BSA-NO: szintézis

Késziteni: 10 mg/ml BSA(Sigma A7906) / dH,0
Ebbdl 10x higitassal (dH,0) készitiink eppendorf csdben Iml, 1 mg/ml BSA
oldatot
1. Nitralas peroxinitrittel

Az eppendorf kupakjaba pipettazunk 20ul frissen (jégen) kiolvasztott
peroxinitritet (itt: 140 mM), majd a csé kupakjat lezarva, fejreforditva
vortexezzlik par masodpercig. Az elébb leirt miiveletet azonos koriilményeket
alkalmazva tovabbi két alkalommal megismételjiik
Az igy kapott nitrdlt BSA nitrotirozin koncentracioja ha sziikséges, a
tovabblépés el6tt meghatarozhatd spektrofotometriasan: pH 9 oldatban 438 nm-

en eyt = 4300 M1icmt

2. Kapcsolasi reakcio nitrotirozin-etilészterrel (NTEE)

A reakcid elott a BSA-NT-t egy éjszakan at dializaljuk : MES(Sigma
M3671) /[HEPES(Sigma H3375) puffer (75:25 v/v %) pH 6
Masnap 45 percig szobahdn inkubéljuk (folyamatos razatis kozben) SmM
NTEE(Fluka 74095) / [MES/HEPES] —rel
A reakciot 10% TCA-val torténd kicsapassal allitjuk le
A kicsapott proteint centrifugalassal Osszegyljtjik (RT / 10 min 1000g), a
feliiluszo eltavolitasa utan a pelletet alaposan mossuk hideg acetonnal, levegon
szaradni hagyjuk, majd feloldjuk 0.1 M NaOH-ban

A nitrotirozin koncentracio a fentiekben leirtak alapjan meghatarozhat6



