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Уровень ингибитора активатора плазминогена 1 типа (РАІ-1) является одним из показателей, которые 
отражают фибринолитический потенциал крови. Повышение концентрации РАІ-1 при таких патологических 
состояниях, как сердечнососудистые заболевания, канцерогенез, сахарный диабет, послеоперационные ос-
ложнения, свидетельствует о нарушении гемостатического баланса и является прогностическим маркером 
риска тромбогенеза. Нами разработан амидолитический метод определения активности РАІ-1, основанный 
на ингибировании реакции активации плазминогена тканевым активатором, с использованием полимерного 
desАВ-фибрина быка в качестве стимулятора. Результаты валидации свидетельствуют о том, что пред-
ложенный метод характеризуется высокой точностью, воспроизводимостью, специфичностью и позволяет 
определять функционально активную форму РАІ-1 в плазме крови человека.

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF THE METHOD FOR 
MEASURINGPLASMINOGENACTIVATORINHIBITOR-1 ACTIVITY IN BLOOD PLASMA

Roka-MoyaY. M., Bilous V. L., Zhernossekov D. D., Rybachuk V. N., Grinenko T. V.

The level of plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) is one of the indicators which reflect the fibrinolytic potential of 
blood. The increased PAI-1 level during pathological processes such as cardiovascular diseases, tumor, diabetes mellitus 
and postsurgical complications gives evidence of the hemostatic disbalance and is a prognostic marker of thrombogen-
esis risk. We have developed the amidolytic method for measuring PAI-1 activity based on the inhibition of plasminogen 
activation by tissue plasminogen activator with the usage of polymeric bovine desAB-fibrin as a stimulator. The results of 
carried validation have shown that the proposed method is characterized by high precision, reproducibility and specificity. 
The method can be used for determination of functionally active form of PAI-1 in human blood plasma.

Ингибиторактиватораплазминогена 1 типа (plasminogen activator inhibitor-1, РАІ-1) –этоприродныйвысоко-
специфичныйингибиторпротеиназ-активаторовплазминогена – тканевогоактиватора (tissue plasminogen activa-
tor, tPA) иурокиназы. PAI-1 относится к семейству ингибиторов сериновых протеиназ (серпинов). Серпины 
выступают «суицидальными субстратами», после гидролиза которых протеиназы-мишени оказываются в ло-
вушке ковалентного неактивного комплекса с ингибитором. Однако, PAI-1 отличается от других серпинов край-
не коротким периодом полужизни, поскольку спонтанно превращается из активной в термодинамически более 
стабильную латентную форму. В плазме крови он представлен одновременно в нескольких конформационно-
функциональных формах: в активном состоянии в комплексе с адгезивным белком витронектином, в неактив-
ном состоянии в комплексе с tPA и витронектином, в неактивном состоянии вне комплекса [1]. Источником 
базального уровня PAI-1 плазмы могут быть эндотелиальные клетки стенок сосудов, гепатоциты, адипоциты. 
В зонах активации реакций каскада свертывания крови или при нарушении целостности сосудов активирован-
ные тромбоциты высвобождают дополнительный пул ингибитора.

В работах [2-5] отмечают, что увеличение уровня активной формы PAI-1 в плазме крови является неблаго-
приятным прогностическим маркером при сердечнососудистых и онкологических заболеваниях, оперативных 
вмешательствах и воспалительных процессах, в то время как низкий уровень активности этого серпина сопро-
вождается риском развития геморрагий [6]. Ввиду того, что уровень PAI-1 является важным показателем состо-
яния системы гемостаза, существует необходимость в определении этого протеина в плазме крови. Для оценки 
количества PAI-1 в лабораторно-клинической практике используются методы иммуноферментного анализа. 
Однако при использовании данных методов следует учитывать, что с анти-PAI-1 антителами могут взаимодей-
ствовать различные формы ингибитора. Так, фармакологическая коррекция системного фибринолитического 
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потенциалапри сердечнососудистых заболеванияхассоциирована с изменением активности РАІ-1, а уровень 
PAI-1-антигена, определяемый методом иммуноферментного анализа, остается постоянным [7]. Поэтому для 
корректной оценки состояния фибринолитической системы на ряду с методами иммуноферментного анализа 
ингибиторную активность данного серпина в плазме крови определяют амидолитическим методом с использо-
ванием тест-системы «COAТEST PAІ» (Chromogenix, Швеция) либо её аналогов. 

Принцип определения активности PAI-1 по стандартной процедуре «COAТEST PAІ» предусматривает сле-
дующие этапы: 1) РАI-1, содержащийся в пробе плазмы крови, взаимодействует с экзогенным tPA; 2) плазми-
ноген активируется остаточным количеством tPA с образованием плазмина, стимулятором реакции активации 
выступают фрагменты бромцианового расщепления фибриногена человека; 3) плазмин гидролизует хромоген-
ный субстрат S-2403, высвобождение окрашенного продукта реакции фиксируют спектрофотометрически. Зна-
чение оптической плотности прямо пропорционально активности остаточногоtPA и обратно пропорционально 
активности РАI-1 в пробе.

