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BILIVERDIINI






-tilannekatsaus-

1) Biliverdiinireduktaasin aktiivisuus, onko eroja

· eri rottakannoissa 

· altistetuissa verrattuna kontrollirottiin 

Mitatut aktiivisuudet (A- ja B-rotat, pakastettu sytosoli; S-D tuore sytosoli) hyvin matalia ( Tim tarkisti omat vanhat tuloksensa sytosolimittauksista: yleensä käytetty 2x suurempaa tilavuutta ja fraktioitua preparaattia. Teki myös uusia mittauksia tuoreesta sytosolista Dublinissa (sähköpostiviesti 24.3), aktiivisuus samaa luokkaa kuin täällä mitattu. Sanoi aikovansa valmistaa preparaatin käyttäen 9 rotan maksaa. Idea on käsittääkseni, että entsyymiä puhdistetaan jonkin verran, minkä jälkeen sille määritetään kineettinen kuvaaja (aktiivisuus vs. substraattikonsentraatio), josta voi edelleen määrittää mm. Km-arvon ym. entsyymiä kuvaavia arvoja. Hänen ohjeillaan voisin sitten tehdä saman B-kannasta eristetylle entsyymille. Näin saataisiin selville onko eri kantojen BVR-A-aktiivisuudessa eroja. Ongelmia: spektrofotometrissamme ei voi säätää lämpötilaa (optimimittauslämpötila 30(C).

Alkuperäinen ideani oli lähinnä, että jollain nopealla skriinaustyyppisellä tavalla voisi mitata aktiivisuuseroja esim. altistuksen jälkeen. Kuitenkin aktiivisuudet näyttävät olevan niin matalia, että myös Tim mietti täällä, kuten minäkin aiemmin, että johtuuko absorbanssin muutos todella aktiivisuudesta vai ei. Samanlaista absorbanssin muutosta voi tapahtua esim. jos glutationi sitoutuu biliverdiiniin. Geelifiltraation, minkä teimme, pitäisi kuitenkin poistaa glutationi ym. pienet molekyylit, joten loppupäätelmä on, että todella näimme aktiivisuutta, joskin matalaa sellaista. Yllä esitetty puhdistus- ja kuvaajanmääritys –suunnitelma on mielestäni keino, jolla voisi ehkä luotettavasti sanoa onko eri kantojen entsyymien aktiivisuudessa eroja tai onko TCDD-altistuksella vaikutusta siihen. En kuitenkaan tiedä miten aktiivisesti Tim ehtii puuhailemaan tämän asian parissa eikä hän maininnut mitään aikatauluistaan. Ajattelin itse keskittyä joksikin aikaa molekyylibiologisiin lähestymistapoihin (2, 3) sekä myös kehitellä biliverdiinin mittausmenetelmää (4).

2) Hemimetaboliageenien ekspressiotasot, onko eroja

· eri rottakannoissa (koe S311, kannat A ja B, TCDD-altistus 300 (g/kg, aikapisteet 2, 7, 14 ja 35 vrk + kontrollit 2 ja 35 vrk)

· altistetuissa verrattuna kontrollirottiin

Kloonattu fragmentit geeneistä ALAS-1, FECH ja BVR-A. Lisäksi Merjan aiemmin kloonaama HO-1 käytettävissä. Näistä ALAS-1 ja HO-1 rate-limiting entsyymejä ja siksi mielenkiintoisia. BVR-A mielenkiintoinen, koska juuri tämän entsyymin pitäisi prosessoida biliverdiiniä eteenpäin. 

7.4. mennessä aloitettu myös geenien ALAS-2, ALAD ja UROD kloonaus. Eristetty RNA:ta kokeen S311 maksoista. RNA:n eristys ja kääntö cDNA:ksi sekä jäljellä olevien geenien kloonaus työllistävät tiiviisti ainakin muutaman viikon. Määritykset RT-PCR:llä voin todennäköisesti aloittaa toukokuun puolella, kun Raimo ehtii opastaa laitteen käytössä, cDNA:t on tehty ja geenit kloonattu.

