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A. Απομόνωση ερυθροκυτταρικών μεμβρανών από ολικό αίμα
Α. Αντιδραστήρια
· SODIUM PHOSPHATE BUFFER  50 mM  pH 8.0 (STOCK)

ΝaH2PO4.H2O         50mM

Na2HPO4.2H2O       50mM

· phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF, 200mM) (αναστολέας πρωτεασών σερίνης)
· ΙΣΟΤΟΝΟ ΔΜ. (5mM Phosphate, 150mM NaCl, pH 8.0)  310mOsm    
· LYSIS  BUFFER  (5mM Phosphate, 0.3mM PMSF, pH 8.0) 20mOsm
Β. Διαδικασία απομόνωσης

Η απομόνωση ερυθροκυτταρικών μεμβρανών απαλλαγμένων από αιμοσφαιρίνη γίνεται  με τη μέθοδο της υποτονικής αιμόλυσης των Dodge et al., (1963), ελαφρά τροποποιημένη.
Η μέθοδος βασίζεται στο φαινόμενο της όσμωσης. Στο αίμα, φυσιολογικά, τα ερυθροκύτταρα βρίσκονται σε οσμωτική ισορροπία με το πλάσμα, δηλαδή η οσμωτική πίεση στο εσωτερικό των κυττάρων λόγω των ιόντων Κ+, HCO3-, Cl- και της αιμοσφαιρίνης είναι ίση με την οσμωτική πίεση στο εξωτερικό τους (δηλαδή το πλάσμα) που καθορίζεται από τα ιόντα Na+, Cl-, HCO3- και όλα τα άλλα συστατικά συμπεριλαμβανομένων των διαλυτών πρωτεϊνών.  Αυτή η κατάσταση ισορροπίας διατηρείται επειδή η κυτταρική μεμβράνη είναι μη διαπερατή στις πρωτεΐνες και γιατί διατηρείται μεγάλη συγκέντρωση Κ+ στο ενδοκυτταρικό περιβάλλον και Na+ εξωκυτταρικά (ως αποτέλεσμα της λειτουργίας της αντλίας Κ+/Na+).
Για τα ανθρώπινα ερυθροκύτταρα ισότονο είναι ένα διάλυμα 0.9% NaCl (0.15Μ, που αντιστοιχεί με οσμωτική πίεση 310mOsm).  Όταν όμως αυτά βρεθούν σε υπότονο διάλυμα, εισέρχονται μόρια νερού στα κύτταρα (αφού το σύστημα προσπαθεί θερμοδυναμικά να εξισορροπήσει την εξωτερική με την εσωτερική συγκέντρωση αραιώνοντας το εσωτερικό των κυττάρων με είσοδο μορίων νερού) με αποτέλεσμα αυτά να διογκώνονται και όταν το φαινόμενο υπερβεί κάποιο όριο, η πλασματική τους μεμβράνη δε μπορεί να ανταποκριθεί πλέον στη μεγάλη αύξηση του κυτταρικού όγκου και αποδιοργανώνεται - σπάει, με ταυτόχρονη απελευθέρωση αιμοσφαιρίνης στο διάλυμα  (οσμωτική λύση). Αυτό συμβαίνει επειδή οι πλευρικές αποστάσεις μεταξύ των μορίων φωσφολιπιδίων αυξάνονται πέρα από την επιτρεπόμενη για σχηματισμό διπλοστιβάδας. 
Το φαινόμενο αυτό αξιοποιεί η μέθοδος απομόνωσης μεμβρανών ελεύθερων αιμοσφαιρίνης (ghosts).  Για να έχουμε τα καλύτερα αποτελέσματα όσον αφορά, αφενός μεν στην αποφυγή αλλοιώσεων στα συστατικά της μεμβράνης, αφετέρου δε στην απομάκρυνση του μεγαλύτερου δυνατού ποσού της αιμοσφαιρίνης, επιλέγουμε κατάλληλες τιμές ιοντικής ισχύος και pH. 
Όπως έχει διαπιστωθεί με τα πρωτοποριακά πειράματα των Dodge και συνεργατών (1963) με τη χρήση διαφόρων τιμών ιοντικής ισχύος σε διάφορα pH,  καθαρότερες μεμβράνες λαμβάνονται σε τιμές οσμωτικής πίεσης 10-20mOsm και pH 8.0.  Eπειδή όμως τα συστατικά του υπομεμβρανικού σκελετού της μεμβράνης, δηλαδή σπεκτρίνη, ακτίνη, κ.ά, που συνδέονται με ιοντικούς δεσμούς μαζί της ελευθερώνονται κα απομακρύνονται από τη μεμβράνη σε τιμές χαμηλές ιοντικής ισχύος, γι αυτό χρησιμοποιείται η τιμή των 20 mOsm. 
Η όλη πειραματική πορεία διεξάγεται μέσα σε πάγο (4ο C), ώστε να ελαχιστοποιείται η δράση των πρωτεολυτικών ενζύμων των ερυθροκυττάρων και των υπόλοιπων έμμορφων συστατικών του αίματος.
Το αίμα ξεπλένεται με ισοτονικό διάλυμα PBS και ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 1.000xg επί 10 min. Η διαδικασία επαναλαμβάνεται ακόμα 2 φορές και στο τέλος απομονώνονται άσπαστα ερυθρά αιμοσφαίρια με τη μορφή ερυθρού ιζήματος. Σε αυτές τις συνθήκες φυγοκέντρησης, τα λευκά αιμοσφαίρια και τα αιμοπετάλια ισορροπούν στη μεσόφαση μεταξύ ιζήματος και υπερκειμένου πλάσματος του αίματος και αφαιρούνται με αναρρόφηση. Ακολουθεί λύση των ερυθροκυττάρων με εικοσαπλάσια ποσότητα υποτονικού διαλύματος (PO4 5 mM).
 Μία τροποποίηση της κλασικής αυτής μεθόδου είναι η προσθήκη αναστολέα πρωτεασών (PMSF, Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluoride) στο διάλυμα. λύσης. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 20.000xg για 20min σε ψυχόμενη φυγόκεντρο Sorvall RC2-8 ή Heraeus (κεφαλή σταθερής κλίσης σωλήνων, τύπος SS34) και η διαδικασία επαναλαμβάνεται μέχρι να αποχρωματιστεί τόσο το ίζημα όσο και το υπερκείμενο.
Όταν ενδιαφέρει η παροχή απόλυτα καθαρού πληθυσμού ερυθροκυττάρων, απαλλαγμένου από επιμολύνσεις λευκοκυττάρων και αιμοπεταλίων, προηγούνται κάποια επιπρόσθετα στάδια στο προαναφερόμενο πρωτόκολλο. Τα λευκοκύτταρα απομακρύνονται με χρήση φίλτρων λευκαφαίρεσης (συνήθως για μεγάλους όγκους αίματος) ή μαζί με τα αιμοπετάλια σε διαβαθμίσεις κλίσης πυκνότητας με χρήση διαλύματος Percoll. Εναλλακτικά, παρασκευάζονται κολώνες κυτταρίνης (50μm) οι οποίες συγκρατούν τα ευμεγέθη λευκοκύτταρα από το προς ανάλυση αίμα (Beutler et al., 1976). Κάθε διαδικασία περιέχει διαλύματα με αναστολείς πρωτεασών. Μετά την ολοκλήρωση του καθαρισμού  τα ερυθροκύτταρα ξεπλένονται 2-3 φορές για να απομακρυνθούν τα επιπρόσθετα υλικά (κυτταρίνη,  Percoll κλπ) αλλά και η αιμοσφαιρίνη που έχει προκύψει από πιθανή λύση τους, σε 850xg για 15 λεπτά. 
Β. Κατασκευή πρότυπης καμπύλης Bradford (μικρή κλίμακα, 1-20μg πρωτεΐνης) και υπολογισμοί στο πρόγραμμα Excel
O προσδιορισμός της ολικής πρωτεϊνικής συγκέντρωσης δείγματος κατά Bradford, βασίζεται στη δέσμευση της χρωστικής Coomasie Brilliant Blue G-250 στην πρωτεΐνη που προκαλεί μετατόπιση του μέγιστου της απορρόφησης της χρωστικής από τα 465 στα 595 nm. Το αντιδραστήριο Bradford σχηματίζει με τις πρωτεΐνες σταθερό σύμπλοκο κυανού χρώματος για μία ώρα περίπου. Για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης άγνωστων δειγμάτων απαιτείται η δημιουργία πρότυπης καμπύλης.

