sfruttare la migrazione elettroforetica per «risolvere» le biomolecole
presenti nel campione in singole frazioni, distinte per la carica o per le
proprieta strutturali.

APPLICAZIONI NELLA RICERCA BIOMEDICA (livelli di arricchimento in
fasi di purificazione, caratterizzazione strutturale di miscele complesse).
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*Quando si applica una differenza di potenziale (AV) tra due
elettrodi, si genera un campo elettrico (E), che dipende dalla
distanza tra gli elettrodi (d) verso [l'elettrodo di carica
opposta e che induce la mobilita di una molecola di carica
g verso lelettrodo di carica opposta, imprimendole una
velocita di migrazione (v);

* Le molecole si spostano verso il catodo se hanno carica
positiva e verso lI'anodo se hanno carica negative;

* Amminoacidi, peptidi, proteine, nucleotidi ed acidi
nucleici possiedono gruppi ionizzabili e quindi, ad ogni valore
di pH, sono presenti in soluzione come specie elettricamente
cariche e possono essere sottoposti ad elettroforesi.
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_ Figura 8.1
Alimentatore (V) \ Principi della migrazione elettroforetica.
La differenza di potenziale applicato tra
gli elettrodi (d.d.p.) genera un campo
——————————————————— Distanza tra gli elettrodi (d) ------------------- elettrico dipendente dal potenziale
stesso (V, espresso in volt) e dalla
distanza degli elettrodi tra di loro (d).
E = campo elettrico, grandezza
Anodo Campo elettrico (E) Catodo vettoriale il cui valore é espresso in
—_'<+>‘ <_> V/cm e il cui vettore e diretto per
convenzione dall’elettrodo collegato al
polo positivo del generatore di corrente
(anodo), all’'elettrodo collegato al polo
Specie ionica negativo (catodo); v = velocita della
e - specie ionica di carica g in presenza
della differenza di potenziale applicato
(cm/s); f = coefficiente che misurala
“resistenza frizionale”, dipendente dalle
dimensioni idrodinamiche e dalla forma
della molecola in movimento, oltre che
- o : dalla viscosita e dalla natura del mezzo
orza frizionale Forza elettrostatica o T . .
(F = vf) (F = gE) fluido in cui si sviluppa il movimento.

(con carica q)

MOBILITA’ ELETTROFORETICA: n=vl/E

e una proprieta intrinseca di ogni molecola carica dipendente dal
coefficiente frizionale nel mezzo fluido in cui si realizza I'’esperimento:

u=qff
(ZANICHELLI
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FATTORI CHE INFLUENZANO LA MIGRAZIONE
ELETTROFORETICA

» CAMPO ELETTRICO
> TEMPERATU R A fsbela8.1 Fattori che Influenzano la migrazione elettroforetica.

Campo elettrico Un Incremento di d.d.p. permacte di ridure notsvoimante | templ A esecuzione della corss, ttavia C3USA UN JWMento
del calore prodotio, con effettl negativi sulle sostanze termoiabill, Edste una relazione tra voltagglo, resistenza e comrente,
espressa mediante I legge di Ohme

» SUPPORTO

dove indica Fintensith dl commente elatinca, Vil valtaggio applicsto @ |2 resistenza del mezzo, Che a sua volta digende
sia clal mez2o dl supporto del Upe di tampane che dalla 5ua concentrazione. Inoitre, R aumenta con Taumentare della
distanza tra gh elettrod| ma diminuisce can I'aumentare sia dell'acea che della sexione trasversalke del supporio.

> TAM P O N E Temperatura In presenza di campl elestrid elevati & csserva un aumento del calore peodotta 8 causa del cosiddetio effetto Joula,
da terere sotto controllo sia per Veffetto denaturante sulle macromalecole che per Minduziona di morl convettivi che
Imitano il potere di dsolubons, ovvero capacith di distinguers le diverse component| di una miscela, L'sumento deilz
temperatura duranis lo svolgimento di unelettrofores! puo inoltre indurme fenoment di evaporazione del tampone
| elettroforgtico, con modifiche delle sue proprista, Neil'clettroforest su qel, la marcanza di uniformith di calere comparta

> S P E ‘ I E M | una diversa velogita di migrazone tra b corsie periferiche pid fredde ¢ quelle Inteme pid calde (e, quindl, a viscosid
O LA R E maggiore @ “pit velocr). ll isultato &1 coslddetto effetto smile. i

