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Inventia se refera la medicind, in particular la o metoda de determinare a capacitdti albuminei ischemic modificate
de legare a cobaltului si poate fi folosita pentru diagnosticarea proceselor patologice cauzate de hipoxia tesuturilor si
organelor, cercetarea patogenezei acestora si stabilirea metodelor de tratament.

Este cunoscutd o metodd de dozare a albuminei ischemic modificate in ser sangvin, bazatd pe determinarea gradului
de reducere a capacitatii albuminei ischemic modificate de a lega ionii de Co(Il) si care include prelucrarea
materialului biologic cu o solutie de 1 g/L de clorurd de cobalt la temperatura camerei timp de 10 min, dupa care se
adauga o solutie de 1,5 g/L de ditiotreitol, urmata de o incubare de 2 min, dupé care se adauga o solutie de 9 g/L
clorura de sodiu si se masoara absorbanta la 470 nM fata de proba blanc care se monteaza la fel, dar care nu contine
ditiotreitol. Calcularea rezultatelor se efectueaza dupa curba de calibrare care se construieste in baza dilutiilor
solutiei standard de clorura de cobalt in limitele de 6,0...60,0 mg/L si se exprima in unitdti conventionale, care se
defineste ca ,,un pg Co(Il) liber in mediul de reactie per mL de ser sangvin” [1].

Metoda cunoscutd prezintd o serie de dezavantaje, printre care sensibilitatea, precizia si reproductibilitatea
nesatisficatoare a acesteia, conditionate de instabilitatea reagentilor utilizati si de masurarea intensitatii absorbantei
in conditii ce nu corespund celor optime, precum si de necesitatea folosirii unei cantitéti relativ mari de ser sangvin
pentru realizarea metodei, ceea ce poate crea dificultati la efectuarea analizei in pediatrie la nou-ndscuti si copiii
mici.

Cea mai apropiata dupa esenta si rezultatul obtinut este metoda de dozare a albuminei ischemic-modificate care
include prelucrarea serului sangvin timp de 5 min cu o solutie de clorura de cobalt in concentratie finald 0,58 mM,
dupéd care se adauga ditiotreitol in concentratie finald 1,67 mM, urmatd de o incubare de 2 min, apoi se masoara
absorbanta la 500 nm fatd de proba blanc care se monteaza la fel, dar care nu contine ditiotreitol. Calcularea
rezultatelor se efectueaza dupa curba de calibrare care se construieste in baza dilutiilor solutiei standard de clorurad
de cobalt in limitele 6,0...186,0 unitati/mL [2].

Dezavantajele acestei metode constau de asemenea in sensibilitatea, precizia si reproductibilitatea joasa a acesteia,
conditionate de instabilitatea reagentilor utilizati, influenta pH-ului mediului de reactie, formarea bulelor de aer la
pipetarea reagentilor, ceea ce poate denatura valorile absorbantei, precum si in faptul ca intensitatea absorbantei se
masoara in conditii ce nu corespund celor optime.

Un alt neajuns al metodelor mentionate consta in influenta asupra rezultatelor analizelor a cantitatii de ioni de Co(II)
folositi in metoda, care este conditionatd de faptul cé cantitatea de albumina ischemic modificate se exprima in pug
de ioni de Co(II) ramasi liberi in materialul biologic (serul sangvin) si care nu au reactionat cu albumina, ceea ce
poate crea dificultdti la interpretarea rezultatelor la folosirea diferitor metode de determinare a acesteia, atunci cand
se folosesc diferite concentratii ale solutiei de clorura de cobalt.

Problema pe care o rezolva inventia constd in elaborarea unei metode mai exacte, care ar permite de a mari
sensibilitatea, precizia si reproductibilitatea metodei prin elaborarea unui mediu optim de reactie, care ar mari
stabilitatea reagentilor folositi, mdasurarea intensititii absorbantei in conditii optime, precum si excluderea
dependentei rezultatelor analizelor de concentratia solutiei de cobalt folosite la realizarea metodei.

