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Способ оценки биологической активности 

тканевых экстрактов 

Изобретение относится к областям биофизики, биохимии, медицины и может быть использовано для оценки биологической активности тканевых экстрактов человека и животных методом флуоресцентной спектроскопии.

Оценка биологической активности веществ может производиться различными методами как на уровне целого организма и его функциональных параметров, так и на молекулярном уровне, в частности, по взаимодействию тестируемого препарата с клетками, субклеточными структурами или отдельными белками. Подобный подход справедлив, в частности, при оценке действия тканевых экстрактов, обладающих широким спектром биологического действия.

Известен способ определения биологической активности веществ по взаимодействию с эритроцитами [
], который состоит в том, что испытуемое вещество инкубируют с препаратом эритроцитов, регистрируют показатели метаболизма эритроцитов, рассчитывают соотношения полученных показателей, по которым судят о биологической активности вещества. Однако структурные и функциональные свойства эритроцитов зависят от многих факторов и, в первую очередь, от состояния донора, что дает возможность производить только качественную оценку и не позволяет стандартизировать измерения. Кроме того, к недостаткам данного способа относится то, что он предполагает измерение целого ряда показателей (степени гемолиза эритроцитов, уровня и интенсивности деградации малонового альдегида, антиокислительной активности), которое увеличивает длительность и трудоемкость измерений.

Одним из подходов к определению биологической активности веществ на молекулярном уровне является определение эффективности их взаимодействия с транспортными белками крови и, в первую очередь, с сывороточным альбумином человека (САЧ), который осуществляет обратимое связывание биологически активных веществ и их транспортировку к необходимым органам и тканям [
].

Известен способ определения биологической активности веществ по взаимодействию их с САЧ, основанный на измерении падения интенсивности триптофановой флуоресценции этого белка при титровании возрастающими концентрациями биологически активного вещества [
]. Основным недостатком этого способа является то, что он позволяет корректно определять параметры связывания с белком только при тестировании отдельных очищенных препаратов и не дает возможность производить количественные определения параметров взаимодействия вещества с САЧ смесей биологически активных веществ, к которым относятся тканевые экстракты. К недостаткам этого способа относится также большая длительность определения, вызванная необходимостью проведения титрования образцов.

Наиболее близким к заявляемому является способ определения биологической активности веществ, основанный на определении общей (ОКА) и эффективной (ЭКА) концентраций альбумина флуоресцентным методом [
] с использованием стандартного набора реактивов (реактивы 1, 2 и 3) [
]. При этом, отношение ОКА/ЭКА не зависит от числа молекул альбумина в пробе и характеризует только физико-химические свойства молекулы альбумина, изменившиеся при связывании биологически активного вещества.

Способ состоит в том, что показатели ОКА и ЭКА определяют непосредственно в сыворотке или плазме крови. Для этого к 2.0 мл разбавленной сыворотки (плазмы) крови добавляют 0.025 мл (25 мкл) реактива 2. Перемешивают и измеряют интенсивность флуоресценции при длине волны возбуждения 420±20 нм и длине волны испускания 515 ± 20 нм (ЭКА). В ту же пробу добавляют 0,025 мл (25 мкл) реактива 3. Перемешивают и измеряют интенсивность флуоресценции при длине волны возбуждения 420 ± 20 нм и длине волны испускания 515 ± 20 нм (ОКА). 

Для количественной характеристики эффективности связывания с САЧ анализируемых веществ используют показатель Т (индекс токсичности) [
], который отражает степень заполнения альбуминовых центров веществом:

	Т = (ОКА/ЭКА)–1.
	(1)


К основному недостатку этого способа можно отнести то, что он реализуется непосредственно в сыворотке или плазме крови и в определениях используют альбумин, циркулирующий в кровяном русле, который даже у практически здоровых доноров часто нагружен различными лигандами (триптофаном, жирными кислотами и др. метаболитами), которые играют роль дополнительных факторов, мешающих определению. Поэтому при физиологическом рН интенсивность флуоресценции реактива 2 из сыворотки зависит не только от концентрации альбумина, но и от физико-химического состояния альбуминовой глобулы, ковалентной и нековалентной модификации аминокислотных остатков, конформации — т. е. факторов, изменяющихся в зависимости от состояния организма. В таком белке может быть понижено число центров связывания лигандов, а также он может находиться в измененном конформационном состоянии, что также может оказать влияние на результаты измерений. Кроме того, в сыворотке (плазме) крови существует вероятность нахождения гетерогенных форм альбумина. Указанные факторы не позволяют стандартизовать оценку биологической эффективности тканевых экстрактов в сыворотке (плазме) крови и не позволяет исключить влияние посторонних лигандов и других факторов, снижающих достоверность определения.

В основу изобретения положена задача создания такого способа оценки биологической активности тканевых экстрактов, который за счет исключения влияния посторонних лигандов, гетерогенности состава и конформационного состояния молекул альбумина, а также унификации условий измерения позволит повысить достоверность метода и стандартизовать его.