Supporto Sebbane I'slettroforesi 2onale utilizzi come Mezzo di migrazione (supporto) matariale refativamente ineste, @550 pud
presentare nel riguardi delle spece joniche effetti selettivi di adsorbimento, in grado ¢l modificare le proprietd di
migrazione & aloun componenti, | Supporti ComuneMents usati per Velettrofores 2o0ae sono riportat nells scheda In

|abomatario 8.2 @ ducussi nel Paragrafo 8.2 Nelle separszion| di sostanze ad alto peso molecolace, come e protene e g8
acidi nucleid, Tuso del ool come mexzo di supporto ha amplaments sostRUILO | sistemi elettroforeticl su cana e su acetato
dicellulosa.

Tampone In ur'elettroforest, | corrente viene condorta printipalmente dalla soluzicne eletroitica. b ganer= questa &
rappresantata da un tampone, che ha l'ulteriore proprieta di mantenere le molecole del camplone in una stato ionizzata.
| 1l valore del pH de! tampane elgstroferetico & critico por determinare sis Ia canica netta. & quind la forza clettrostatica

che determineth la migrazione elettroforetica, che 1a solubilith stessa del campione, Il tampone catimale deve essere
ovviamente inerte chimicamente verso le specie joniche da esaminare. Incltre, 1a forza Jonica & generaimente COMPres3
tra 0,05 & 0,10 M se troppo @levata, indatl, ha un effetto negativo sulls velod di igranione 3 Causa dell'effetto di
competizone degli ioni def tampone sulle specie ioniche In movimento, mentre s& occessivaments ridotta sl traduers
in un minoar potere di risoluzions a causa delia riduzicns dells conducibilina del mezzo, che sl traduce in un aumento
41 diffusione delle “bande” eletrofaretiche. Se il tampone presente nebe due camere del'appanato slettroforetico @ 'o
stesso utilizzata per saturare 1 supporto, sl parla di sistema continua; in G359 contrario Il sistema si definisce discontinua.

Speck molecolare | L3 velochh di migrazione di una molecols aumenta alraumentare della sus carica netta, che, & s volta, dipende sis dat
suo grado di dissociazion? che dal pH del tampone eletroforetico. 0'alra parta. per 'Equazione 8.3, Il peso mokecolars
dela malecola influenza in moda nverso velocitt di migrazione, perché con Faumento delle dimansioni molecolari

aumentano le forze frizionall rispetto al mezzo Ccostante, Molecole di dimensionl simili ma di forma molecclare diversa
{per esempio, proteine fibrose & globularl) mostrano differanti caratteristiche di migrazions a Causs del diversa offetto

delle forze frizonali ed elatirostatiche. Questo principlo @ sfruttato, per esempio, In skune applicazion| specisizzate nel
studio degli ackl nucleid (siveda il Paragrafo 84).
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nella ricerca e nella diagnostica biomedica elettroforetiche in base al tipo di

S . . Figura 8.2
[ Principali metodologie elettroforetiche J Classificazione delle tecniche
mezzo in cui avviene la migrazione

[ | ) delle specie ioniche.
1930-1940 (Tiselius) Elettrof - (1960-1980)
Elettroforesi ?, 2 ort'-::5| Elettroforesi
- o zonale e
a “fronte mobile capillare
1937 (Konig) Fine anni '50
Su strato sottile Su gel
Di poliacrilammide Di agarosio
(PAGE) (AGE)
1966 (Vesterberg e Svensson) 1970 (Laemmli)
Per focalizzazione isoelettrica In presenza di SDS

(IEF) (SDS-PAGE)

{ )
&

1975 (O’Farrel)
Elettroforesi bidimensionale
(2DE)
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ELETTROFORESI IN FASE LIQUIDA (O A FRONTE MOBILE)

Catodo e @ Anodo
APPARATO Elettrodi

Soluzione
elettrolitica
(tampone

puro)

Miscela di sostanze da separare
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FORMAZIONE DEI «kFRONTI MOBILI»
Catodo e e Anodo

A 7’
7’
’/
,/
/,,
7
,/
’/
’, - -
o Migrazione
7 . .
< differenziale
Catione C3 Anione A3 degli anioni
Cationi C3+C2 Anioni A3+A2
Catione C3+C2+C1 NN _ _ ________ Anioni A3+A2+A1
Migrazione
. . \
differenziale .
dei cationi %

