
1НАЗНАЧЕНИЕ

1.1 Набор реагентов для количественного определения активатора прек€rллик-

реина хромOгенным методом (далее - набOр реагентов) предназначен для колшIест-
венного опредепениrI активатора прекаJIликреина в продуктах IФови и лекарственных
средствах хромогенным методом <in vitro>.

Набор реагентов рассчитан на проведение анализа в дубликжах 42 неизвестных
проб и б калибровочных проб, всего - 9б опредепений.

1.2 Калликреины, основные кининогенЕlзы, относятся к трипсиноподобным
сериновым протеиназам и лок€lлизуются в пл€lзме крови, в тканях органов, в основ_
Ном 0 ЭкЗокринноЙ функциеЙ, и в их секретах, стенке кишечникц почках и моче, по-
ловых и потовых железах. ГIлазменный и тканевые капликреины рiвличаются по
физикоохимическим свойствам, ингибиторному спектру и специфичности. Так, пер-
выЙ - щепочноЙ белок с pI около 8,6 и молекулярной массой 90,76 к,,Ща, рассчитан-
ноЙ по структуре гена; вторые - это кислые гликопротеины с pI 3,5-4,5, молекуляр-
ноЙ массой от 24 до 40 кЩа. При этом к€lпликреины обоих типов освобождают кини-
ны из кининогенов. Активатором неактивного прекалликреина в активный каллик-
реин явпяется биологически активный фрагмент фактора свертывания крови ХII
(фактор Хагемана). Активатором прек€Lлликреина моryт выступать также плЕ}змин
и трипсин. Эндогенная активация прекалликреина в к€rлликреин осуществляется в
результате последовательного активирования ряда протеопитических ферментов.
При этом активация фактора Хагемана является обратимой и реryлируется по прин-
ципу обратноЙ связи. Это имеет большое физиологическое значение в осуществле-
Нии ТесноЙ связи калликреин-кининовоЙ системы с системоЙ свертывания крови.
Активатор прекаJIликреина загryскает трансформацию прекаппикреина в к€tлликреин,
что в свою очередь, через серию биохимических реакций приводит к синтезу
ВаЗоактивного пептида - брадикинина. Брадининин, обладuш мощным сосудорасши-
ряЮЩим деЙствием, мотет вызвать гипотензивныЙ эффект у пациентов при введении
ПрепаратоВ крови с высоким содержанием примесей активатора прекалликреина.
КРОме того, активатор прекаJIпищреина в высоких концентрациrгх может приводить не
ТОЛЬКо к гипотензии, но и к в€lзодипатации. В настоящее время активно р€lзвиваются
исследования роли к€tлликреинов в реryляции кровяного давления, рЕlзвитии сердеч-
НооСосУдистых, онкологических заболеваниit и многих других физиологических и
патогенетшIеских процессов.

2 ПРИНЦИП МЕТОДА

2.1 ХРОМОГенный метод количественного определения активности активатора
прекапликреина рассчитан на определение активности активатора прекапликреина в
плазме, продуктах крови и лекарственных средствах. В основу метода положен двух
СТаДИЙНЫЙ фОтометрическиЙ метод превращения прек€rпликреина в к€lлликреин в
присутствии активатора прекапликреина, образовавшийся к€rлликреин способен
отщеплять хромофор от синтетического хромогенного субстрата, а высвободив-
ШИЙСЯ ХРОМОфор определяется спектрофотометрическим методом. На первой
стадии, активатор прекалликреина (FХIIа)отадии, активатор прекалликреина (fxrra) активирует прек€rлликреин и переводит
еГО В аКТИВНУЮ фОРrУ кЕlлликреин. На второЙ стадии, кЕlпликреин селективно расщеп-
JUIeT хромогенный субстрат Н-D-пролил-L - ф енип€rпанил-L -аргинина-р -нитро анилин
дигидрохлорид, Исследование образца проводят фотометрическим методом при
длине волнЫ 405 нм. Значение оптической плотности (или увеличение поглощенЙя)
прямо пропорционально количеству активатора прекzrлликреина.
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1-я стадия

