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membrana eritrocitaria

Lorena Mosca, Renata Paleari, Andrea Mosca
Centro Interdipartimentale per la Riferibilita Metrologica in Medicina di Laboratorio (CIRME), Dipartimento di Scienze e
Tecnologie Biomediche, Universita degli Studi, Milano

ABSTRACT

Application of capillary electrophoresis to the analysis of red cell membrane proteins. Several hereditary
hemolytic anemias associated with abnormal red cell shapes, such as hereditary spherocytosis and elliptocytosis, are
caused by defects of red cell membrane proteins. The detection of these abnormalities is usually performed by
sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), a time-consuming and laboratory intensive
technique. The aim of this study was to set up a method based on SDS-capillary gel electrophoresis (SDS-CGE) for
the separation and quantification of major erythrocyte membrane proteins. Twenty blood samples were collected in
EDTA and processed within 2 days. Erythrocytes were separated from platelets and leukocytes and then subjected
to a hypotonic treatment to obtain membrane ghosts. The analyses of red cell membrane proteins were carried out
with a Beckman Coulter ProteomeLab PA800 capillary electrophoresis apparatus equipped with a diode array
detector set at 220 nm. The SDS-MW analysis kit (Beckman Coulter Inc.) was used. Seven major erythrocyte
membrane proteins were separated and identified: a- and 3-spectrin, and bands 3, 4.1, 4.2, 5 and 6. Their MW values
were in good agreement with those reported in the literature. The reproducibility (expressed as CV) of the migration
times was between 0.1% and 0.3%. The reproducibility of the relative abundances of these main proteins, expressed
in relation to band 5, was between 3.6% (band 6/5) and 7.6 % (band 4.1/5). Our preliminary results prove that SDS-
CGE may be an alternative approach to standard SDS-PAGE for the identification of red cell membrane disorders.

INTRODUZIONE Negli ultimi due decenni I'elettroforesi capillare su gel
(CGE) & stata proposta come metodo valido per I'analisi

La membrana dell'eritrocita & costituita da un doppio  dei complessi SDS-proteina e la loro separazione in
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strato lipidico stabilizzato da proteine sia di tipo integrale
che citoplasmatico (1, 2). Le principali proteine integrali
di membrana (banda 3 e glicoforine) contengono domini
idrofobici e domini idrofilici che sporgono sia verso I'e-
sterno della cellula sia verso I'interno dove vanno ad inte-
ragire con le proteine citoplasmatiche che costituiscono
lo scheletro dell’eritrocita. Tale scheletro € composto
principalmente da o-spettrina (banda 1), B-spettrina
(banda 2), anchirina (banda 2.1), proteina 4.1, proteina
4.2 e actina (banda 5).

Difetti sia quantitativi che funzionali a carico di una o
piu di queste proteine indeboliscono la membrana pla-
smatica del globulo rosso e portano ad una ridotta
sopravvivenza in circolo degli eritrociti, che tipicamente
si associa a sferocitosi ereditaria (SE) od a ellissocitosi
ereditaria (EE), a seconda della forma assunta dall’eritro-
cita e dalla proteina coinvolta nel difetto (3). Per la dia-
gnosi di tali patologie & importante lo studio delle protei-
ne della membrana eritrocitaria attraverso separazione
elettroforetica su gel di poliacrilammide in sodio dodecil-
solfato (SDS-PAGE), che permette la quantificazione
delle singole componenti peptidiche del complesso
membrana-citoscheletro (4,5). Queste tecniche soffrono,
tuttavia, di una serie di limitazioni, legate alla lunghezza
della procedura ed alla sua manualita. Sono inoltre tec-
niche semiquantitative, anche dopo colorazione con
Coomassie o sali d'argento (6).
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base alla massa molecolare (7). Tale separazione avvie-
ne allinterno di un capillare di silice fusa di diametro
molto piccolo (25-100 um) rivestito da uno strato di
polimmide e riempito con soluzioni di polimeri che fungo-
no da setaccio molecolare e che, grazie alla loro ridotta
viscosita, possono venire sostituite dopo ogni corsa elet-
troforetica. Confrontata con la classica SDS-PAGE, la
versione capillare (SDS-CGE) offre numerosi vantaggi
tra cui la velocita, la completa automatizzazione, la
richiesta di piccole quantita di reagenti e di campione, il
rilevamento diretto UV in colonna, una migliore analisi
quantitativa, alta risoluzione e buona riproducibilita (8).