Specie ioniche non separate s
(A1+A2+A3+C1+C2+C3)
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A2+A3

A1+A2+A3

DETERMINAZIONE DELLA MOBILITA’

Analisi
A

<

(0]

[ oy

§e] A2+A3
N

o

5

< A3

v

[

(e}

(&

Y

l

Profilo Schlieren
della migrazione dei fronti

A

dc/dt

Y

Distribuzione degli anioni nel fronte mobile verso I'anodo




L'apparato (schema)

A sviluppo orizzontale

"Pozzetto”
per la deposizione
del campione

() _/9

Vasca con v i A Vasca con
tampone | -~ Supporto imbibito & tampone
(anodo) di tampone (catodo)
A sviluppo verticale [ Alimentators
"Pozzetti”
e per la deposizione dei campioni

Vasca con
tampone
(catodo)

Supporto imbibito
di tampone

Vasca con @
tampone

(anodo)
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ELETTROFORESI
ZONALE

SUPPORTI NON FILTRANTI:

v CELLULOSA
v' ACETATO DI CELLULOSA

SUPPORTI FILTRANTI:

v AGAROSIO
v" POLIACRILAMMIDE




GEL FISICO REVERSIBILE: GEL DI AGAROSIO

o : : OH s }
% L'agarosio e un polisaccaride CH,0H . CH,
lineare di unita di agarobiosio \d\\o/
costituite da D-galattosio e 3,6 0 o OH

- anidro-L-galattosio.

D-galattosio 3,6-Anidro-L-galattosio

RETICOLO DI AGAROSIO POLIMERIZZATO

s Il gel di agarosio viene ottenuto sciogliendo a
caldo nel tampone quantita variabili di agarosio
(dallo 0,6 al 3% peso/volume). Una volta sciolto e
dopo che ha raggiunto una temperatura moderata
(circa 40 °C),a cui l'agarosio e ancora liquido,
guesto viene versato in una camera elettroforetica
e lasciato solidificare.
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GEL CHIMICO IRREVERSIBILE: GEL DI POLIACRILAMMIDE

O
J 74
H,N—C HoN—C
H,C H,C \ M
\\ \\ CH— CH, CH—C
CH + CH Persolfato / \\ / H,
O—C 0=—C TEMED ¥4
\ \ O==C
NH, NH %
/ NH
oO=— HZC\ P4
. . H->C
Acrilammide NH “ \
/ NH
\ =€
CH %
7 NS Q2 ity
CH—CH, CH—C
Bis-acrilammide H,
HzN_ C HzN_ C
\ \
O O
Figura 6.3 Poliacrilammide

Nella figura &€ mostrato come acrilammide e bis-acrilammide
(N, N-metilen-bis-acrilammide) reagiscono per formare il reticolo
di poliacrilammide.

10

M. Maccarrone, Metodologie biochimiche e biomolecolari, Zanichelli editore 2019




> Il gel di poliacrilammide viene ottenuto mediante polimerizzazione di unita
di acrilammide in presenza di piccole quantita (una parte su 20-30) di N,N'-
metilen-bis-acrilammide, che formando legami crociati tra | polimeri di
acrilammide genera un reticolo gelatinoso;

> La polimerizzazione dell'acrilammide € una reazione radicalica a catena,
Innescata dal persolfato di ammoni che tende a scindersi spontaneamente
producendo radicali liberi. Per accelerare la formazione di questi radicali liberi,
si include nella miscela di polimerizzazione Ila base TEMED (N,N,N',N'-
tetrametilendiammina), che catalizza la decomposizione dello ione persolfato;

> Il radicale S04- rappresenta la specie efficace (R:) nella catalisi della
polimerizzazione con persolfato. L'attacco radicalico di R-ad una molecola di
acrilammide (M) innesca la polimerizzazione, in quanto genera un radicale
libero della stessa molecola di acrilammide, che attacca una seconda molecola

di acrilammide e cosi via, formano una catena crescente.