активатор прекttлликреина (FХIIа)
а) прекалликреин к€Lлликреин

2-ястадия
калликреин

хромогенный субстрат пептид + хромофор

3 КОМПЛЕКТНОСТЬ НАБОРА РЕАГЕНТОВ

3.1 В комплект поставки набора реагентов дIя количественного определениrI
активатора прекаJIпиIФеина хромогенным методом входят слел/ющие компоненты:

- микропланшет стрипованный (8х t2) - 1 шт.;

- хромогенный субстрат (лиофилизированный препарат) - 3 фfiакона;
- стандарт активатора прекzrпликреина, отк€llrиброван относительно междуна-

родного стандарта EPRS (Batch б,0) (лиофилизированный препараф - 3 флакона;
- субстрат прекапликреина (лиофилизированный препарат) - 3 флакона;
- концентрат буферного раствора дпя р€введениrI, 12 мл - 1 флакон;
-20 % раствор уксусной кислоты, 3 мл - 2 флакона;
- инструкция по применению.

4 ТРЕБОВАНИЯ БЕЗОПАСНОСТИ

4.1 Содержание и экспJý/атация зданий и помещений, в которых осуществляется
произВоДство набора реагентов, должны соответствовать требованиям санитарных
НОРМ И ПРаВил <Специфические санитарно-эпидемиологические требования к
соДерЖаНию и эксплуатации организаций здравоохранения, иных организаций и
инДиВидУаJIьных предпринимателей, которые осуществляют медиЦинсчю, фарма_
цеВтическую деятельность)), утвержденными постановлением Совета Министров
Ресгryблики Беларусь от 3 марта 2020 г. Ng 130.

4.2 ПеРсонЕuI, используюшцай набор реагентов, должен быть обеспечен в установ-
ленном порядке средствами индивидуальной защиты и спецодеждой, должен соблю-
ДаТЬ ПРаВИЛа ЛИЧНоЙ гигиены и асептики, приIuIтые в медицинских учреждениrIх в
ОТНОшении препаратов крови, в соответствии с действующим законодательством
РеСпУблики Беларусь. Меры предосторожности при выполнении работ с условно-
ПатогенныМ биологическим материЕrлом должны выполняться в соответствии с
требованиями санитарньж норм и правил <требования к организации и проведению
СаНИТаРно-противоэпидемических мероприятий, направленных на предупреждение
возникновения и распространения вирусных гепатитов>, утвержденные постановле-
ниеМ Министерства здравоохранения Ресгryблики Беларусь от б февраля2Оl3 г. J\Ъ 11.

4.3 Утилизация брака и отходов от набора реагентов поспе его использования
проводится в соответствии с требованиями санитарных норм и правил <Санитарно-
эпидемиОлогиIIеские требования к обращению с медицинскими отходами),
утвержденные постановлением Министерства здравоохранения Ресгryблики Беларусь
от 7 февраля2018 г Ns 14.



5 оБорудовдIиЕ и I\,IATEPI,IAIIьь нЕоБходшлыЕ дIяпровцшния
АнАлизА

- универсаJIьный автоматический фотометр BioTek ELx800 (8-ми канальный

ридер для микропланшет), позволяющий измерять оптическую плотность раствора в
пунках при длине волны 405 нм;

- вихревой смеситель типа VORTEX TTS 2;

- магнитншI мешалка типа I\4AG HS 7;

- термостат суховоздушный типа ТС 80 М2;
- пипЕгки поJryавтоматшIеOкие одноканаJIьные 0о сменными наконOчниками,

позвоJulюшцае отбирать объемы жIцкостей 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,35; 0,5; 1,0 и 2,0 шшr,

аттестованные по значению среднеЙ дозы и сходимости результатоЁ пипетирования,
<<Ленпипет>>, Россия;

- штатив для пробирок;
- вода дистиллированная;
- перчатки хирургические резиновые;
- пробирки однор€lзовые с пробками;
- стакан стекпянный вместимостью 300 мп.

