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Способ оценки изменения макроструктуры обезвоженных белковых растворов

Изобретение относится к областям криобиологии, биологии и медицинской диагностики и может быть использовано для оценки макроструктуры высушенных растворов очищенных белков и белков, входящих в состав биологических жидкостей, подвергшихся действию различных физико-химических и патологических факторов.

Для характеристики структурного состояния обезвоженных белков, а также его изменения под влиянием различных физико-химических и патофизиологических факторов применяют часто сложные, дорогостоящие методы. 

Одним из распространенных методов анализа структуры белков является метод ИК-спектроскопии [
]. К недостаткам этого метода относится сложность и длительность подготовки образца, необходимость его тщательного высушивания перед измерением, поскольку присутствие воды, даже в следовых количествах, существенно осложняет или даже делает невозможной интерпретацию спектров из-за перекрывания полос поглощения воды и белков. Кроме того, для регистрации спектров требуется дорогостоящая специальная аппаратура.

В то же время, в ряде случаев, для характеристики белковых растворов, подвергшихся различным типам воздействий, существует потребность в простых и доступных экспресс-методах. К таким методам, в частности, относится метод клиновидной дегидратации, состоящий в получении при высыхании водно-белкового раствора на предметном стекле пленки – фации, рисунок которой отражает на макроструктурном уровне межмолекулярные взаимодействия в исследуемом образце [
]. Фации водных растворов, содержащих белки, имеют несколько концентрических зон, в которых по краю располагаются белки, а в центре – соли и другие минеральные компоненты. В результате испарения свободной (объемной) и части связанной с белками воды из образца, по краям фации, в области концентрирования белков, возникают сильные процессы растяжения и сжатия в результате изменения конформационного состояния белков, которые приводят к появлению трещин.

Наиболее близким к заявляемому является способ определения качества альбумина [
], основанный на использовании метода клиновидной дегидратации. Способ состоит в изучении картины высохшей капли раствора этого белка под световым микроскопом, оценке наличия центральной зоны сухой капли, а также характера и количества трещин в краевой и центральной зонах, в сравнении со стандартом.

К основному недостатку этого способа можно отнести то, что данный подход позволяет получить исключительно качественную оценку состояния образца, которая не предполагает выполнения даже сравнительных измерений. 

В основу изобретения положена задача создания такого способа оценки изменения макроструктуры водно-белковых растворов, который, за счет оцифровки изображений, их компьютерного анализа и введения конкретных параметров (размерности структуры), используемых для расчета, позволит производить не только качественную, но и количественную оценку состояния белкового раствора и его изменения, что позволит повысить достоверность метода, объективизировать и стандартизовать его.

Поставленная задача решается тем, что в способе определения качества альбумина, согласно изобретению, изображение высушенной на стеклянной подложке капли белкового раствора (фации), полученное под световым микроскопом, оснащённым телекамерой соединенной с компьютером, при помощи специальных программ сканируют, преобразуют в цифровую матрицу, и вычисляют параметры фрактальной размерности D и D1, именуемые хаусдорфовой и информационной размерностями, соответственно, которые являются количественной мерой изменения макроструктуры дегидратированного раствора в сравнении с контролем.

Поскольку при формировании фаций протекают физические процессы, приводящие к образованию фрактально организованных структур, порождаемых явлениями типа «вязких пальцев», ограниченной диффузией агрегации, растрескивания и т.п., для их количественной оценки могут быть применены математические принципы фрактального анализа.

Фрактальная размерность рассчитывается, исходя из общей формулы (1)  для определения нецелочисленной, клеточной, хаусдорфовой или фрактальной размерности D [
]:
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где 
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 – количество  ячеек разных размеров (со стороной 
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), необходимое для покрытия изучаемого множества (области фации).

Строилась зависимость площади изображения анализируемого участка фации, выраженная в пикселях на дюйм (dpi), состоящего из точек равной интенсивности окраски, от площади  ячейки, в которую этот участок попадает. После этого проводилась линейная аппроксимация по 10000 dpi и по наклону аппроксимирующей прямой определялась величина D.

Помимо обычной хаусдорфовой размерности D (1), которая является наиболее грубой характеристикой неоднородного фрактала и не несет информации о его статистических свойствах, вычисляли также величину D
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С точностью до знака числитель в этой формуле представляет собой энтропию фрактального множества 
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), связанную с величиной D
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 соотношением (3):
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Величина D
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, называемая информационной размерностью, показывает, как информация, необходимая для определения местоположения точки в ячейке, возрастает при стремлении размера ячейки 
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 к 0. В качестве оценки вероятностей (
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) нахождения точки в ячейке 
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 использовали интенсивность окраски точек изображения фации в 16-битных оттенках серого.