Принимая во внимание необходимость использования высокотоксического веществаBrCN для получения 
фрагментов фибриногена, мы предлагаем использовать полимерный фибрин – естественный кофактор реакции 
активации плазминогена – для определения активности PAI-1. Ранее нами было показано, что полимерный 
desАВ-фибрин быка проявляет более выраженные эффекторные свойства, чем бромциановые фрагменты фи-
бриногена человека. Так, скорость активации плазминогена tPA в присутствии desАВ-фибрина вдвое превы-
шала таковую при использовании фрагментов фибриногена в качестве кофактора [8].

Целью нашей работы была разработка амидолитического метода определения активности PAI-1 в плазме 
крови с использованием полимерного desАВ-фибрина быка и валидация предложенной метода. 

Материалы и методы
В работе использовали рекомбинантный tPA (инъекционный препарат «Актилизе», Boehringer Ingelheim 

International GmbH, Германия), хромогенный субстрат – H-D-Val-L-Leu-L-Lys-п-нитроанилин·HCl (S2251) 
(Chromogenix АВ, Швеция), маркеры молекулярных масс (Prestained Protein Ladder SM0671, Fermentas, Литва). 
Фибриноген, desАВ-фибрин быка и плазминоген человека получали, руководствуясь общепринятыми мето-
диками [9, 10, 11]. Чистоту полученных белковых препаратов контролировали методом SDS-электрофореза в 
полиакриламидном геле.

Кровь условно здоровых доноров получали в рамках сотрудничества с Центром крови Главного военного 
клинического госпиталя МОЗ Украины. Доноры были проинформированы и дали согласие на использование 
биологического материала в исследовательских целях. Забор крови для анализа содержания PAI-1 проводился 
в утренние часы, когда уровень ингибитора в крови достигает суточного максимума. Кровь с локтевой вены 
отбирали в пластиковую пробирку, содержащую 3,8% раствор лимоннокислого натрия (кровь: антикоагулянт – 
9:1). Осаждение клеток крови осуществляли центрифугированием при 1500 g 20 мин при 4°С (центрифуга 
«Eppendorf 5415R», Германия). Полученные таким способом образцы плазмы крови сохраняли при -20°С для 
дальнейшего анализа не более 3 месяцев [12].

Статистическая обработка результатов исследования проведена с использованием общепринятых методов 
статистики и пакетов программ «MS Excel», «AscentSoftware».

Результаты и обсуждение
Ряд существенных отличий предложенного метода определения активности РАІ-1 от метода-прототипа 

включает: использование desАВ-фибрина быка вместо фрагментов бромцианового расщепления фибриногена 
в качестве стимулятора реакции активации плазминогена, использование хромогенного субстрата плазмина 
S-2251 вместо S2403, внесение в инкубационную среду плазмы крови без её предварительного разведения, 
уменьшение общего объема реакционной среды, что позволяет проводить определение активности РАІ-1 в 
микротитрационных планшетах.

Метод определения активности РАІ-1 в плазме крови включает следующие этапы:
1) в лунку микротитрационного планшета вносят 25 мкл раствора tPA с активностью 25 IU/мл и 5 мкл плаз-

мы крови, инкубируют в течении 15 мин при комнатной температуре;
2) добавляют 10 мкл раствора desАВ-фибрина и 10 мкл плазминогена с концентрациями 3 мг/мл та 1 мг/

мл, соответственно; 
3) реакцию полимеризации фибрина и активации плазминогена незаингибированным tPA инициируют вне-

сением 200 мкл 0,05 М трис-HCl буфера (рН 7,4), содержащего хромогенный субстрат S2251 в количестве, что 
соответствует его конечной концентрации 0,3 мМ;

4) реакционную смесь инкубируют на протяжении 1 часа при +37оС;
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5) реакцию останавливают внесением 25 мкл 50% уксусной кислоты, оптическую плотность среды из-
меряют на микроридере «Multiskan EX Thermo» (Китай) при двух длинах волн 405 и 495 нм, рассчитывают 
∆А = А405 – А492.

Для определения активности РАI-1 в образцах плазмы крови строят калибровочную кривую. Реакционная 
среда содержит 0,0–2 IU/мл t-PA, 0,04 мг/мл плазминогена, 0,12 мг/мл desАВ-фибрина, 0,3 мМ S-2251 в 0,05 
М трис-HCl буфере (рН 7,4).Поскольку одна единица активности РАІ-1 соответствует такому количеству ин-
гибитора, которое ингибирует1 IU tPA, зависимость значенияΔА от количества единиц tPA является обратно 
пропорциональной количеству единиц РАІ-1, график зависимости представлен на рис 1. 

