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(57) Rezumat:

1

Inventia se refera la  medicina
experimentald, medicina regenerativd, 1in
special la o metoda imunologicd si poate fi
utilizata  pentru  diagnosticul  leziunilor
experimentale pemfigus-like la sobolani.

Esenta inventiei constd in colectarea
sangelui din vasele caudale de la sobolani,
centrifugarea i determinarea concentratiei

2
componentelor C3 si C4 ale complementului
prin metoda opticd in diapazonul undei
ultraviolete, si anume 1in cazul cand
concentratia C3 este de 1,02...2,54 g/, iar C4 -
0,82...0,94 g/l, se diagnosticheazd leziuni
pemfigus-like la sobolani.
Revendicari: 1



(54) Method for immunological diagnosis of experimental pemphigus-like lesions

in rats

(57) Abstract:
1

The invention relates to experimental
medicine, regenerative medicine, in particular
to an immunological method and can be used
for diagnosis of experimental pemphigus-like
lesions in rats.

Summary of the invention consists in
collecting blood from the tail vessels of rats,
centrifuging and determining the concentration

2
of the complement components C3 and C4 by
the optical method in the ultraviolet
wavelength range, and in the case where the
concentration of C3is 1.02...2.54 g/l, and C4 -
0.82...0.94 g/l, experimental pemphigus-like
lesions are diagnosed in rats.
Claims: 1

(54) MeToa MMMYHOJIOTHYECKOM TMAaTHOCTUKH NeM(pHUIryconoio0HbIX

IKCIIEPUMEHTAJIBbHBIX nopamenni/i Y KpbIC

(57) Pedepar:

Uzobperenue OTHOCHTCS K
9KCIIEPUMEHTAIILHOM MEJIUIIIHE,
pEreHepaTUBHOW MEIUIIMHE, B YaCTHOCTH K
HMMYHOJIOTHYECKOMY CIIOCO0Y M MOXET OBbITh
HCIOJIb30BAHO Ut JIMATHOCTHKH
neM(UTryconoio0HbIX  IKCIEPUMEHTATBHBIX
MOpaXXeHH y KpbIC.

CyIHOCTh M300pETeHUs] COCTOUT B cOope
KPOBH W3  XBOCTOBBIX  COCYIOB  KPBIC,
HEHTPUPYTUPOBAHUH u orpeieNieHUH

2

KOHIIEHTpauuu KkomnoHeHtoB C3 u C4
KOMIUIEMEHTa  ONTHYECKHMM  METOJOM B
yIAbTparONIEeTOBOM JMana3oHe JUIMHBI BOJHBI,
n B cinydae, Korga KoHueHrpamus C3
cocraiusger 1,02..254 1/n, a C4 -
0,82...0,94r/m, JIUarHOCTUPYIOT
neM(QuUrycomnono0Hple  SKCIEpPUMEHTAIbHbIE
TIOpa)KeHHs y KpbIC.

I1. opmymsr: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la medicina experimentald, medicina regenerativa, in special la
investigatii imunologice si poate fi utilizatd pentru studierea modificarilor rezistentei
naturale prin examinarea continutului componentelor (C3, C4) al complementului in serul
sangvin al sobolanilor cu leziunile pemfigus-like experimentale.

Este cunoscuta metoda diagnostica prin reactie de imunofluorescentd cutaneo-mucoasa
directa, care cuprinde examinarea unor sectiuni din pielea lezatd a bolnavilor de pemfigus la
microscopul cu ultraviolet, dupd o prealabild incubare cu ser antigamaglobulinic uman
conjugat cu fluoresceina. Aceastd metoda depisteaza depozite de IgG, IgA, IgM si C3 - la
nivelul substansei intercelulare epidermice [1].

Dezavantajele acestei metode constau in aceea ca reactia de imunofluorescenta directa
depisteaza depozite de IgG si C3 la nivelul substantei intercelulare epidermice sub forma
unui retil fluorescent, dar nu releva continutul seric de C3.

Problema inventiei prezente este aplicarea metodei mai simple si mai ieftine pentru
diagnosdticul modificarilor imunitatii naturale — continutul componentelor C3, C4 al
complementului in serul sangvin al sobolanilor cu leziunile pemfigus-like.

Esenta inventiei constd in colectarea sangelui din vasele caudale de la sobolani,
centrifugarea si determinarea concentratiei componentelor C3 si C4 ale complementului
prin metoda optica in diapazonul undei ultraviolete, si anume in cazul cand concentratia C3
este de 1,02...2,54 g/l, iar C4 - 0,82...0,94 g/, se diagnosticheaza leziuni pemfigus-like la
sobolani.

Avantajele acestei metode constd in faptul ca efectuarea metodei revendicate necesita
utilizarea utilajului si reactivelor mai ieftine si simple pentru determinarea concentratiei
componentelor C3, C4 al complementului in serul sangvin la sobolani cu leziunile
expermentale pemfigus-like legate de calea clasica si de activarea complementului.

Rezultatul constd in estimarea concentratiei scazute ale C3 si C4 in serul sanguin al
sobolanilor la care s-au modelat leziunile pemfigus-like, care este determinatd de formarea
complexelor imune in serul sanguin, in urma heteroimunizarii sobolanilor.

Metoda se efectueaza in modul urmator.