Поставленная задача решается тем, что в способе определения биологической активности веществ, включающем определение показателей ЭКА и ОКА при взаимодействии стандартных реактивов с САЧ флуоресцентным методом, согласно изобретению используют обезжиренный коммерческий препарат САЧ, который предварительно нагружают анализируемым тканевым экстрактом. 

Коммерческий обезжиренный препарат САЧ, является высокоочищенным белком, получаемым из сыворотки крови человека. Он свободен от жирных кислот (содержание жирных кислот – не более 0,005 %) [
] и характеризуется одной полосой при электрофорезе в полиакриламидном геле. В области значений рН 6–7,5 молекула САЧ стабильна и находится в обычной N-конформации [4]. 

Применение обезжиренного коммерческого препарата САЧ вместо альбумина, входящего в состав сыворотки доноров, для определения биологической активности тканевых экстрактов флуоресцентным методом позволяет:

– повысить достоверность оценки за счет исключения влияния посторонних лигандов на молекулы САЧ путем исключения его контакта с биологически активными компонентами сыворотки (плазмы) крови;
– исключить влияние на результаты анализов различных конформационных состояний, в которых могут находиться молекулы альбумина в сыворотке (плазме) крови донора;

– повысить сорбционную емкость альбумина по отношению к тестируемым препаратам; 

– стандартизовать метод путем использования коммерческого препарата альбумина и создания одинаковых условий измерений (температура, состав раствора, на котором растворяют альбумин), что дает возможность производить количественные определения.

Способ осуществляют следующим образом.

В 3,0 мл физиологического раствора (0,89 % NaCl), забуференного 5 мМ натрий-фосфатным буфером, рН 7,2, растворяют 4-6 мкМ обезжиренного САЧ, ("Sigma", США). К этому же образцу добавляют 0.025 мл (25 мкл) анализируемого тканевого экстракта (с конечной концентрацией белков или нуклеотидов не более 0,1–0,2 г/л), перемешивают и добавляют 0,025 мл (25 мкл) реактива 2. Измеряют интенсивность флуоресценции при длине волны возбуждения 420±20 нм и длине волны испускания 515±20 нм (ЭКА). В ту же пробу добавляют 0,025 мл (25 мкл) реактива 3. Измеряют интенсивность флуоресценции при длине волны возбуждения 420±20 нм и длине волны испускания 515±20 нм (ОКА). Измерения проводят при постоянной температуре (20–22 оС). Показатели интенсивности флуоресценции выражают в единицах концентрации белка (г/л).

По полученным показателям ЭКА и ОКА согласно формуле (1) вычисляют величину Т (индекс токсичности), который отражает в данном случае степень заполнения альбуминовых центров компонентами экстракта.

Предложенный способ иллюстрируется следующими примерами.

Пример 1. 

К 3.0 мл раствора обезжиренного САЧ ("Sigma", США), приготовленного на физиологическом растворе, забуференном 5 мМ натрий-фосфатным буфером, рН 7,2, добавляли 0.025 мл (25 мкл) размороженного криоконсервированного экстракта поджелудочной железы свиньи (с конечной концентрацией нуклеотидов 0,2 г/л), после чего добавляли 0.025 мл (25 мкл) реактива 2, входящего в состав стандартного набора реактивов для определения ЭКА и ОКА. Перемешивали и измеряли интенсивность флуоресценции при длине волны возбуждения 420±20 нм и длине волны испускания 515±20 нм (величина ЭКА). В ту же пробу добавляли 0,025 мл (25 мкл) реактива 3. Перемешивали и измеряли интенсивность флуоресценции при длине волны возбуждения 420±20 нм и длине волны испускания 515±20 нм (ОКА). Показатели интенсивности флуоресценции выражали в единицах концентрации (г/л). По формуле (1) определяли величину Т.

Пример 2. 
К 3.0 мл раствора обезжиренного САЧ ("Sigma", США), приготовленному как в примере 1, добавляли 0.025 мл (25 мкл) размороженного криоконсервированного экстракта печени свиньи (с конечной концентрацией нуклеотидов 0,2 г/л), после чего добавляли 0.025 мл (25 мкл) реактива 2, входящего в состав стандартного набора реактивов для определения ЭКА и ОКА. Перемешивали и измеряли интенсивность флуоресценции при длине волны возбуждения 420±20 нм и длине волны испускания 515±20 нм (величина ЭКА). В ту же пробу добавляли 0,025 мл (25 мкл) реактива 3. Перемешивали и измеряли интенсивность флуоресценции при длине волны возбуждения 420±20 нм и длине волны испускания 515±20 нм (ОКА). Показатели интенсивности флуоресценции выражали в единицах концентрации (г/л). По формуле (1) определяли величину Т.

Пример 3. 