S,05° + 1€ --> S0, + SO,
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FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)

K\/’Q—D pl=3  CREAZIONE DEL

) GRADIENTE DI pH
Miscela P

di anfoline
a pl compresi
tra3e10

Tubo di vetro
riempito di gel
di poliacrilammide

10

=2
I
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FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)

MIGRAZIONE DI SPECIE ANFOTERE

pH < pl: in questa regione
la sostanza assume carica
netta positiva e tende a

+ migrare verso |'anodo

pH = pl: in questa regione la
sostanza e priva di una carica
netta e cessa di migrare

diente di pH stabile w

— pH > pl: in questa regione
la sostanza assume carica
netta negativa e tende a
migrare verso il catodo

o Gra

M. Maccarrone, Metodologie biochimiche e biomolecolari, Zanichelli editore 2019 13




FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)

APPARATO E SVILUPPO ELETTROFORETICO

Alimentatore

“"Pozzetti”
e per la deposizione dei campioni
pr— Orientamento
della migrazione
T l l delle specie
— anfotere sulla base
del loro pl
T T l e del valore del pH
del gel

pH = 10 ©
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FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)

DETERMINAZIONE DEL pl DELLE PROTEINE
A

J

15 1617 13 13 .20 2 2 33 N S

L% U L 0

4 3 01 2139

TIVITIVEVETLETVEL]
£ 7

- - -
-

L LN |
3 4

Distanza dall’applicazione (cm)

I
2

TT
1
O

_— e

o Gradiente di pH stabile w

IR
o
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SDS PAGE E ANALISI DELLE PROTEINE

Proteine con legami disolfuro - DENATURAZIONE DELLE
intra- o intercatena 5-S PROTEINE
I'SDS:
V\MIW+
N

Denaturazione, in presenza di
« sodio dodecilsolfato (SDS)
« riducente (per esempio ditiotreitolo)

v Impedisce le interazioni chimiche

- elevata temperatura. intracatena, responsabili della
struttura tridimensionale e
dell'associazione di piu

subunita polipeptidiche in
proteine multimeriche;

Conferisce carica negativa a tutte
le proteine della miscela; I'SDS
Si lega con un rapporto
stechiometrico fisso di circa
una molecola di SDS ogni due
amminoacidi proteina.

Formazione di strutture micellari
cariche negativamente, con un
rapporto SDS:proteina pari

a 1,4:1 (in peso).
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SDS PAGE E ANALISI DELLE PROTEINE

COMPOSIZIONE DEL GEL DI POLIACRILAMMIDE

Alimentatore

“Pozzetti”
= per la deposizione dei campioni

Vasca con Stacking
tampone gel
(catodo)
Gel di poliacrilammide
imbibito di tampone Running
gel
Vasca con
tampone e_
(anodo)
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SDS PAGE E ANALISI DELLE PROTEINE
CARICAMENTO DEL CAMPIONE

Campione sciolto nel sample buffer
| Marker di pesi molecolari
|

-
—
i aaa === Banda X
—]
[E—]
Mobilita —
della
banda || [—=]
proteica
[o—]
L —:— — [ —— | E— 11
Mobilita A
del fronte ;

Blu di bromofenolo
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SDS PAGE E ANALISI DELLE PROTEINE

DETERMINAZIONE DEL PESO MOLECOLARE

Banda X ===

Fronte

-y

i
i

| BN
i N
i : s
L----+----\‘\
i i | NN
i RN
i 2 ] N
i ! i RN
r----*----'-—--‘\
i I i [ N
8 [ i RN
T S
8 ; i : "
i i i g i
S B SR N

M. Maccarrone, Metodologie biochimiche e biomolecolari, Zanichelli editore 2019

19

0




L’SDS PAGE viene utilizzata per:

1.Segquire il corso della purificazione di proteine. Permette di
evidenziare i contaminanti e il grado di purezza,;

2.Determinazione della massa molecolare di catene polipeptidiche;

3.Determinare la concentrazione di una proteina nelle cellule grazie
ad una colorazione quantitativa o al successivo Western Blot

(valutazione comparativa).

