Biliverdiinireduktaasikoe

Lopetukset

· lopetus giljotiinilla ( seeruminotto

· maksan vasemmasta etulohkosta reunapala ( reunaosa (noin 0.5 cm levyinen) histologiaan (formaliini), loput RNA:n eristysnäytteeksi (-80 (C).

· perfuusio: porttilaskimosta sisään, alaonttolaskimosta ulos. Ensin lämpimällä 0,9 % NaCl:lla, sitten jääkylmällä noin 5 min. Varovaista hierontaa perfuusion edistämiseksi. Maksa irroituksen jälkeen jääkylmään homogenisointipuskuriin.

· Pernan ja munuaisen irroitus (  -80 (C.

Sytosolin valmistus

· Maksat kylmässä homogenisointipuskurissa muovisissa kertakäyttömukeissa. Leikataan jokaisesta noin 5 g:n pala, punnitaan ja siirretään uuteen merkittyyn, kylmää puskuria sisältävään mukiin.

· Lasketaan tarvittavat 4xvol tilavuudet puskuria ja mitataan uusiin mukeihin. Siirretään punnitut maksapalat näihin mukeihin. Pienitään saksilla.

· Homogenisoidaan maksat. Homogenisaattorin pesu vedellä, huuhtelu MQ:lla jokaisen maksan välillä. Homogenaatti kaadetaan kahteen merkittyyn falconiin. Fuugaus.

· Supernatantti siirretään Nalgenen putkeen. 1 falcon ( 1 Nalgene. Fuugaus.

· Pakastetaan Nunc-putkissa. Proteiinimääritys 50 ul eppariin, BVR-määritys, varanäyte.

tai 

- Irrotetaan perfusoitu maksa, punnitaan mukissa, lasketaan tarvittava tilavuus puskuria ja kaadetaan se maksan päälle, pienennetään maksa saksilla, kaadetaan maksa+puskuri homogenisaattoriin, homogenisoidaan (esim. 6x800 rpm), kaadetaan falconeihin (ainakin 2x10ml).

Tarvikkeet

lasiset Pasteur-pipetit ok

(muoviset kertakäyttömukit tai) 50 ml:n putket ok

Falcon-putket, numeroi ok (lisää?)

Nunc-putket ok, steriloi?

Epparit, steriloi?

Nalgenen putket steriloi EtOH:lla etukäteen

rottien numerot Arjalta, numeroi putket

suodatettu puskuri (sakkaroosia)