2 ml de sange a fost colectat din vasele caudale de la 30 sobolani sandtosi in
vacucontainer cu anticoagulant cu faza geloasd. Determinarea componentelor
complementului C3 si C4 s-a efectuat cu reagentii care contin anticorpii de capra anti — C3
si anti — C4: Complement Component C3, Ref 31084. Lot 04689, Complement Component
C4, Ref 31085. Lot 01507, BioSystems, Costa Brava Barselona (Spania) a fost efectuata
prin metoda fotometrica, cu analizatorul KONELAB 30i (TermoFischer,Finlanda).
Determinarea concentratiei componentelor C3 si C4 ale complementului prin metoda optica
in diapazonul undei ultraviolete, si anume in cazul cand concentratia C3 este de 1,02...2,54
g/l, iar C4 - 0,82...0,94 g/1, se diagnosticheaza leziuni pemfigus-like la sobolani.

Exemplu

2 ml de sange venos caudal a fost colectat in vacucontainer cu anticoagulant cu faza
geloasd. S-a folosit metoda de imunoturbidimetrie cu analizatorul KONELAB 30i
(TermoFischer, Finlanda). Am folosit test-sistema - BioSystems, Costa Brava Barselona
(Spain). Valori de referinta s-au luat valorile normale de concentratie a componentelor C3:
2,55...3,25 g/l; si C4: 0,95...4,65 g/1, care au fost determinate la 30 sobolani sanatosi. S-a
utilizat factor de conversie: g/l x 100 = mg/dl;mg/dl x 0,01 = g/l. Testarea a permis sa
detectam fractie biologic activa si fractie inactiva al C3. Complementul C3 este de 70% din
proteina totald a sistemului de complement, care participa la activarea complementului in
mod clasic si alternativ. C3 este sintetizat in ficat, macrofage, fibroblaste, celule limfoide si
pielea. Tmpreund cu celelalte componente ale sistemului complementului, C3 poate fi
utilizat in timpul diferitelor reactii imunologice antigen-anticorp. C4 este o altd componenta
a sistemului complementului, care este sintetizat in plamani si in tesutul osos. C4 este
utilizat numai pe calea clasica de activare al complementului. Concentratiile serice C4 sunt
indicatorul sensibil al gradului de activitate a bolii. In baza metodei am urmarit formarea
complexelor antigen-anticorp in solutie si formarea agregatelor. Prin turbidimetria noi am
masurat cantitatea de lumind clard nereflectatd, care trece prin solutie. in cazul probei de
ser sangvin colectat de la sobolani sanitosi se foloseste fotosensorul situat pe o linie dreapta
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cu o sursa de lumina. Daca solutia nu este transparentd, concentratia particulelor de lumina
este mare, si conductibilitatea luminii este putind. Imunoturbidimetria a masurat cantitatea
de lumina clard, folosind factorul de conversie: g/l x 100 = mg/dl, mg/dl x 0,01 = g/l.
Timpul, care s-a cronometrat pentru formarea curbei de lumina reflectata a fost maxim si a
fost proportional concenratiei componentelor C3 si C4 al complementului. S-a determinat
concentratia componentelor C3 intre valorile de referinta: 2,55...3,25 g/1; si C4: 0,95...4,65
g/l la sobolani albi sinitosi. In cazul probei de ser sanguin obtinut de la sobolani cu
leziunile pemfigus-like, din lotul experimental constiut din 30 de animale, solutia a fost
transparenta si nu a reflectat lumina. Timpul, care s-a cronometrat pentru formarea curbei
de lumina a fost maxim si proportional concenratiei componentelor intre limitele valorilor:
C3:1,02...2,54 g/l; si C4: 0,82...0,94 g/l la sobolani cu leziunile pemfigus-like, fiind de trei
ori mai scazute In comparatie cu valorile de referintd al concentratiei componentelor C3:
2,55...3,25 g/l; si C4: 0,95...4,65 g/l la sobolani albi sanatosi (tabel 1). Componentul C3
declangeaza o reactie chimica care ajutd celulelor imune a ingloba si fagocita si distruge
antigenul. Componentul C3 face parte si din complexele imune, impiedicand dezvoltarea
bolilor autoimune. Componentul C4 mentine fagocitoza, mareste permeabilitatea peretilor
vasculari, participd in neutralizarea antigenilor, activarea imunitatii umorale si inhibarea
imunitatii T-celulare. Scaderea componentului C4 in ser se observa la consumarea activa a
lui, legata de calea clasica de activarea complementului.

Parametrii imunologici al serului sangvin sobolanilor albi, adminitrati intracutanat cu
extractul etanolic proteic din esofagul de bovind in studiu experimental randomizat,
M(£ES)

Tabel 1
Parametrii, unitati de masura Loturile de comparare, (M+ES%) P
Lotul I - martor Lotul 11 - experimental
Componentul 2,55...3,25 1,02...2,54 >0,001
complementului C3, g/l
Componentul 0,95...4,65 0,82...0,94 >0,001
complementului C4, g/l

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Coltoiu A., Forsea D., Mateescu D., Popescu S. Dermatovenerologie, Editura didactica si
pedagogicd, R.A. Bucuresti, 1993, p. 470-471

(57) Revendicari:

Metoda de diagnostic imunologic ale leziunilor experimentale pemfigus-like la sobolani,
care include colectarea sangelui din vasele caudale de la sobolani, centrifugarea si
determinarea concentratiei componentelor C3 si C4 ale complementului prin metoda optica
in diapazonul undei ultraviolete, si anume in cazul cand concentratia C3 este de 1,02...2,54
g/l, iar C4 - 0,82...0,94 g/1, se diagnosticheaza leziuni pemfigus-like la sobolani.
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