LIMITAZIONE

la potenza generata nel mezzo in cui passa la corrente viene
dissipata sotto forma di calore, che puo avere i seguenti effetti
negativi:

» Aumento della velocita di diffusione dei campioni e degli ioni del
tampone, che determina la formazione di bande meno definite;

» Comparsa di correnti convettive, che portano al mescolamento dei
campioni separati;

» Denaturazione di quei campioni chie sono poco stabili alle alte temperature .
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ELETTROFORESI CAPILLARE
APPARATO

Generatore
di d.d.p. elevata

Cella per
campione Rivelatore
on line
Cella sorgente Cella di destinazione
contenente contenente
il tampone il tampone
elettroforetico elettroforetico
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ELETTROFORESI CAPILLARE

283EREBBER | x

%%"'*"’lll
3888888888

Risposta del rilevatore

\ \

Tempo di migrazione (verso il catodo)

FORMAZIONE DEI
«FRONTI MOBILI»
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ELETTROFORESI CAPILLARE

Albumina

PROTIDOGRAMMA DELLE
PROTEINE SERICHE

Frazioni

Albumina 60,4
Alfa 1 4,7
Alfa 2 10,5
Beta 1 6,9
Beta 2 5,6
Gamma 11,9
Totale 100
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Southern blotting. Identificazione di una sequenza
specifica di DNA

Frammenti di DNA
AN
\
‘
e | Trasferimento
; =] delDNA s 2 e
Elettroforesi m— ek —— Agglunt; d:h \Lﬁ Sonda di DNA
erar blottine una sonda velat
e SR DNA marcata TRyl
— | > >
— Ea— Autoradiografia
Y —
Gel di Agarosio Foglio di e oc
nitrocellulosa
24
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» Una miscela di frammenti di restrizione viene separata tramite
elettroforesi su gel di agarosio, quindi si denatura il DNA portandolo
nella forma a singola catena e lo si trasferisce su un foglio di
nitrocellulosa per capillarita (“blotting”) | vari frammenti di DNA
mantengono sulla nitrocellulosa le stesse posizioni che avevano nel
gel. Le posizioni possono essere determinate esponendo il foglio a un
filamento di DNA a singola elica di sequenza nota (detta “probe” o
sonda) marcato radioattivamente.

» La sonda si lega con un filamento complementare e l'autoradiografia
rivela quindi la posizione dellinsieme ibridato (cioe del complesso
frammento di restrizione-sonda). In questo modo si puo identificare un
frammento particolare in mezzo a milioni di altri frammenti.

» Questa tecnica molto efficace prende il nome di Southern blotting in
guanto ideata da Edwin Southern. La stessa procedura di analisi puo
essere seguita per individuare specifiche sequenze di RNA. La tecnica
di analisi del’RNA e stata chiamata Northern blotting.

» La Western blotting e una tecnica usata per rivelare una particolare
proteina colorandola con uno specifico anticorpo. Southern, Northern
e Western blotting sono noti anche come blotting di DNA, RNA e
proteine. 25
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(@)

(b) Collegamento
a elettrodo Gel

Pettine

Vasca
elettroforetica

(©

Striscia
di Immobiline™

L 4

Alimentatore

Vassoio
porta strisce

Poli

(d)

-

|‘/ Spaziatore

g —_—
polimerizzazione
Lastre

Pettine

Assemblaggio

camera di

* Eliminazione
pettini

* Caricamento
campioni

* Attacco
all'alimentatore

————————il

Collegamento
a elettrodo

Polimerizzazione

nel modulo di
migrazione

Riempimento
vasca con
tampone

Vasca
elettroforetica

oltrepassante il gel

Marker :
di PM l

|

Marker 4
di PM l

|

e rter1

Figura8.3

APPARATI DELLE
ELETTROFORESI
ZONALI

Schema di base:

Alimentatore di
corrente;

Camera di migrazione;
Sistema di controllo
della temperatura

1.

R

(e) Piatto trasparente Coperchio contenente () Campione Campione
per la registrazione la sorgente luminosa > AP PARA I I A SVI Ll ' P PO
del segnale luminoso (lampada)

ORIZZONTALE

» APPARATI A SVILUPPO
VERTICALE

Apparati delle elettroforesi zonali e loro principali accessori. (a) Serie di “pettini” di teflon bianco, utilizzati per creare “pozzetti” di diverso numero e
capienza nel gel. (b) Foto di un apparato elettroforetico a sviluppo orizzontale per I'elettroforesi su gel di agarosio e suoi accessori. Il gel & posizionato
aponte tra le due “vasche”. (c) Apparato orizzontale per lo sviluppo di una focalizzazione isoelettrica su “strisce” di Immobiline™. (d) Accessori per
elettroforesi su gel di poliacrilammide a sviluppo verticale, e principali fasi di allestimento. (e) Densitometro per analisi delle bande dopo colorazione
(nell'esempio, con il colorante intercalante Coomassie®). Una volta chiuso il coperchio, il raggio emesso dalla sorgente luminosa penetra nel campione
che, a sua volta, emette un segnale registrato ed elaborato in termini quantitativi. (f) Inmagine densitometrica della corsa elettroforetica di due
campioni, confrontati con marcatori (o marker) di peso molecolare (PM) noto.
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ELETTROFORESI CAPILLARE PER LO STUDIO DI EMOGLOBINOPATIE