б ПОДГОТОВКА КОМПОНЕНТОВ НАБОРА РЕАГЕНТОВ

Перед проведением анализа компоненты набора реагентов и исследуемые
образIрl необходlалло вьцержать при комнатной темперацре (18-25) ОС в течеrпае 30 мин.

б.1 Приготовление рабочего буферного раствора: в стакан вместимостью
300 мл внести 228 мл воды дистиллированной, добавить содержимое флакона с
концентратом буферного раствора дпя ра:}ведения и тщательно перемешать на
мешаJIке магнитной.

, |Iрuzоmов&ен,ньtй рqб?чuй буферньlй расmFор моuсецп хранumься в mеченuе
4 неdель прu mемпераmуре (2-8\ Т.

6.2 Приготовление рабочего раствора хромогенного субстрата: во флакон,
содержащиЙ хромогепныЙ субстрат, внести 3r5 мл воды дцстиллированной.
Через 30 мин тщательно перемешать до полного растворения препарата, избеtая
образования пены.

При вскрытии и растворении содержимого флакона необходимо следить,
чтобы на пробке флакона не осталось сухого вещества.

в цлеченuе I месяца прu mемпераmuре (2-8| Т.

б.3 Приготовление раствора стандарта активатора ,rр.*чrrrrикреина:
ВО фЛаКОН, соДержащиЙ стандарт активатора прек€tпликреина, внести 1,0 мл воды
ДИСТИЛЛИРОВаННОЙ, Через 30 мин тщательно перемешать до полного растворения
препарата, избегая образования пены.

ПРИ ВСКРЫТИи И растворении содержимого флакона необходимо следить,
чтобы на пробке флакона не ост€lJIось оухого вещества.

ПРuеОmqВЛенньtй расmвор акmuваmора прекаллuкреuна ллquсеm хранumься
в mеченuе 2 часов прu mелwпераmуре ,(2-8\ Т.



6.4 Приготовление раствора субстрата прекалликреина: во флакон,

образования пены.

чтобы на пробке флакона не ост€lлось сухого вещества.

содержащиЙ субстрат прекаJIликреина, внести 2,0 мл воды дистиллированной.
Через 30 мин тщательно перемешать до полного растворения препарата, избегая

При вскрытии и растворении содержимого флакона необходимо следить,

в mеченuе 2 часов прu mемпераmuре (2-В,\ Т.

7 УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ ИССЛЕДУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ

7.1 Время хранения исследуемых образцов до ан€rлиза - не Oon.. 4 часов при
комнатной температуре и не бопее 8 часов при температуре (2-8) ОС. 

Догý,скается
одноцратное заJ\,tорalкивание исследуемьгх образцов при температуре минус (18-20) "С
и хранение при этой температуре не более 2 месяцев.

8 ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

8.1 Подготовка калибраторов.
Пробирки поместить в штатив и промаркировать следующим образом:
- Boi Bri Bzi Взl В+ - ДЛЯ ПРИГОТОВЛеНИЯ калибровочных растворов.

- в пробирку с маркировкоЙ Ва вн€сти 200 мкл раствора из флакона содержа-
щего стандарт активатора прекапликреина и200 мкл рабочего буферного раствора,
тЩательно перемешать содержимое пробирок с помощью вихревого смесителя
(разведение в2 раза);

- в пробирку с маркировкоЙ Вз внести 200 мкл раствора из пробирки с марки_
РОВКОЙ В+ и 200 мкл рабочего буферного раствора, тщательно перемешать содержи_
мое пробирок с помощью вихревого смесителя фазведение в 4 раза);

- в пробирку с маркировкоЙ В2 внести 200 мкл раствора из пробирки с марки_
РОВКОЙ Вз И 200 мкл рабочего буферного раствора, тщательно перемешать содержи_
мое пробирок с помощью вихревого смесителя (разведение в 8 раз);

- В ПРОбирку с маркировкоЙ В1 внести 200 мкл раствора из пробирки с марки_
РОВКОЙ В2 И 200 мкл рабочего буферного раствора, тщательно перемешать содержи_
мое пробирок с помощью вихревого смесителя фазведение в 16 раз);

- В ПРОбИРКУ с маркировкоЙ Вб внести200 мкл рабочего буферного раствора
(нулевая активность активатора прекалликреина).

