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Protocollo sperimentale SDS-PAGE: preparazione del campione.

Per ogni pozzetto caricare 20 l di soluzione contenente 10 g di proteina totale.

Sapendo che la concentrazione proteica del siero è di circa 70 mg/ml, diluire opportunamente il siero in un volume finale V=200 l 

preparare il campione aggiungendo i componenti nel seguente modo:

- H2O q.b. per portare volume di 200 l
- siero: l calcolati precedentemente
- Sample Buffer (5x) da diluire 1:5 in 200 l: l da calcolare 


Una volta preparato il campione si fa bollire per circa 5 minuti a 95°C e si procede al caricamento dell’elettroforesi.

Finita la corsa elettroforetica si procede con la colorazione, al termine, costruire la retta di taratura utilizzando gli standard proteici e calcolare il PM corrispondente alle bande proteiche. Per fare ciò è necessario calcolare la mobilità relativa (Mr) di ciascuna proteina misurando la distanza di migrazione dalla sommità del gel di risoluzione fino alla distanza di migrazione del colorante (fronte della corsa) 




Mr =     distanza di migrazione della proteina
                  distanza di migrazione del colorante  
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Standard  (low range)	                          PM       

1- Fosforilasi B				97.400
2- BSA					66.200
3- Ovalbumina				45.000
4- Anidrasi carbonica			31.000
5- Inibitore della tripsina		21.500
6- Lisozima				14.400

Fronte della corsa
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y = 5,0635 - 0,19269x   R= 0,99031 
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