HbC HbA2 HbS HbF
| | |
Standard | — I I I

-
— e O
>

Fenotipo sano | — -E
Fenotipo a-talassemico | — I - +
Fenotipo falciforme |=— I . S
Fenotipo Charlem | =— I I I e
Figura 8.4

Rappresentazione schematica dell’'uso dell’elettroforesi capillare nello studio delle emoglobinopatie.
L’emoglobina umana é una proteina acida e I'eventuale presenza di varianti strutturali che comportino una
variazione di carica di superficie potra essere rilevata dal confronto elettroforetico con le proprieta di
migrazione della HbA (la forma prevalente di emoglobina nel sangue degli adulti sani) o della HbF
('emoglobina prevalente nell’eta fetale). A causa della sua peculiarita strutturale ed epidemiologica, anche
HbS (emoglobina falciforme) e HbA, (variante emoglobinica dei primi mesi di vita, la cui abbondanza relativa
nel sangue dell'adulto é diagnostica di alcune forme di talassemia) sono sempre incluse nel campione di
riferimento. A seconda dei casi, possono essere utilizzate come confronto anche altre emoglobine
patologiche gia note, che presentino una spiccata variabilita nelle proprieta elettroforetiche (per esempio
HbC, che corrisponde alla doppia mutazione BE6V,D63N). Nella figura sono schematizzati i profili diagnostici
di un emolisato ottenuti per elettroforesi capillare in alcune situazioni cliniche ben note. Le frazioni eluenti
all’estremita anodica possono essere rilevate per assorbimento a 415 nm. L'ampiezza delle bande & correlata
alla percentuale relativa di ciascuna variante emoglobinica nell’emolisato.
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ELETTROTRASFERIMENTO

Figura 8.5
Immunorilevazione di proteine
(-) catodo separate per elettroforesi.
(a) L'elettrotrasferimento delle
componenti proteiche dalle regioni in cui
risultano concentrate dopo la migrazione
sul gela un foglio (membrana) di

d.d.p. materiale inerte permette di ottenere un
—_— calco del profilo elettroforetico
(rappresentato dalle “bande” di 3 proteine
codificate con colori diversi),
immobilizzato per adsorbimento e,
pertanto, compatibile con le metodologie
dirilevazione per immunoaffinita.
(+) anodo L'elettrotrasferimento ha luogo verso
I'anodo, e quindi le proteine devono
avere una carica negativa. Per questo
motivo, generalmente, la tecnica

| elettroforetica che si usa & 'SDS-PAGE.
|| (b) Per mettere in evidenza la presenza di
una determinata proteina tra le bande
elettrotrasferite si ricorre a un anticorpo
specifico per la proteina stessa, definito
“anticorpo primario”. A sua volta, labanda
corrispondente al legame anticorpo
primario-proteina antigenica puo essere
messa in evidenza sulla membrana grazie
all'uso dei cosiddetti “anticorpi secondari”,
specifici per la regione costante
dell’anticorpo primario utilizzato e
modificati covalentemente con un

/ + Substrato cromoforo fluorescente o un dominio

(a)
Carta imbevuta
di tampone

Gel dopo la corsa
elettroforetica

Membrana per
elettrotrasferimento

Carta imbevuta
di tampone

(b) Anticorpo

||| Anticorpo
primario

secondario

/‘\ (fluorescente)

(c)

enzimatico in grado di sviluppare

fluorescenza a seguito dell'aggiunta di un

Western blot per chemioluminescenza
nei confronti di una specificacomponente

proteica (a destra).

— — g S L
= = adeguato substrato. (c) Esempio di
— ||| || elettrotrasferimento di 6 “corsie” ottenute
i ey per SDS-PAGE di altrettanti estratti
b \ S we i —— — proteici ottenuti da cellule eucariotiche (a
— y o sinistra), e “immunorilevato” dopo
—
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