Finora la tecnica CGE ¢ stata applicata principalmen-
te all'identificazione delle masse molecolari di proteine di
diversa natura, principalmente per scopi di ricerca scien-
tifica, mentre piuttosto limitate sono state le applicazioni
in ambito biochimico-clinico (9). Nel 2000 Lin et al. hanno
descritto per la prima volta un metodo per I'analisi delle
proteine della membrana eritrocitaria mediante CGE,
dimostrando come tale tecnica possa trovare utili appli-
cazioni per la diagnostica delle anemie emolitiche (10).
Pertanto, nell'ambito del presente lavoro, abbiamo volu-
to mettere a punto un metodo SDS-CGE per la separa-
zione e la quantificazione delle principali proteine della
membrana eritrocitaria, definendone le caratteristiche
analitiche su un numero limitato di campioni provenienti
da soggetti in buono stato di salute.
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MATERIALI E METODI

Campioni

Sono stati utilizzati 20 campioni residui di sangue
intero raccolto in EDTA di soggetti (10 maschi e 10 fem-
mine, eta 53+19 anni) in buono stato di salute afferenti
allambulatorio prelievi dellospedale San Raffaele di
Milano. La presenza di anemia emolitica era esclusa
sulla base delle concentrazioni ematiche di emoglobina,
contenuto emoglobinico corpuscolare medio (MCH),
volume corpuscolare medio degli eritrociti (MCV) e biliru-
bina. La raccolta dei campioni & stata effettuata nel
rispetto della dichiarazione di Helsinki del 1975, emen-
data nel 1996 (11), e per ciascun individuo arruolato
nello studio si € ottenuto il consenso informato.

| campioni di sangue sono stati esaminati entro 24
ore dal prelievo e conservati fino a quel momento a +4
°C per evitare fenomeni di proteolisi.

Reagenti

LY

| reagenti per I'elettroforesi (“run buffer”, “sample buf-
fer”), lo standard interno (proteina ricombinante di 10
kDa), la miscela di proteine standard a PM noto (da 10 a
225 kDa) ed il capillare sono stati acquistati da Beckman
Coulter (SDS-MW Analysis Kit); I'a-cellulosa, la cellulosa
microcristallina e il B-mercaptoetanolo da Sigma; il fluo-
ruro di fenilmetansulfonile (PMSF) e N-etiimaleimide
(NEM) da Fluka; 'EDTA da Carlo Erba Reagenti, SDS da
BioRad Laboratories, il fosfato sodico monobasico ani-
dro, il cloruro di sodio ed il cloruro di potassio da Merck.

Preparazione delle membrane eritrocitarie

| campioni di sangue (circa 1,5 mL) sono stati filtrati
su colonnine di a-cellulosa e cellulosa microcristallina in
modo da rimuovere leucociti e piastrine, come descritto
da Beutler et al. (12). Le membrane eritrocitarie
(“ghosts”) sono state preparate seguendo la metodica
proposta da Dodge et al. (13), leggermente modificata.
In breve, gli eritrociti filtrati sono stati lavati tre volte con
soluzione fisiologica (NaCl 9 g/L) e quindi lisati median-
te l'aggiunta, in rapporto 1:40, di una soluzione conte-
nente NaH,PO, 5 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, PMSF 0,4
mmol/L, pH 8,0 (tampone di lisi). Dopo incubazione in
ghiaccio per 30 min, il lisato & stato centrifugato a 12.000
rpm per 30 min a +4 °C. Le membrane eritrocitarie, costi-
tuenti il “pellet”, sono state lavate 3 volte con il tampone
di lisi. Dopo l'eliminazione del surnatante dell’ultimo
lavaggio, le membrane sono state addizionate con SDS
1% e NEM 2,5 mmol/L (concentrazioni finali) ed infine
conservate a -80 °C fino al momento dell’analisi (14,15).