таким образом, получают калибровочные пробы с р€tзпичной активностью
активатора прекаJIпикреина в диапазоне 3-50 МЕ/мл.

.Щля пробирок с маркировками B+i Взi Bz И В1 ТОЧНое значение активности
активатора прекаJIликреина в полученных калибровочных пробах определяют,
разделив активность активатора прекаппикреинq указанную на флаконе, на коэф-
фициент разведения2,4, 8 и 16 соответственно.



8.2 Процедура анализа.
8.2.| Составить протокол маркировки пробирок. Пробирки'в монопликатах

промаркирOвать спедующим образом:
Со - Cs - калибровочные пробы;
Xr - Xi- исслеДУемые пробы.

8.2.2 Составить протокол маркировки лунок микропланшета. Лунки в дубли-
катах промаркировать следующим образом :

Со - Cs - капибровочные пробы;
Xr - Xl- ИССЛеДУеМЫе ПРОбЫ.

8.2.3 Схема анапиза приведена в таблице 1.

Таблица 1 - Схема анаJIиза

8,2.4 Отобрать из пробирок, маркированных Br] Bzi Взi В4, по.75 мкп раствора
и внести в пробирки маркированные Cri Czi Сзi С+. Отобрать из флакона,
содерЖащего стандарт активатора прекалпикреина, 75 мкл раствора и внести в
пробирку маркированную С5.

Отобрать 75 мкJI рабочего буферного раствора и внести в пробирку,
МаркироВаНIIую Сб (нулевая проба, не содержащая активатор прекалликреина).

Внести в пробирки, маркированные Xt - Xi, по 75 мкп раствора исследуемьж проб.
ВО ВСе пробирки внести по 75 мкл раствора субстрата прекалликреина.
8.2,5 Пробирки аккуратно встряхнуть и инкубировать при температуре З7 ОС в

течение 45 мин.
8.2,6 В СООтВетствии с маркировкой из пробирок перенести в JIунки

микропланшета по 50 мкп инкубационной смеси.
ВО ВСе JIУНки миIФоIшаншета внести по 100 мкJI раствора хромогенного субстрата.
8.2.7 МИКРОпланшет аккуратно встряхнуть и инкубировать при температуре

37 оС в течение 20 мин.
8.2.8 Остановить реакцию добавлением 50 мш 20 О/о растворауксусной кислоты.
8.2.9 ВСТРЯХНУть микроппаншет и измерить на спектрофотометре оптическую

плотность (ОП) раствора во всех лунках при длине волны 405 нм. Измерения
провести не позднее 20 мин после остановки реакции.

6

1 Внесение реагентов

Во все пробирки внести по 75 мкл калибровочных растворов и
исследуемых проб.

Во все пробирrи вцести по 75 мкп раствора субсmата прекаJIJIикреина

2 Инкубация Микропланшет аккуратно встряхнуть и инкубировать при темпера-
туре 37 ОС в течение 45 миц

3 Отбор смеси калиб-

ровочных растворов и
исследуемых образцов

В соответствии с маркировкой из пробирок перенести в лунки
микропланшета по 50 мкл инкубационной смеси.