Рис. 1. Калибровочная кривая для определения ак-
тивности ингибитора активатора плазминогена 1 типа 

амидолитическим методом с использованием полимер-
ного desАВ-фибрина быка и хромогенного субстрата 

плазмина S2251

Рис. 2. Влияние плазмы крови и эуглобулиновой 
фракции (ЕГФ) на активацию плазминогена тканевым 
активатором в присутствии desАВ-фибрина быка как 

кофактора реакции: контроль – 0,04 мг/мл плазминогена, 
2 IU/мл t-PA, 0,12 мг/мл desАВ-фибрина, 0,3 мМ S-2251 

в 0,05 М трис-HCl буфере (рН 7,4)

По калибровочной кривой определяют число единиц ингибитора в 250 мкл инкубационной среды. За фор-
мулой рассчитывают активность РАІ-1 в 1 мл плазмы крови: 

Активность РАІ-1 (IU/мл плазмы) = А×1,1/0,005
где А – количество единиц РАІ-1, определенное по калибровочной кривой (IU); 0,005 – объем плазмы, который 
был внесен в реакционную смесь (мл); 1,1 – коэффициент пересчета разведения крови антикоагулянтом.

В рамках работы проведена валидация предложенной модификации амидолитического метода определе-
ния активности РАІ-1 по таким критериям как точность, воспроизводимость, линейность и специфичность. 
Коэффициент вариации (КВ) результатов в рамках одной процедуры определения (точность типа «intra-assay») 
составляет 2-16%, между отдельными процедурами (точность типа «inter-assay») – 1-9%, что свидетельствует 
о высокой точности данной методики. О ее надлежащей воспроизводимости также свидетельствует низкое 
значение КВ = 6-15%.

Для оценки линейности метода в качестве источника РАІ-1 использовали донорскую плазму крови. При 
этом нами было установлено оптимальное количество образца, которое может быть взято для анализа, с целью 
получения корректных значений активности ингибитора. Следует придерживаться общепринятых рекоменда-
ций: корректные значения считаются таковыми, если РАІ-1 образца заингибирует tPA реакционной системы 
не более, чем на 50%. В реакционную систему вносили 2,5-25 мкл плазмы. Линейная зависимость оптической 
плотности от количества внесенного образца лежит в пределах 2,5-15 мкл (коэффициенткорреляции составляет 
0,993) (рис. 2). Однако, значение КВ при внесении малого объема значительно выше (3-4% и 11%, соответ-
ственно). Потому для определения активности РАІ-1 с более высокой точностью в систему следует вносить 
5-15 мкл плазмы крови.

Для характеристики данной метода по критерию «специфичность» изучали эффект эуглобулиновой фрак-
ции на активацию плазминогена tPA в присутствии desAB-фибрина быка. Поскольку эуглобулины плазмы 
крови выпадают в осадок при кислых значениях рН, в эуглобулиновую фракцию не включаются ингибиторы 
фибринолитической системы – РАІ-1 и α2-антиплазмин. Показали, что ЕГФ, в отличии от плазмы, проявляет 
выраженное активаторное воздействие ввиду наличия в ней функционально активного tPA (рис. 2). Эти резуль-
таты дополняют данные, изложенные в нашей работе [8], где установлено отсутствие влияния подкисленной 
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плазмы крови и плазмы, дефицитной по t-PA/РАІ-1, на процесс активации плазминогена t-PA в присутствии 
desАВ-фибрина быка как кофактора реакции. Полученные результаты свидетельствуют о том, что предложен-
ный метод детекции активности РАІ-1 является специфичным относительно серпина, тогда как другие компо-
ненты плазмы не влияют на процесс определения. 

Разработанный нами амидолитический метод определения активности РАІ-1 имеет ряд преимуществ перед 
ближайшим аналогом, которые обусловлены использованием desАВ-фибрина быка вместо фрагментов бром-
цианового расщепления фибриногена человека. Во-первых, получение фибрина desАВ не предусматривает 
работы с высокотоксическим веществом бромцианом, необходимым для получения фрагментов. Во-вторых, 
источником получения desАВ-фибрина является кровь крупного рогатого скота – более доступное и дешевое 
сырье по сравнению с кровью доноров. Важно отметить, что desАВ-фибрин человека и быка проявляют оди-
наковую эффективность при стимуляции реакции активации плазминогенаtPA, которая превосходит таковую 
для бромциановых фрагментов фибриногена. Результаты валидации свидетельствуют о том, что предложенный 
метод характеризуется высокой точностью, воспроизводимостью, специфичностью и позволяет определять 
функционально активную форму РАІ-1 в плазме крови человека. 
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