Biliverdiinireduktaasin määritys
Materiaalit

· tuoretta tai pakastettua (flash-frozen) kudosta

· 0,9 % (w/v) NaCl tislattuun veteen tehtynä, jääkylmää

· homogenisointipuskuri:

1 M Tris-Cl, pH 7.5

10 ml

H2O



790 ml

sakkaroosi


85.58 g

H2O



ad 1 l

steriloi suodattamalla, säilytys 4(C:ssa korkeintaan 6 kk

· BVR-määrityspuskurit, pH 8.7 ja 6.75

pH 6.75:
KH2PO4
3.95 g



K2HPO4
3.66 g




liuota 400 ml:aan H2O:ta



0.1 M EDTA
5 ml



säädä pH 6.75:een KOH:lla



H2O

ad 500 ml







sterilointi autoklavoimalla, säilytys 4(C:ssa korkeintaan 6 kk

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

· 20 mg/ml bovine serum albumin (BSA)

· kofaktoripuskuri

Ota 2 ml BVR-määrityspuskuria, pH 6.75 ja säädä sen pH noin 7.8:aan lisäämällä 0.1 ml 1 N NH4OH:a. Lisää H2O:ta siten, että tilavuudeksi tulee 4 ml.

· 1 mM NADPH BVR-määrityspuskurissa, pH 8.7

säilytys jäillä, käytä 2 tunnin kuluessa valmistuksesta

· 10 mM NADH kofaktoripuskurissa

säilytys jäillä, käytä 1 tunnin kuluessa valmistuksesta

· sakset

· homogenisaattori

· sentrifuugi

· ultrasentrifuugi

· 13x100 mm tai 12x75 lasiputkia

· skannaava spektrofotometri

Entsyymin valmistus jäillä tai 4(C:ssa, määritys RT.

Sytosolifraktion valmistus

· Huuhtele 0.5-1 g kudosta 50 ml:lla jääkylmää 0.9 % NaCl:a

· Lisää 9 vol (v/w) homogenisaatiopuskuria kudokseen

· Hienonna kudos saksilla ja homogenisoi tasaiseksi. Säädä kierrosnopeus 200 rpm:ksi ja homogenisoi kudosta vielä 10 kertaa.

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

· Siirrä supernatantti ultrasentrifuugiputkeen (vältä irtonaisia partikkeleita)

· Sentrifugoi 100,000 x g, 1 h, 4 (C

· Käytä supernatanttia BVR-aktiivisuuden määritykseen.

Entsyymiaktiivisuuden määritys

· Valmista seuraava kombinaatioliuos (RT)

BVR-määrityspuskuri 

960 (l

biliverdiini, 300 (M


10 (l

BSA, 20 mg/ml


10 (l

· Valmista kyvettiin referenssireaktio

kombinaatioliuos


490 (l

homogenisointipuskuri

50 (l

BVR-määrityspuskuri (NADPH)

tai kofaktoripuskuri (NADH)

60 (l

· Määritä referenssireaktion spontaani absorbanssin muutos aallonpituudella 468 nm  30-60 s aikana

· Testireaktio:

kombinaatioliuos


490 (l

sytosoli



50 (l

NADPH (1 mM)

 tai NADH (10 mM)


60 (l

Sekoita ja määritä välittömästi absorbanssin muutos samalla aallonpituudella kuin referenssinäyte. Määritä reaktionopeus useilla aikaväleillä (esim. 4x15 s) varmistaaksesi että reaktio on lineaarinen. Korjaa kofaktorin aiheuttama virhe testispektrin absorbanssissa vähentämällä siitä referenssispektri. Jos reaktionopeus pienenee ajan kuluessa on substraatti loppumassa. Laimenna tällöin sytosolifraktiota 1:10.

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