Estrazione di proteine dalle membrane
eritrocitarie

Per I'estrazione delle diverse frazioni proteiche dalla
membrana eritrocitaria & stato applicato il metodo di
Tyler et al. (16), con lintroduzione di qualche modifica,
come di seguito specificato. Per I'estrazione delle spet-
trine e della banda 5, le membrane sono state lavate una

volta con un tampone a bassa forza ionica (NaH,PO, 0,2
mmol/L, EDTA 0,1 mmol/L, PMSF 0,2 mmol/L, pH 8,0),
risospese in 30 volumi di questo stesso tampone ed
incubate a 37 °C per 30 min. In tali condizioni, vengono
estratte dalla membrana circa 80% delle spettrine e tutta
la banda 5, che rimangono nel surnatante dopo centrifu-
gazione a 14.000 rpm per 30 min a +4 °C.

Il “pellet” & stato quindi lavato una volta con il tampo-
ne a bassa forza ionica e una volta con il tampone di lisi.
Le membrane cosi trattate sono state analizzate od ulte-
riormente trattate per l'estrazione di altre proteine di
membrana. In particolare, per I'estrazione della banda 6
(gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi), della banda 4.1 e
della banda 2.1, le membrane precedentemente deplete
di spettrina e di banda 5 sono state risospese in circa 12
volumi di tampone di lisi. E’ stato poi aggiunto, sotto agi-
tazione, KCI in modo da portare la sua concentrazione
finale nella soluzione a 1 mol/L. La soluzione contenente
le membrane ¢ stata incubata a 37 °C per 30 min e in
seguito centrifugata a 14.000 rpm per 30 min a +4 °C.
Dopo aver allontanato il surnatante contenente le protei-
ne estratte, il “pellet” & stato lavato due volte con il tam-
pone di lisi ed & stato raccolto e conservato come prece-
dentemente descritto per le membrane eritrocitarie.

Metodo SDS-CGE

Tutte le analisi sono state eseguite con un sistema di
elettroforesi capillare ProteomeLab PA800 (Beckman
Coulter), controllato dal software system 32 KaratTM e
fornito di un rivelatore UV-Diode Array impostato alla lun-
ghezza d'onda di 220 nm. E’ stato utilizzato un capillare
in silice fusa non ricoperto (20,2 cm di lunghezza al
detector; 50 uym di diametro interno). Prima di ogni ana-
lisi veniva sempre effettuato un ciclo di precondiziona-
mento del capillare allo scopo di pulire il capillare ed
equilibrare la sua superficie con “run buffer” fresco.

Le membrane da analizzare venivano solubilizzate
con una diluizione 1:5 nel “sample buffer” e bollite per 5
min dopo I'aggiunta di B-mercaptoetanolo e dello stan-
dard interno (8,5% e 0,1 g/L, rispettivamente). La misce-
la di proteine a PM noto veniva utilizzata dopo diluizione
1:10 nel “sample buffer” e trattata come descritto per i
campioni di membrana.

Il campione veniva iniettato nel capillare elettrocineti-
camente a 5 kV per 20 s. La separazione veniva esegui-
ta a polarita inversa (caricamento del campione al cato-
do) applicando un voltaggio di 15 kV per 35 min. Il capil-
lare era termostatato a 25 °C. La corrente sviluppata
durante la separazione era di circa 26 pA. Al termine di
ogni separazione veniva eseguito un ciclo di lavaggio del
capillare che prevedeva i seguenti passaggi: NaOH 0,1
mol/L per 5 min (alla pressione di 50 psi), HCI 0,1 mol/L
per 2 min (50 psi), acqua per 2 min (50 psi), “run buffer”
per 10 min (40 psi) ed infine I'applicazione di un voltag-
gio di 15 kV per 10 min. Alla fine di ogni giornata veniva
eseguito un ulteriore ciclo di lavaggi (NaOH 0,1 mol/L
per 10 min a 50 psi, HCI 0,1 mol/L per 5 min a 50 psi,
acqua per 2 min a 50 psi, “run buffer” per 10 min a 50
psi), e le due estremita del capillare venivano mantenu-
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te in acqua durante la notte.

Per il calcolo dei PM delle proteine della membrana
eritrocitaria & stata costruita una curva di calibrazione
mettendo in grafico il tempo di migrazione (in ascissa)
rispetto al logaritmo del PM delle proteine usate come
marker. La linearita della curva era provata dall'elevato
valore del coefficiente di determinazione (r2 = 0,9998).

