
FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)



ELETTROFORESI DI PROTEINE CRITERI DI
SEPARAZIONE

• Native-PAGE densità di carica (pI), 
dimensioni, forma

• IEF solo in base al punto 

isoelettrico (pI)

solo dimensioni• SDS-PAGE



PUNTO ISOELETTRICO
pI: valore di pH al quale la carica netta di una proteina è nulla
 sotto l’azione di un campo elettrico non si sposta.
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PUNTO ISOELETTRICO

Le proteine sono molecole anfotere, aventi carica netta positiva, negativa o 
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pH < pI

pH > pI

pH = pI
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 sotto l’azione di un campo elettrico non si sposta.



CALCOLO DEL pI
pI calcolabile o misurabile, semplicemente sulla base della sequenza primaria



CALCOLO DEL pI
pI calcolabile o misurabile, semplicemente sulla base della sequenza primaria



CALCOLO DEL pI - Strumenti bioinformatici
http://web.expasy.org/protparam/ http://web.expasy.org/compute_pi/

Calcolo teorico del pI e del PMCalcolo teorico di pI, PM e altre caratteristiche



CALCOLO DEL pI - Strumenti bioinformatici
http://web.expasy.org/protparam/

Calcolo teorico di pI, PM e altre caratteristiche Risultato:

Sequenza aminoacidica in "1-letter code"



CALCOLO DEL pI - Strumenti bioinformatici
http://isoelectric.ovh.org/
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CALCOLO DEL pI - Strumenti bioinformatici

- Restituisce il valore di pI teorico calcolato 
sulla base della sequenza aminoacidica

- Possibilità di valutare sequenze multiple



CALCOLO DEL pI - Strumenti bioinformatici

Proteina 4, pI = 8.3

Proteina 3, pI = 8.96Proteina 1, pI = 8.05

Proteina 2, pI = 8.64

- Restituisce il valore di pI teorico calcolato 
sulla base della sequenza aminoacidica

- Possibilità di valutare sequenze multiple



Fra le migliori tecniche separative per proteine / peptidi.

CAMPI DI UTILIZZO

lab. di ricerca,
lab. clinici,
lab. di medicina legale e genetica umana,
industrie alimentari ed agricole.
Ricerche di enzimologia, immunologia, citologia e tassonomia, 
biochimica delle membrane, microbiologia, identificazione di 
proteine plasmatiche 

FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA
IsoElectric Focusing (IEF)



VANTAGGI

• Eccellente risoluzione (differenze di pI pari a 0.01 unità di pH)

• Bande molto nette, sensibilità elevata
• Tecnica di equilibrio
• Permette di misurare il pI di proteine

SVANTAGGI
• Tecnica laboriosa (ore di lavoro)
• Costi elevati (apparecchiatura e materiali)
• Applicabilità solo a molecole anfotere.

FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA
IsoElectric Focusing (IEF)



Separazione elettroforetica, nel cui campo elettrico, oltre al gradiente
di potenziale, vi sia un gradiente costante di pH

FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA o 
ISOELETTROFOCALIZZAZIONE (IEF)
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Il gradiente di pH è tale da avere un pH più acido in corrispondenza 
dell'anodo e un pH più alcalino in corrispondenza del catodo.
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FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA o 
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Il gradiente di pH è tale da avere un pH più acido in corrispondenza 
dell'anodo e un pH più alcalino in corrispondenza del catodo.
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Dove viene caricato il campione?

FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA o 
ISOELETTROFOCALIZZAZIONE (IEF)
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MIGRAZIONE DELLE PROTEINE IN IEF

"Focusing effect": le proteine focalizzano (si concentrano) in 
una banda molto ristretta nel punto in cui pH = pI
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MIGRAZIONE DELLE PROTEINE IN IEF

> è la distanza di una proteina dal suo pI (in termini di pH),

> sarà la sua carica, dunque anche la sua μ



Generati da ANFOLITI

- Composti con n variabile di gruppi
amminici e carbossilici.