К 3.0 мл раствора обезжиренного САЧ ("Sigma", США), приготовленному как в примере 1, добавляли 0.025 мл (25 мкл) свежего экстракта плаценты человека (с конечной концентрацией белков 0,1 г/л), после чего добавляли 0.025 мл (25 мкл) реактива 2, входящего в состав стандартного набора реактивов для определения ЭКА и ОКА. Перемешивали и измеряли интенсивность флуоресценции при длине волны возбуждения 420±20 нм и длине волны испускания 515±20 нм (величина ЭКА). В ту же пробу добавляли 0,025 мл (25 мкл) реактива 3. Перемешивали и измеряли интенсивность флуоресценции при длине волны возбуждения 420±20 нм и длине волны испускания 515±20 нм (ОКА). Показатели интенсивности флуоресценции выражали в единицах концентрации (г/л). По формуле (1) определяли величину Т.

Пример 4. 

К 3.0 мл раствора обезжиренного САЧ ("Sigma", США), приготовленному как в примере 1, добавляли 0.025 мл (25 мкл) автоклавированного при 125 оС экстракта плаценты человека (с конечной концентрацией нуклеотидов 0,2 г/л), после чего добавляли 0.025 мл (25 мкл) реактива 2, входящего в состав стандартного набора реактивов для определения ЭКА и ОКА. Перемешивали и измеряли интенсивность флуоресценции при длине волны возбуждения 420±20 нм и длине волны испускания 515±20 нм (величина ЭКА). В ту же пробу добавляли 0,025 мл (25 мкл) реактива 3. Перемешивали и измеряли интенсивность флуоресценции при длине волны возбуждения 420±20 нм и длине волны испускания 515±20 нм (ОКА). Показатели интенсивности флуоресценции выражали в единицах концентрации (г/л). По формуле (1) определяли величину Т.

Как следует из примеров, заявляемый способ определения биологической активности тканевых экстрактов флуоресцентным методом позволяет оценить биологическую активность различных тканевых экстрактов человека и животных, как свежих, так и подвергнутых высоко- и низкотемпературной обработке, по их взаимодействию с альбумином. 

Предлагаемый способ может быть реализован на стандартных спектрофлуориметрах либо на анализаторе АКЛ-01 (Россия) и таким образом, является полностью готовым к практическому применению.

Источники информации: 













�. Пат. РФ № 2008680. G01N33/48. Способ определения биологической активности вещества. Банкова В. В., Банков В. Н., Кислова И. В. Заявл. 1992.04.14. Опубл. 1994.02.28.


�. Соркина Д.А., Залевская И.Н. Структурно-функциональные свойства белков: Учеб. пособие.- Киев: Выща школа, 1990.- С. 119-141. 


�. Seetharamappa J., Kamat B.P. Spectroscopic studies on the mode of interaction of an anticancer drug with bovine serum albumin // Chem. Pharm. Bull. (Tokyo).– 2004 Vol. 52(9).– P. 1053-1057.


�. Альбумин сыворотки крови в клинической медицине / Под ред. Ю.А.Грызунова и Г.Е.Добрецова. Книга 2.- Москва: ГЭОТАР, 1998.- С. 104-107.


�. Инструкция по применению набора реактивов для определения показателей «эффективная концентрация альбумина» и «общая концентрация альбумина» в сыворотке (плазме) крови человека флуоресцентным способом. Научно-исследовательский методический внедренческий  центр «Зонд».– Москва, 2004.


�. Альбумин сыворотки крови в клинической медицине / Под ред. Ю.А.Грызунова и Г.Е.Добрецова. - Москва: ИРИУС, 1994.- С. 30. 


�. Biochemicals & Reagents for Life Science Research. “Sigma”, 2004.– P. 111. 








Авторы:


Грищенко Валентин Иванович, Дюбко Татьяна Станиславовна, Гальченко Сергей Евгеньевич





Реферат


Способ определения биологической активности тканевых экстрактов относится к области биофизики, биохимии, медицины и может быть использован для оценки биологической активности тканевых экстрактов человека и животных методом флуоресцентной спектроскопии. Оценку биологической эффективности тканевых экстрактов осуществляют путем определения показателей эффективной концентрации альбумина и общей концентрации альбумина при взаимодействии стандартных реактивов с обезжиренным коммерческим препаратом сывороточного альбумина человека, предварительно нагруженного анализируемым тканевым экстрактом. Предложенный способ позволяет за счет исключения влияния посторонних лигандов, гетерогенности состава и конформационного состояния молекул альбумина, а также унификации условий измерения повысить достоверность метода и стандартизовать его.





Формула изобретения


Способ оценки биологической активности тканевых экстрактов, включающий определение флуоресцентным методом показателей эффективной концентрации альбумина и общей концентрации альбумина при взаимодействии стандартных реактивов с сывороточным альбумином человека, отличающийся тем, что используют высокоочищенный обезжиренный коммерческий препарат сывороточного альбумина человека, который предварительно нагружают анализируемым тканевым экстрактом.
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