Biliverdiinireduktaasin aktiivisuusmääritys
Materiaalit

· tuoretta, perfusoitua maksaa

· 0,9 % (w/v) NaCl (esim. Natrosteril), huoneenlämpöistä ja jääkylmää

· homogenisointipuskuri (sterilointi suodattamalla):

1 M Tris-Cl, pH 7.5

10 ml

H2O



790 ml

sakkaroosi


85.58 g

H2O



ad 1 l

· BVR-määrityspuskuri, pH 8.7 

Tris-emäs
6.057 g

liuota 400 ml:aan H2O:ta

0.1 M EDTA
5 ml

säädä pH 8.7:ään HCl:llä

H2O 

ad 500 ml

säilytys 4(C:ssa korkeintaan 6 kk

- 300 (M biliverdiini 



1 mg biliverdiini dihydrokloridia



5.08 ml metanolia



säilytys jäillä valolta suojattuna



valmista päivittäin

· 1 mM NADPH BVR-määrityspuskurissa, pH 8.7

säilytys jäillä, käytä 2 tunnin kuluessa valmistuksesta

Sytosolifraktion valmistus

· Rotta nukutetaan eetterillä, maksa perfusoidaan porttilaskimon kautta 0.9 % 

      NaCl:lla (esim. Natrosteril). Ensin huoneenlämpöisellä, sitten jääkylmällä   

      liuoksella yhteensä noin 10-15 min.

· Maksa tai sen osa (noin 3 g) homogenisoidaan 4-kertaiseen tilavuuteen (v/w) homogenisointipuskuria (4 (C)

· Sentrifugoidaan 10,000 x g, 20 min, 4 (C

· Supernatantti sentrifugoidaan uudelleen 100,000 x g, 1 h, 4 (C

· Sytosolifraktion jäädytys nestetypessä, säilytys –80 (C.

Entsyymiaktiivisuuden määritys

- Reaktioseos:

30 (M biliverdiini määrityspuskurissa
2,45 ml


sytosoli




0,25 ml

1 mM NADPH määrityspuskurissa

0,3 ml

Biliverdiinin pitoisuus reaktiossa 25 (M, NADPH:n pitoisuus reaktiossa 0,1 mM.

-Kontrollireaktiot: 1. ilman sytosolia (korvattu homogenisointipuskurilla) 2. ilman NADPH:ta (korvattu määrityspuskurilla)

· Yllä olevat tilavuudet määräytyivät spektrofotometrin kyvetin koon perusteella. Biliverdiiniliuos on esilämmitetty lämpökaapissa (37 (C), sytosoli on säilytetty jäillä ja NADPH jäillä tai huoneenlämmössä. Reaktion pipetoinnin jälkeen absorbanssin muutos on mitattu välittömästi aallonpituudella 450 nm (bilirubiinin absorptiomaksimi), yleensä 4 x 1 min. Sen jälkeen reaktiota on inkuboitu lämpökaapissa (37 (C) 15 min, siirretty jäille ja bilirubiini on uutettu kaksinkertaisella tilavuudella kloroformia. Kloroformiuutokset on haihdutettu typpivirralla, liuotettu DMSO:hon ja ajettu HPLC:lle. Sytosolien proteiinikonsentraatio oli 10-15 mg/ml.

Varsinaisessa määrityksessä, jossa vertailtaisiin altistettujen eläinten näytteitä kontrollinäytteisiin, pitäisi olosuhteet saada paremmin vakioitua esim. seuraavasti:

- Reaktiot pipetoidaan ja inkuboidaan välittömästi valittu aika (esim. 15 min) lämpökaapissa tai -hauteessa, mahdollisesti tarvitaan myös sekoitus. Tämän jälkeen reaktio pysäytetään kloroformilla ja uutetaan kuten edellä. Muodostuneen bilirubiinin määrä analysoidaan HPLC:llä. Kvantitointi: liuotetaan tunnettu määrä bilirubiinia BSA-liuokseen (BSA-pitoisuus sama kuin reaktioiden proteiinipitoisuus), uutetaan ja analysoidaan HPLC:llä kuten reaktiot.

- Laske bilirubiinin konsentraatio käyttäen ekstinktiokerrointa 63 mM-1cm-1 (tai 53 mM-1cm-1 jos BSA:ta ei ole käytetty). 