3) Biliverdiinireduktaasigeeni: onko polymorfismia? 

Sekvenoidaan aluksi B-kannan geeni mustasta maksasta ja verrataan rotan sekvenssiin geenipankissa. Tilattu primerit Timiltä, cDNA kahdesta mustasta maksasta tehty. Työtä jatketaan heti kun primerit tulevat, sillä kloonaus ja sekvenointi kuitenkin melko hyvin onnistuvia menetelmiä verrattuna BVR-A -aktiivisuuden mittaukseen, vaikka jälkimmäinen olisikin ehkä ensisijaisempi tieto.

4)   Kvantitatiivinen menetelmä biliverdiinin mittaamiseksi maksasta/seerumista. 

Idea: Maksahomogenaatista/seerumista uutetaan biliverdiini sopivaan liuottimeen. Jotta menetelmä olisi kvantitatiivinen ja suhteellisen nopea, pitäisi tämän näytteen olla ilman liian monia välivaiheita injektoitavissa HPLC:lle. 

           
Uuttomenetelmiä: 
HPLC:lle voisi kokeilla DMSO/EtOH, ei voi konsentroida

LCQ: lopuksi täytyy olla haihtuvassa liuottimessa esim. metanolissa





Kiinteä faasi –uutto? 





Neuvoja kemisteiltä?

Näytteitä: 
S271 Porfyriinimetabolian aikavaste (seerumi, maksa)

S311 Biliverdiinireduktaasin aktiivisuus (seerumi)

S266 ym. Vanhat musta maksa-kokeet, jos maksoja jäljellä.

S      Mustat maksat TCDD/HxCDD –vertailukokeesta


Ongelmia: Riittääkö HPLC:n herkkyys seeruminäytteille?

5)   Biliverdiinin monoglukuronidi: voiko olla substraatti BVR-A:lle?
Eristetään biliverdiinimonoglukuronidia TLC-menetelmällä, puhtaus ja oikeellisuus pitäisi lopuksi tarkistaa LCQ:lla (standardia ei ole saatavilla). Käyttäen Timin valmistamaa rekombinantti BVR-A:ta voidaan osoittaa, onko BV-monoglukuronidi substraatti BVR-A:lle. Oletettavasti ei ole, jolloin tulisi todistettua, että BVMG on ”dead end”. (Toisaalta miksei BVMG voisi erittyä sappeen?)

Glukuronidaasia käyttäen voisi myös todistaa, että oletettu BVMG on todella BVMG.

Tämä (5) vaatii uuden eläinkokeen (ellei vanhoja mustia maksoja ole sattumalta tarpeeksi), johon yhdistettäisiin myös mustien maksojen valokuvaus ja mahdollisesti aika-vasteen täydennys (8). Ei ole vielä tämän pidemmälle suunniteltu. Miten tärkeää oikeastaan on todistaa, onko BVMG substraatti BVR-A:lle, kun joka tapauksessa pelkkää biliverdiiniäkin kertyy maksaan? 

6) Hemin alkuperä 

Leimatun ALA:n käyttö, kysymyksenasettelu? Kvantitatiivinen BV-mittausmenetelmä olisi hyvä olla olemassa ennen tätä koetta ja mahdollisesti tähän liittyen myös menetelmä jolla voi ennustaa yksilöt, joille tulee musta maksa.

7)   Erittyykö biliverdiiniä/biliverdiinimonoglukuronidia myös sappeen rotilla, joilla musta maksa? 

Edellyttää biliverdiinin kvantitatiivista mittausmenetelmää

8) Aika-vasteen täydennys

Edellyttää biliverdiinin kvantitatiivista mittausmenetelmää

9) Oksidatiivisen stressin markkerit musta maksa –rotissa

Onko altistetuissa B-kannan rotissa/niiden maksoissa merkkejä oksidatiivisesta stressistä? Menetelmiä tämän tutkimiseksi on varmaan lukuisia, myynnissä on mm. kirja ”Methods in Biological Oxidative Stress”. Ei ole suunniteltu pidemmälle tässä vaiheessa, tätä voisi katsoa joskus myöhemmin jos aiheellista.