Esenta inventiei constd In faptul ca include prelucrarea materialului biologic cu solutie de 0,50...0,75 mM de clorura
de cobalt, agitarea timp de 5 min la temperatura camerei, addugarea unui mediu de incubare ce contine, mM:
ditiotreitol 10,0...20,0, solutie tampon HEPES pH 7,4 10,0...25,0, clorura de sodiu 140,0...150,0 si heptanol
0,3...1,0, materialul biologic, solutia de clorura de cobalt si mediul fiind luate in volume egale, agitarea timp de 2
min, masurarea densitatii optice a complexului obtinut la o lungime de unda de 485 nm si determinarea capacitatii
albuminei ischemic modificate de legare a cobaltului dupa formula:

Capacitatea albuminei de legare a cobaltului = C-[(Ax-Ag)-(Aex-Am)],

unde: Agx — absorbanta probei de cercetat;

Ay — absorbanta probei martor, care se monteaza la fel ca si proba de cercetat, dar mediul de incubare nu contine
ditiotreitol;

Ax — absorbanta probei de control, care se monteaza la fel ca si proba de cercetat, dar in loc de material biologic se
utilizeaza mediul de incubare ce nu contine ditiotreitol;

Ag — absorbanta probei blanc, care se monteaza la fel ca si proba de control, dar mediul de incubare nu contine
ditiotreitol;

C — coeficientul, care se determind in baza dilutiilor succesive ale solutiei standard de clorurd de cobalt in limitele
0,1...1,0 mM, egal cu 0,8215 mM.

Metoda se realizeaza in modul urmator.

Materialul biologic (ser sangvin, lichid cefalorahidian, lichid folicular) se prelucreaza la temperatura camerei si la
agitare In continuu timp de 5 min cu o solutie de 0,50...0,75 mM de clorurd de cobalt, dupa care se adaugé un mediu
de reactie ce contine 10,0...20,0 mM ditiotreitol, HEPES 10,0...25,0 mM, pH 7.4, clorura de sodiu 140...150 mM
si heptanol 0,3...1,0 mM, se agitd timp de 2 min si se masoara absorbanta complexului colorat la 485 nm.

Proba martor se monteaza la fel ca si proba de cercetat, dar mediul de reactie nu contine ditiotreitol.

Proba de control se monteaza la fel ca si proba de cercetat, dar In loc de material biologic se toarnd mediu de reactie
ce nu contine ditiotreitol.

Proba blanc se monteaza la fel ca si proba de control, dar mediul de reactie nu contine ditiotreitol.

Calcularea rezultatelor se efectueaza conform formulei:
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Capacitatea albuminei de legare a Co(Il) (mM) = C:[(Ak-Ag) — (Aex-Am)],
unde: Ak - absorbanta probei de control
Ag - absorbanta probei blanc
Agx - absorbanta probei de cercetat
A\ - absorbanta probei martor
C - coeficientul de calculare (mM) care se determina 1n baza dilutiilor succesive ale solutiei standard de clorura de
cobalt in limitele 0,1...1,0 mM.
Exemplul 1
in godeurile nr. 1 (proba de cercetat) si nr. 2 (proba martor) ale plansetei cu 96 godeuri se pipeteazi cate 50 uL de
lichid folicular, iar in godeurile nr. 3 (proba de control) si nr. 4 (proba blanc) se pipeteaza cate 50 pL de mediu de
incubare ce nu contine ditiotreitol, dar contine 0,010 M tampon HEPES, pH 7,4, 0,14 mM clorurd de sodiu si
heptanol 0,3 mM si se suplimenteaza toate godeurile cu cate 50 pL solutie 0,5 mM clorurd de cobalt. Probele se
agitd timp de 5 min la temperatura camerei. Apoi in godeurile nr. 1 si nr. 3 se toarnd cite 50 uL de mediu de
incubare ce contine 10 mM ditiotrietol, 0,010 mM tampon HEPES, pH 7,4, 0,14 M clorura de sodiu si heptanol 0,3
mM, iar in godeurile nr. 2 si nr. 4 se toarna cate 50 uL. de mediu de incubare ce nu contine ditiotreitol, dar contine
0,010 M tampon HEPES, pH 7,4, 0,14 M clorura de sodiu si heptanol 0,3 mM, probele se agita timp de 2 min, apoi
se masoara absorbanta la 485 nm.
La masurarea absorbantei s-a obtinut:

absorbanta probei de cercetat 0,463

absorbanta probei martor 0,355
absorbanta probei de control 0,537
absorbanta probei blanc 0,007.