RISULTATI

Nella Figura 1a & mostrata una separazione tipica
ottenuta dall’analisi con il metodo SDS-CGE di un cam-
pione di membrane eritrocitarie. Sono evidenziabili, oltre
allo standard interno (10 kDa), sette componenti protei-
che principali ed alcuni altri picchi di minor rilievo. Per
ciascuna proteina principale € stato calcolato il PM utiliz-
zando la curva di calibrazione costruita sulla base dei
tempi di migrazione ottenuti dalla separazione dalla
miscela di proteine standard a PM noto (Figura 1b). Le
masse molecolari cosi calcolate sono state utilizzate per
l'identificazione delle diverse proteine mediante il con-
fronto con quelle riportate in letteratura ed ottenute con
la classica SDS-PAGE (Tabella 1) (1,17).

Nell’elettroferogramma ottenuto mediante SDS-CGE
la banda 4.1 & presente come un picco unico e non viene
separata nelle sue due isoforme 4.1a e 4.1b (5). Il picco
corrispondente alla banda 3 & caratterizzato dall’avere
una forma molto ampia rispetto agli altri picchi; infine, la
B- e l'a-spettrina non sono completamente separate tra
loro. Poco prima delle due catene di spettrina si puo
notare la presenza di un picco di dimensioni molto ridot-
te con PM di circa 225 kDa: esso potrebbe corrisponde-
re alla banda 2.1, che su SDS-PAGE migra con un PM
di 215 kDa o alla sua isoforma 2.2 a PM inferiore (186
kDa) (18). Sono inoltre sempre visibili tracce delle cate-
ne a e B del’emoglobina che hanno tempi di migrazione
di poco superiori allo standard interno.

Lidentificazione delle varie componenti della mem-
brana eritrocitaria, oltre che con il confronto delle masse
molecolari, & stata eseguita incubando le membrane in
tamponi di diversa composizione, che portano all’estra-
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Figura 1

zione dalla membrana di quelle proteine che sono lega-
te ad essa in maniera piu o meno labile. Il trattamento
delle membrane con un tampone a bassa forza ionica
causa la rimozione dalla membrana di circa 80% delle
spettrine e della quasi totalita della banda 5, e ha per-
messo quindi la loro identificazione mediante sottrazione
(Figura 2a). Una volta private di spettrine e banda 5, le
membrane sono state incubate in tampone contenente
alte concentrazioni di KCI (1 mol/L); questo trattamento
induce l'estrazione dalla membrana eritrocitaria della
banda 6, di circa il 60-80% della banda 4.1 e della banda
2.1 (19). Osservando I'elettroferogramma ottenuto dall’a-
nalisi delle membrane dopo questo secondo trattamento
(Figura 2b) & stato possibile identificare la banda 6, che
risulta pressoché assente, e la banda 4.1, la cui area &
ridotta di circa il 70% rispetto al tracciato di controllo
(Figura 1a). Il piccolo picco che precede le spettrine, € la
cui massa molecolare ¢ affine a quella della banda 2.1 o
della sua isoforma 2.2 a PM inferiore, € ancora presente
anche dopo il trattamento con KCI 1 mol/L.

La riproducibilita dei tempi di migrazione delle diver-
se frazioni proteiche & mostrata nella Tabella 2. Nella
Tabella 3 sono riportati i risultati della riproducibilita del-
I'analisi quantitativa, per la quale le aree dei picchi corri-
spondenti alle singole proteine sono state normalizzate
sulla base dell’area relativa del picco corrispondente alla
banda 5. | dati riportati nelle Tabelle si riferiscono alle
analisi effettuate sui campioni di membrane ottenuti dai
20 soggetti studiati, analizzati in duplicato.

DISCUSSIONE

In questo lavoro presentiamo un metodo SDS-CGE
per la separazione e la quantificazione delle principali
proteine della membrana eritrocitaria. Si tratta di un
metodo basato sullo stesso principio della classica SDS-
PAGE, ma che fornisce vantaggi di completa automatiz-
zazione ed emissione digitale dei dati tipici della moder-
na strumentazione HPLC (20). Il capillare € riempito con
una soluzione contenente un polimero che si comporta
da setaccio molecolare, che viene sostituita dopo ogni
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Separazione delle proteine della membrana eritrocitaria da un soggetto adulto sano (A) e degli standard a PM noto (B) tramite meto-
do SDS-CGE. La proteina con PM di 10 kDa é stata utilizzata come standard interno per il calcolo dei tempi di migrazione.
6, banda 6; 5, banda 5; 4.2, banda 4.2; 4.1, banda 4.1; 3, banda 3; 3-sp, B-spettrina; a-sp, a-spettrina.
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Tabella 1