Применение описанного способа оценки изменения макроструктуры обезвоженных белковых растворов позволяет:

– применять количественную характеристику для оценки изменения макроструктуры водно-белкового раствора под влиянием различных физико-химических факторов;

– повысить информативность метода;

– стандартизировать метод путем использования количественных показателей фрактальной размерности D и D1;

–     разрабатывать экспресс-методики диагностики патофизиологических состояний организма.
Способ осуществляют следующим образом.

На предметное стекло наносят несколько капель (по 5 мкл каждая) анализируемого водно-белкового раствора и высушивают на воздухе 24-48 часов, после чего изображения высохших капель с помощью светового микроскопа, оснащенного телекамерой, сопряженной с компьютером, по очереди вводят в компьютер и сохраняют файлы изображений фаций в формате bmp. После ввода в компьютер, изображения фаций в графическом редакторе (например, Corel DRAW 10.0 или Adobe Photoshop 7.0) приводят к равномерному распределению по яркости и контрастности. Затем для каждого изображения фации выполняют следующие процедуры. В среде Power Point выбирают траекторию и время перемещения по экрану монитора изображения анализируемой области фации (например, частая синусоида, 5 секунд). Используя программу захвата движущегося изображения (например, Snaglt 5.2.0), создают видеофайл (частота – 50 кадров в секунду, размер сканирующего кадра – 0,1 сканируемого изображения). Созданный видеофайл сохраняют в формате bmp (например, с помощью программы ACDSee 7.0 или Virtualdub 1.5.9). В результате этих процедур анализируемое изображение фации разбивается на n кадров (n=600(1000), каждый из которых по разработанной нами компьютерной программе FRAM переводят в цифровые матрицы и, используя известный математический аппарат [
], рассчитывают локальные фрактальные размерности с их статистической обработкой.

Предложенный способ иллюстрируется следующими примерами.

Пример 1. Оценка влияния способов выделения на макроструктуру экстрактов плаценты человека (ЭПЧ).
ЭПЧ выделяли из плаценты рожениц 3-мя различными способами: (а) свежие водно-солевые экстракты; (б) водно-солевые экстракты, полученные по методу Филатова (с предварительной выдержкой при температуре 4 оС в течение 5 дней); (в) экстракты, полученные по методу б) и подвергнутые автоклавированию при 125 оС 40 мин. 

На предметное стекло аккуратно, порциями по 5 мкл, наносили 6 капель анализируемых ЭПЧ типов (а), (б) и (в). Образцы высушивали на воздухе 48 часов при комнатной температуре, после чего получали цифровые изображения фаций на микроскопе МБИ-15, оснащенном видеокамерой Panasonic WV-CP470, сопряженной с компьютером при 20–кратном увеличении. Изображения сохраняли в компьютере в формате bmp.

После ввода в компьютер, изображения фаций в графическом редакторе Adobe Photoshop 7.0 выравнивали по яркости и контрастности. Затем для каждого изображения фации в среде Power Point выбирали траекторию перемещения по экрану монитора изображения анализируемой области фации в виде частой синусоиды (время перемещения – 5 секунд). Используя программу захвата движущегося изображения Snaglt 5.2.0, создавали видеофайл с частотой  50 кадров в секунду, размером сканирующего кадра – 0,1 сканируемого изображения и сохраняли созданный видеофайл в формате bmp с помощью программы ACDSee 7.0. Из полученных в результате этих процедур n кадров изображений выбирали полноценные 800 кадров, каждый из которых по разработанной компьютерной программе FRAM преобразовывали в цифровые матрицы и рассчитывали локальные фрактальные размерности с их статистической обработкой. Полученные результаты усредняли по 6-ти параллельным образцам для фаций каждого вида экстракта и заносили в таблицу:

Влияние способов получения на фрактальную размерность фаций ЭПЧ 
	Тип ЭПЧ
	Параметры размерности

	
	D
	D1
	Достоверность относительно свежевыделенного 

	Свежевыделенный
	1,23±0,03
	0,83±0,04
	

	По Филатову
	1,29±0,05
	0,65±0,03
	<0,05

	Автоклавированный
	1,39±0,05
	0,45±0,03
	<0,01


Пример 2. Оценка влияния ритмического холодового воздействия на сыворотку крови крыс.