- Ciascuno ha un proprio pI, e quindi si 
muove fino alla zona in cui  pH=pI
 formazione del gradiente di pH

- Vantaggio: alta capacita tamponante
al loro pI.
- Svantaggi: gradiente non stabile e 
influenzabile dalle molecole in analisi

GRADIENTI DI pH



Generati da ANFOLITI

- Composti con n variabile di gruppi
amminici e carbossilici.

- Ciascuno ha un proprio pI, e quindi si 
muove fino alla zona in cui  pH=pI
 formazione del gradiente di pH

- Vantaggio: alta capacita tamponante
al loro pI.
- Svantaggi: gradiente non stabile e 
influenzabile dalle molecole in analisi

- Derivati dell'acrilamide (Immobiline)
- Generano gradienti stabili di pH
grazie a gruppi R carichi legati in 
modo covalente a monomeri di 
acrilamide.
R = gruppi carbossilici od amminici
(pKa da 0.8 a 4.6 / pKa da 6.2 a 12).

GRADIENTI DI pH

IMMOBILIZZATI



IEF ORIZZONTALE SU GEL

Tecnica di elezione per la IEF: 
sottili lastre di gel vengono 
montate su vetro o plastica.

Il gel (bassa [ ]) deve presentare un gradiente di pH.

Dopo la corsa le proteine vengono 
rivelate per colorazione.

Prima occorre lavare e contemporaneamente
precipitare le proteine con un fissante
(10% acido tricloroacetico TCA).

Colorazione (es. blu di Coomassie).



FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF)
Tipico supporto

Tipica  strip di un gel di PAA.

IPG strip: Immobilized pH Gradient



I gel recanti i gradienti di pH immobilizzati sono di solito disidratati e
devono essere reidratati in opportune condizioni.

I gel vengono messi in contatto con una soluzione di reidratazione
(con o senza campione all’interno):

GRADIENTI DI pH IMMOBILIZZATI
Immobilized pH Gradient (IPG)



Temperatura: mantenuta attorno ai 20 °C, a + alta T (>37 °C)
l’urea modifica le proteine, a + bassa T l’urea cristallizza.

Soluzione di reidratazione (rehydration solution o rehydration buffer):
SOLUZIONE DI REIDRATAZIONE E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

8 M Urea
(agente denaturante)

0.5-4% CHAPS
(Detergente)

20-100 mM DTT
(Agente riducente)

Anfoliti carrier

Solubilizza e denatura le proteine rompendo  i ponti idrogeno intra-
e inter-molecolari
Denaturazione ogni proteina ha una sola ed unica conformazione.

Detergente zwitterionico usato per solubilizzare le proteine (in
particolare idrofobiche), rompere interazioni idrofobiche e
incrementare la solubilità proteica al relativo punto isolelettrico.

Agente riducente necessario per rompere i ponti disolfuro S-S e 
mantenere le proteine in forma ridotta.

Per assicurare uniformità nel campo elettrico e mantenere in 
soluzione le proteine, soprattutto a livello del pI.



Soluzione di reidratazione (rehydration solution o rehydration buffer):
SOLUZIONE DI REIDRATAZIONE E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Per evitare la degradazione proteolitica del campione si
aggiungono cocktails di inibitori.

Inibitori di Proteasi:

Anche se le condizioni utilizzate per la 
preparazione del campione sono
denaturanti, alcuni enzimi proteolitici
riescono a rimanere attivi
(degradazione durante le fasi che
precedono la corsa elettroforetica).

A tale scopo è utile includere nel
tampone di estrazione / preparazione
del campione degli inibitori di proteasi
(solitamente venduti sotto forma di 
cocktails pronti all’uso).

Solo nel tampone di preparazione dei campioni



Necessario perché nelle prime fasi della IEF vengano
trasportati al di fuori del gel gli ioni presenti nel campione
(e nei tamponi) o contro-ioni dei gruppi acidi o basici del gel.

La ddp viene aumentata progressivamente

DDP  APPLICATE

Generatori molto potenti