Masse molecolari apparenti delle principali proteine della membrana eritrocitaria ottenute tramite metodo SDS-CGE (n=20) con-
frontate con le masse molecolari ottenute da dati della letteratura

PM, kDa
(media + DS)
Proteina SDS-CGE SDS-PAGE
Banda 6 38+0,2 35
Banda 5 45+0,3 43
Banda 4.2 74+0,5 72
Banda 4.1 87+0,6 78
Banda 3 123+7 90
B-Spettrina 288 +4 225
a-Spettrina 3095 240
6 T 10kDa
g 42 3 f-sp_u-sp i‘% ’ 4.1 — W
< Jm_,_ 5 65 J AN
< <,
3 -3 :
8 12 16 20 24 28 32 8 12 16 20 24 28 32
Min Min
Figura 2

Identificazione delle principali proteine della membrana eritrocitaria in membrane diversamente processate.
A) Membrane private di banda 5, 8- e a-spettrina. B) Membrane private di banda 6, banda 5, banda 4.1 e 3- e a-spettrina.

corsa elettroforetica in modo da ripristinare le condizioni
iniziali e rendere le separazioni piu riproducibili. Tale
soluzione & stata formulata in modo da risultare un
setaccio molecolare efficace per separare proteine con
PM compresi tra circa 10 kDa e 225 kDa.

Per quanto riguarda la caratterizzazione delle com-
ponenti proteiche sulla base dei loro PM, va tenuto pre-
sente che la massa molecolare ottenuta attraverso SDS-
PAGE o SDS-CGE & una massa molecolare apparente
che spesso non corrisponde esattamente a quella calco-
lata attraverso la sequenza amminoacidica. Sulla base
di questa considerazione si pud quindi affermare che i
PM delle principali proteine della membrana eritrocitaria
ottenute con il nostro metodo sono generalmente in
buon accordo con quelle riportate in letteratura (1, 17).
Fanno eccezione i PM delle due catene di spettrina che
risultano significativamente piu alti di quelli riportati da
Steck (1) e da Harris (17), ma che altri hanno dimostra-
to variare da 130 kDa a 300 kDa (4). Nelle nostre condi-
zioni, tali proteine mostrano un tempo di ritenzione supe-
riore a quello dello standard di piu elevato PM (225 kDa),
il che indica una loro massa molecolare >225 kDa.

Lidentificazione di ciascuna proteina clinicamente
rilevante € stata ottenuta privando le membrane eritroci-

tarie di alcune delle loro componenti proteiche principali
ed eseguendo la loro analisi tramite SDS-CGE; in que-
sto modo si € stabilito il loro profilo di separazione in
banda 6, banda 5, banda 4.2, banda 4.1, banda 3, B- e
a-spettrina. Tale sequenza € solo in parte simile a quella
ottenuta e descritta da Lin et al. (10), dove peraltro la
strumentazione ed i reagenti impiegati erano diversi da
quelli da noi utilizzati. Nel loro metodo SDS-CGE illustra-
to la separazione ha una durata di 17 min, non viene
posta alcuna attenzione alle bande 6 e 5 e la banda 4.1
€ separata nelle sue due isoforme 4.1a (80 kDa) e 4.1b
(78 kDa) (21). L'ultimo picco del profilo di separazione &
costituito dalla banda 2.1, che non & ben separato dall'a-
spettrina e il cui comportamento sembrerebbe diverso
nei differenti sistemi elettroforetici (4, 5). Nel nostro caso
ulteriori indagini sono necessarie per indagare la posi-
zione di tale proteina. Infatti, il picco antecedente la -
spettrina, che possiede una massa molecolare simile a
quella della banda 2.1, in seguito all’incubazione delle
membrane con KCI 1 mol/L, continua ad essere presen-
te. Tale proteina potrebbe quindi corrispondere non alla
banda 2.1, ma alla sua isoforma 2.2 di PM inferiore, che
sembrerebbe non essere del tutto rimossa da questo
tipo di trattamento (18). Un’ipotesi alternativa potrebbe
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Tabella 2

Riproducibilita dei tempi di migrazione (min) delle principali proteine della membrana eritrocitaria rilevate tramite metodo SDS-CGE

(n=20, metodo delle analisi replicate)