Сыворотку получают из крови крыс, после ритмических холодовых воздействий (РХВ) разной длительности, осуществляемых с помощью модифицированного промышленного гипотерма. При этом животных, помещенных в индивидуальные пластиковые контейнеры объемом 2л, обдували потоком холодного воздуха (+100С) с частотой 0,1 Гц (экспозиция 1 с)

Фации сыворотки получают, оцифровывают, вводят в компьютер и обрабатывают, как описано в примере 1. Для всех типов холодовых воздействий и контроля вычисляют фрактальные размерности, результаты усредняют по 6-ти параллельным образцам и заносят в таблицу:

Влияние ритмического холодового воздействия на фрактальную размерность фаций сыворотки крови крыс 

	Тип воздействия
	Параметры размерности

	
	D
	D1
	Достоверность различия относительно контроля 

	Контроль
	1,21±0,03
	0,8±0,02
	

	10 мин РХВ
	1,26±0,03
	0,6±0,02
	< 0,05

	20 мин РХВ
	1,16±0,02
	0,2±0,01
	< 0,05

	65 мин РХВ
	1,30±0,03
	0,4±0,01
	< 0,01


Пример 3. Оценка влияния хранения при различных низких температурах на спермальную плазму собак

Спермальную плазму получают из объединенных 1-й и 2-й фракций спермы здоровых кобелей породы ройтвеллер после отделения клеток с помощью центрифугирования при 1000 g в течение 10 мин. Опытные образцы замораживают до –20 и –196 оС, хранят в течение 1 месяца и затем размораживают на водяной бане при 37 оС. На предметное стекло аккуратно, порциями по 5 мкл, наносят по 6 капель анализируемой спермальной плазмы собаки, высушивают на воздухе 24 часа. Изображения фаций вводят в компьютер и обрабатывают, как описано в примере 1. Вычисленные значения фрактальных размерностей заносят в таблицу.

Влияние хранения при низких температурах на фрактальную размерность спермальной плазмы собак 

	Температура хранения
	Параметры размерности

	
	D
	D1
	Достоверность различия относительно контроля

	Контроль
	1,39±0,023
	0,9±0,03
	

	–20 оС
	1,55±0,034
	0,8±0,03
	<0,05

	–196 оС
	1,48±0,033
	0,63±0,02
	<0,05


Пример 4. Оценка влияния хранения при различных низких температурах на спермальную плазму петуха

Спермальную плазму получают из объединенных 15-ти образцов здоровых петухов породы рой-айланд после отделения клеток с помощью центрифугирования при 1000 g в течение 10 мин. Опытные образцы замораживают до –20 и –196 оС, хранят в течение 1 месяца и затем размораживают на водяной бане при 37 оС. Фации плазмы получают, вводят в компьютер и обрабатывают, как описано в примере 1. Вычисленные значения фрактальных размерностей заносят в таблицу.

Влияние хранения при низких температурах на фрактальную размерность фаций спермальной плазмы петуха 
	Температура хранения
	Параметры размерности

	
	D
	D1
	Достоверность различия относительно контроля 

	Контроль
	1,33±0,04
	0,84±0,03
	

	–20 оС
	1,38±0,05
	0,95±0,04
	<0,05

	–196 оС
	1,12±0,04
	0,44±0,02
	<0,01


Пример 5. Оценка влияния хранения при различных низких температурах на спермальную плазму индюка

Спермальную плазму получают из объединенных 10-ти образцов здоровых индюков после отделения клеток с помощью центрифугирования при 1000 g в течение 10 мин. Опытные образцы замораживают до –20 и –196 оС, хранят в течение 1 месяца и затем размораживают на водяной бане при 37 оС. Фации плазмы получают, вводят в компьютер и обрабатывают, как описано в примере 1. Вычисленные значения фрактальных размерностей заносят в таблицу.

Влияние хранения при низких температурах на фрактальную размерность фаций спермальной плазмы индюка 
	Температура хранения
	Параметры размерности

	
	D
	D1
	Достоверность различия относительно контроля 

	Контроль
	1,24±0,04
	0,84±0,03
	

	–20 оС
	1,30±0,03
	0,63±0,02
	<0,05

	–196 оС
	1,11±0,03
	0,33±0,02
	<0,05


Полученные результаты показывают, что параметры фрактальной размерности чувствительны к изменению макроструктуры водно-белковых растворов, полученных различными способами и подвергнутых различным воздействиям и могут быть использованы в качестве экспресс-метода оценки межмолекулярных взаимодействий в водно-белковых растворах.
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Способ оценки изменения макроструктуры обезвоженных белковых растворов





Предложенный способ оценки макроструктуры белковых растворов относится к областям криобиологии, биологии и медицинской диагностики и может быть использовано для оценки макроструктуры высушенных растворов очищенных белков и белков, входящих в состав биологических жидкостей, подвергшихся действию различных физико-химических и патологических факторов. Способ осуществляется путем получения изображения высохшей капли водно-белкового раствора, его оцифровку, компьютерную обработку и вычисление параметров фрактальной размерности в сравнении с контролем. Способ позволяет применять количественную оценку при анализе образцов, объективизировать метод.
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