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Metoda de apreciere a influentei substantelor biologic active asupra capacitatii de producere a hidrogenului sulfurat
de citre un tesut biologic, care consta in aceea cé se pregatesc substantele pentru testare in diferite concentratii, care
se amesteca cu o solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, dupa care se pregéteste omogenizatul tisular, in
care se utilizeaza tesutul hepatic, care se omogenizeazi timp de 30...60 s cu o solutie de 0,05 M de tampon fosfat
cu pH-ul 7,4, care contine o solutie de 1% de 3-[(3-cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonat hidrat, dupa
care probele se ingheata si se dezgheata la temperatura camerei, timp de 5...10 min, iar procedura de inghetare si
dezghetare se repeta de 2 ori, apoi omogenizatul tisular se centrifugheaza timp de 10 min la temperatura de 4°C si se
determina concentratia de proteina in omogenizat; se pregatesc probele de cercetat, de control si probele blank cu
utilizarea placii fotometrice cu godeuri, in probele de cercetat se pipeteaza substanta de cercetat in diverse dilutii,
iar in probele de control se pipeteazd 0 solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4 si quercetina in calitate de
substanta de referinta, apoi in ambele probe se adaugd omogenizat tisular pregitit cu o solutie de 0,05 M de tampon
fosfat cu pH-ul 7,4, in concentratie de 1,0...3,0 mg proteina/mL, probele blank se monteaza la fel ca si probele de
control, iar omogenizatul tisular se inlocuieste cu solutia de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, care contine o
solutie de 1% de 3-[(3-cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanesulfonat hidrat; placa cu probele pregitite se
incubeaza la temperatura de 37°C, timp de 5...10 min, dupa care in toate godeurile se adaugd un amestec, ce contine
0 solutie de 0,05 M de tampon fosfat cu pH-ul 7,4, 0,2...0,4 uM/L de L-cisteind (concentratia finald de 0,8...1,6
mM/L) si 0,02..0,04 pM/L de piridoxal 5'-fosfat (concentratia finala de 0,08...0,16 mM/L), apoi probele se
acoperd cu un capac, care contine in partea interioara un strat de gel de agarozi de 3...5 mm, obtinut prin
amestecarea unei solutii de 1% de agarozd cu temperatura de 50...55°C cu o solutie, care contine 0,18 M de
tartrat de sodiu si potasiu si 0,08 M de hidroxid de cupru (Il), in raport de 4:1, cu pH-ul 9,0...9,7; probele se
incubeazd la temperatura de 37°C, timp de 2 ore, dupa care capacul cu gelul de agaroza se introduce in cititorul de
placi si se masoard absorbanta la lungimea de unda de 320 nm, apoi se calculeazd capacitatea de producere a
hidrogenului sulfurat sub influenta substantelor cercetate dupa formula:

CP (%) = 100 -[1-(Apr-Ab)/(Ak-Ab)]*100, unde:

CP(%) - capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat;

Apr - absorbanta probei de cercetat;

Ak - absorbanta probei de control;

Ab - absorbanta probei blank;

in cazul in care capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat este mai mare de 100%, substanta cercetata
activeaza capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat, iar dacd este mai micad de 100%, substanta cercetata
inhiba capacitatea de producere a hidrogenului sulfurat.