Banda 6 Banda 5 Banda 4.2 Banda 4.1 [3-Spettrina a-Spettrina
Media 16,5 17,3 19,6 20,5 26,5 26,8
DS 0,02 0,02 0,03 0,03 0,06 0,07
Ccv 0,1% 0,1% 0,2% 0,1% 0,2% 0,3%
Tabella 3

Riproducibilita dei rapporti tra le aree dei picchi delle principali proteine della membrana eritrocitaria e la banda 5 rilevate tramite meto-

do SDS-CGE (n = 20, metodo delle analisi replicate)

Banda 6/5 Banda 4.2/5 Banda 4.1/5 (B+a)Spettrine/5
Media 1,06 0,92 0,45 5,92
DS 0,04 0,05 0,03 0,29
CV 3,6% 5,5% 7,6% 4,9%
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essere che il picco della banda 2.1 non ¢ visibile perché
sovrapposto al picco parzialmente separato delle due
catene della spettrina.

Con il metodo SDS-CGE da noi presentato il picco
corrispondente alla banda 3 presenta una forma ampia e
non appuntita. Di fatto anche nella classica SDS-PAGE
la banda 3, che & una glicoproteina, migra come una
banda diffusa, questa sua eterogeneita essendo dovuta
al suo differente grado di glicosilazione ed al tipo di cate-
ne saccaridiche legate alla proteina (22). Nella Tabella 3
non sono presenti i dati relativi al rapporto banda
3/banda 5 poichg, a causa di questo particolare profilo di
migrazione, non é facile identificare con sicurezza l'inizio
e la fine del picco della banda 3, con conseguente diffi-
coltosa e poco accurata integrazione della sua area.
Anche nel metodo SDS-CGE citato la banda 3, che ha un
PM compreso tra 86 kDa e 183 kDa, ha un aspetto parti-
colare, con una parte anteriore appuntita ed una lunga
coda, peculiarita che ne rende difficoltosa la quantifica-
zione (10).

La riproducibilita dei tempi di migrazione delle princi-
pali proteine della membrana eritrocitaria ottenuta con |l
metodo SDS-CGE da noi presentato € simile a quella
ottenuta da Lin et al. (10). La riproducibilta della quanti-
ficazione & stata invece da noi stimata valutando la varia-
bilita di rapporti tra alcune proteine di membrana diversi
da quelli utilizzati da questi autori. La decisione di nor-
malizzare le diverse proteine di membrana rispetto alla
banda 5 non dovrebbe causare particolari problemi nella
valutazione dei difetti di membrana, perché tale proteina
non sembrerebbe coinvolta in patologie quali la sferoci-
tosi o I'ellisocitosi ereditaria. Inoltre la buona risoluzione
del picco della banda 5 ne rende semplice e robusta la
sua integrazione per I'analisi quantitativa. Poiché la dia-
gnosi si deve basare su informazioni quantitative, la
quantificazione delle proteine medesime risulta di impor-
tanza fondamentale. Nelle tecniche SDS-PAGE attual-
mente in uso essa € ottenuta tramite la colorazione delle
proteine con blu di Coomassie, seguita poi da decolora-
zione. Si tratta di una procedura molto lunga e che pud
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indurre errori nella quantificazione dal momento che il
colorante presenta un’affinita differente per proteine
diverse. Le tecniche immunochimiche, piu accurate della
colorazione con blu di Coomassie, risultano piuttosto dif-
ficoltose e costose e cid0 ne limita I'applicazione. Nel
metodo SDS-CGE da noi proposto il rilevamento “on-
line” dell’'assorbanza UV rende possibile la quantificazio-
ne diretta della proteina attraverso il calcolo dell’area del
suo picco, riducendo cosi i tempi di lavoro e il rischio di
errore derivante dal processo di colorazione. Altre inte-
ressanti caratteristiche sono la velocita, la completa
automazione, un buon potere risolutivo, un’elevata sen-
sibilita ed una buona riproducibilita.

In conclusione, i nostri dati preliminari suggeriscono
che la CGE pud essere utilizzata come tecnica di base
per lo studio dei difetti della membrana eritrocitaria. Gli
effettivi vantaggi di questa metodica dovranno essere
valutati studiando pazienti affetti da anemia emolitica
cronica e caratterizzati, per quanto riguarda le proteine
di membrana, con la classica tecnica SDS-PAGE e con
tecniche molecolari.
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