Σύμφωνα με το πρωτόκολλο παρασκευάζονται διαλύματα γνωστής περιεκτικότητας σε BSA και μετράται η απορρόφησή τους στα 595nm.

	μg BSA
	Α595nm

	2
	0.119

	4
	0.233

	6
	0.328

	8
	0.436

	10
	0.539

	12
	0.654

	14
	0.703

	16
	0.812

	18
	0.919

	20
	0.955


1. Καταγράφονται οι τιμές σε δύο στήλες σε φύλλο Excel.
2. Επιλογή των τιμών, εισαγωγή του οδηγού γραφημάτων (Chart Wizard) “Διασπορά ΧΥ” (ΧΥ Scatter), (series in columns), με οποιοδήποτε δευτερεύοντα τύπο γραφήματος (chart sub-type).

3. Μαρκάρονται τα σημεία της καμπύλης πάνω στο γράφημα (κιτρινίζουν) και με δεξί κλικ προστίθεται η γραμμή τάσης (Add Trendline) γραμμικού τύπου (Type: Linear). Στις «Επιλογές» (Options) επιλέγεται η προβολή της εξίσωσης και της τιμής R2 στο γράφημα (Display equation and R-squared value on chart). 

4. Αφού ολοκληρωθεί η καμπύλη, καταγράφονται οι τιμές της απορρόφησης του άγνωστου δείγματος και υπολογίζεται η συγκέντρωσή του σε παρακείμενο κελί το οποίο ισούται με τη λύση της παραπάνω εξίσωσης ως προς x, γιατί στην εξίσωση ο παράγοντας y είναι η μέση τιμή απορρόφησης κάθε δείγματος και x είναι η ποσότητα της πρωτεΐνης, η οποία περιέχεται στα 10λ δείγματος που προσθέσατε ανά σωλήνα αντίδρασης.  Έτσι, μπορείτε να υπολογίσετε τη συγκέντρωση κάθε πρωτεϊνικού δείγματος σε mg/ml ολικής πρωτεΐνης. 

ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΟ ΔΕΙΓΜΑ ΑΓΝΩΣΤΗΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ

1. ΤΥΦΛΟ: 800λ υπότονου διαλύματος + 200λ πυκνού αντιδραστηρίου Bradford
2. ΔΕΙΓΜΑ (x3): 790λ υπότονου διαλύματος + 10λ δείγματος ghosts + 200λ πυκνού αντιδραστηρίου Bradford
3. Χρόνος επώασης: 20-25min
4. Μέτρηση απορρόφησης στα 595nm.
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