Capacitatea albuminei de legare a Co(Il) (mM) = C:[(Ak-A) - (Asx-Awm)],
unde: Ak - absorbanta probei de control
Ag - absorbanta probei blanc
Agx - absorbanta probei de cercetat
A\ - absorbanta probei martor
C — coeficientul, care se determind in baza dilutiilor succesive ale solutiei standard de clorurd de cobalt in limitele
0,1...1,0 mM, egal cu 0,8215 mM.
Capacitatea albuminei de legare a Co(Il) (mM) = 0,8215-[(Ak-Ag) — (Agx-Am)] = 0,8215-[(0,537-0,007) - (0,463-
0,355)] = 0,8215-[0,530-0,108] = 0,8215x0,422 = 0,347 mM.
Asadar, in cazul dat, capacitatea albuminei de legare a Co(II) = 0,347 mM.
Exemplul 2
in godeurile nr. 1 (proba de cercetat) si nr. 2 (proba martor) ale plansetei cu 96 godeuri se pipeteazi cate 50 uL de
ser sangvin, iar in godeurile nr. 3 (proba de control) si nr. 4 (proba blanc) se pipeteazd cate 50 uL. de mediu de
incubare ce nu contine ditiotreitol, dar contine 0,025 M tampon HEPES pH 7,4, 0,15 M clorura de sodiu si heptanol
1,0 mM si se suplimenteaza toate godeurile cu cate 50 pL solutie 0,75 mM CoCl,. Probele se agita timp de 5 min la
temperatura camerei. Apoi in godeurile nr. 1 si nr. 3 se toarnd cate 50 pl de mediu de incubare ce contine 20 mM
ditiotreitol, 0,025M tampon HEPES pH 7,4, 0,15 M clorura de sodiu si heptanol 1,0 mM, iar in godeurile nr. 2 si nr.
4 se toarnd cate 50 pl de mediu de incubare ce nu contine ditiotreitol, dar contine 0,025M; tampon HEPES pH 7.4,
0,15 M clorura de sodiu si heptanol 1,0 mM, probele se agita timp de 2 min si apoi se masoara absorbanta la 485
nm. La mésurarea absorbantei s-a obtinut:

absorbanta probei de cercetat 0,536

absorbanta probei martor 0,225
absorbanta probei de control 0,835
absorbanta probei blanc 0,008.

Calculul se efectueaza conform formulei:

Capacitatea albuminei de legare a Co(II) = C-[(Ak-Ag) - (Apx-Am)],

unde: Ak - absorbanta probei de control

Ag - absorbanta probei blanc

Agx - absorbanta probei de cercetat

A\ - absorbanta probei martor

C - coeficientul de calculare (mM) care se determina 1n baza dilutiilor succesive ale solutiei standard de clorura de
cobalt in limitele 0,1...1,0 mM. In cazul dat C = 0,8215.

Capacitatea albuminei de legare a Co(Il) = 0,8215-[(Ax-A)-(Agx-Am)] = 0,8215-[(0,835-0,008)-(0,536-0,255)] =
0,8215-[0,827-0,281] = 0,8215x0,546 = 0,449 mM.

Asadar, in cazul dat, capacitatea albuminei de legare a Co(II) = 0,449 mM.

Analogic exemplelor de mai sus au fost cercetate si alte concentratii ale solutiei de clorurd de cobalt 0,1...1,0 mM si
a mediului de reactie folosite (ditiotreitol 5,0...30,0 mM, HEPES 0,01...0,10 mM), NaCl 0,12...0,20 mM, heptanol
0,1...1,0 mM. Experientele au permis de a stabili valorile optimale ale mediului de reactie: ditiotreitol 10...20 mM
(concentratia finala 3,0...6,0 mM), HEPES 10...25 mM (concentratia finala 3,0...6,0 mM), HEPES 10...25 mM
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(concentratia finala 3,0...6,0 mM), pH 7,4, clorura de sodiu 0,14...0,15 M (concentratia finala 45...55 mM),
heptanol 0,3...1,0 mM (concentratia finala 0,1...0,3 mM) pentru obtinerea efectului pozitiv.

Analizele au fost efectuate in Laboratorul biochimie si la Catedra diagnostic de laborator clinic, USMF , Nicolae
Testemitanu” in volum de 300 analize, iar rezultatele obtinute au permis de a argumenta efectul pozitiv si avantajele
metodei propuse fatd de cea mai apropiata solutie.



