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- 200 µL van stockoplossing verdunnen tot 400 µL =>
werkoplossing.
- elke concentratie in duplo => van elke concentratie 200 µL
nodig => 250 µL maken in eppendorfcupjes.

NADPH-oplossing
- concentratie NADPH zodat 0,1 mL aan de celsuspensie kan
worden toegevoegd.
- einconcentratie NADPH is 0,1 mg/cupje.
- oplossing maken van 1 mg NADPH/mL FZA.

Oplossingen voor corticosteronmeting
- Fluorescentie reagens:

300 mL ethanol koelen op ijs.
700 mL zwavelzuur zeer langzaam toevoegen.
Bewaren kamertemperatuur.

- Corticosteron standaard:
per dag vers maken
100 µL stockoplossing (= 1039 ng) in 12 mL buis
pipetteren.
ethanol laten verdampen bij kamertemperatuur onder
stroom lucht
verder behandelen als monsters.

Isolatie
- bijnieren van 1 Wistar rat worden bij CDL geïsoleerd.
- bijnieren worden in flesje met ca. 10 mL KHB op ijs verzameld.
- flesje met bijnieren wordt op ijs naar A3.111 getransporteerd.
- vanaf hier wordt alles met plastic materiaal uitgevoerd!
- in petrischaal vetresten van bijnieren verwijderen, op ijs houden
en uitdrogen voorkomen.
- bijnieren in 6 - 10 stukjes snijden, hierbij zo min mogelijk druk
erop zetten.
- in 2 mL collagenasebuffer in 25 mL buis op ijs overbrengen.
- 50 minuten incuberen bij 37 °C in een schudwaterbad onder
carbogeen toevoer (een laag carbogeen boven de buis houden),
schudstand 50.
- dispersie completeren door circa 50 keer de weefselstukjes met
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een 2 mL pipet te pipetteren.
- de grote stukken laten uitzakken en het supernatant
overpipetteren in een koude 25 mL buis.
- 2 mL KHBACa toevoegen aan de pellet en opnieuw circa 50
keer pipetteren.
- de grote stukken laten uitzakken en het supernatant in de 25 mL
buis pipetteren.
- 10 minuten centrifugeren bij 100 x g bij 4 °C (700 rpm in
Minifuge).
- het supernatant afzuigen, de pellet resuspenderen d.m.v.
opwervelen met 2 mL KHBACa en centrifugeren als boven.
- deze wasstap herhalen en daarna de pellet voorzichtig
resuspenderen in 1 mL KHBACa.
- 1 mL zeer langzaam en voorzichtig pipetteren op 8 mL
KHB5ACa in een 12 mL buis.
- na 30 minuten de bovenste laag voorzichtig afzuigen (het
onderscheid tussen beide lagen is moeilijk te zien).
- monster nemen voor celtelling (bij het bekijken met de
microscoop moet de celsuspensie nauwelijks nog celdebris
bevatten)
- celaantal per mL berekenen
- celsuspensie verdunnen met KHBCa, zodat 4.10exp4 cellen/mL
wordt verkregen en de eindconcentratie BSA circa 0,5 % is.
- 2 mL KHBACa maken, waarbij KHBACa volgens
verdunningsverhouding van celsuspensie is samengesteld uit
KHBCa en KHB5ACa. Dit is je
referentiebuffer

Incubatie
- 12 mL buizen vullen met 900 µL celsuspensie, aantal
afhankelijk van te gebruiken scenario (zie pagina 4), en 2 buizen
vullen met 900 µL
referentiebuffer
- buizen 1 uur incuberen bij 37 °C in een schudwaterbad onder
carbogeen toevoer (een laag carbogeen boven de buizen houden),
schudstand 50.
- per buis 100 µL ACTH-oplossing of FZA of NADPH-oplossing
toevoegen volgens schema.
- buizen incuberen bij 37 °C in een schudwaterbad onder
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