Во все луцки микроплЕlншета внести по 100 мкл раствора хромо-
генного субстрата

4 Инкубация Микропланшет аккуратно встряхЕуть и инкубировать при темпера-
туре 37 ОС в течение 20 мин

5 Остановкареакции
Во все пунки микроппаншета внести по 50 мкл 20 0/о 

раствора
уксусной кислоты

6 Измерение
Встряхнуть микроппаншет и измерить на спектрофотометре опти-

чесцую плотность (ОП) раствораво всех JIунках при длине вопны 405 нм



9 УЧЕТ РЕЗУЛЬТАТОВ

9.1 Рассчитать средние арифметические значения оптической плотности дпя
каждоЙ пары лунок микропланшета. В соответствии с маркировкоЙ лунок попучить
значения величиЕ оптической плотности (Со - С5). Вычесть значение оптической
плотности калибровочной пробы, не содержащей активность активатора прекаплик-

реина (Со - фоновый сигнап) из значений оптической плотности для калибровочных
проб (Со - С5) соответственно (Cl - Со) и исследуемыемых проб (& - Х1) соответст-
венно (& - Со).

9.2 Построить калибровочЕую кривую в линейных координатах, откJIадывая по
оси ординат значениrI оптической плотности после вычитания фонового сигн€ша
(Ci - Со), а по оси абсцисс - значения активности активатора прекалликреина (МЕ/мл)
в соответствующих калибровочных пробах.

9.3 Определить по капибровочной кривой активность активатора
прекалликреина (МЕ/мл) в исследуемых пробах. В случаях, когда полученная
активность активатора прекапликреина в анапизируемой пробе превышает
50 МЕ/мл, образец следует дополнительно р€tзвести рабочим буферным раствором и
повторить измерение.

1 0 АНАЛИТИtIЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ НАБОРА РЕАГЕНТОВ

10.1 Чувствительность - минимальнаrI активность активатора'прекалликреина,
определяемая набором реагентов, рассчитанная на основании значенIш 2 SD (среднее
квадратиtIное откпонение) от среднего арифметиIIеского значения В (МЕ/мл).

Минимагlьная активность активатора прекапликреина, определяемаrI с
помощью набора реагентов, составляет 1,5 МЕ/мл.

10.2 Воспроизводимость результатов - коэффициент вариации результатов
определения активности активатора прекаJIликреина в лунках N4икроппаншета с
двукратным рш}ведением стандарта активатора прекЕuIликреина (%).

Коэффичиент вариации результатов определения (n: 8) активности активатора
прекаJIпикреина в исследуемых пробах с использованием набора реагентов
не допжен превышать 10 %.

10.3 Продолжительность анализа- 1,5 ч.
10.4 Дапазоп оцредеJIяемой аrшлвноgги акгиватора прекашшФеина- (3-50) МЕ/п,rп.

11 срок годности
11.1 Срок годности набора реагентов - 1 год от даты его изготовления при

температуре хранения от плюс 2 ОС до плюс 8 ОС.

1 1.2 Не использовать набор реагентов поспе окончания срока годности.

12 УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ

12.1 Условия транспортирования набора реагентов должны соответствовать
условиям его хранения.

t2.2 Набор реагентов транспортируют всеми видами транспорта в крытых
Транспортных средствах в соответствии с правилами перевозки грузов, действую_
щими на каждом виде транспорта.



12.3 Набор реагентов допжен храниться в сухом, защищенном от света месте
при температуре от ппюс 2 ОС до плюс 8 ОС в течение всего срока годности.

.Щопускается хранение набора реагентов при более высокой температуре

д0 25 ОС - не более одних суток. Замораживание набора реагентов це допускается.

13 юридиtIЕскиЙ АдрЕс изготовитЕJlя

Госуларственное учреждение <<Республиканский научно-практический
центр трансфузиологши и медицинских биотехнологий>> (РНШI трансфузиологии
и медицинских биотехнологий)

220053, Республика Беларусь, г. Минск, [олгиновский тракт, l60
унп 190572781, окпо 376525Lз
Теп.; (8-017) 289-01-06
Факс: (8-0 17) 289-87 -45
E-mail: mpc@b1ood.by; http:Д1ood.by/

14 рАзрАБотчики

Заведующий лабораторией рекомбинантньD(
белков ГУ <Ресгryбликанский научно-
практический центр трансфузиологии и 2

медицинских биотехнологий>> А.П. Власов

Старший науrный сотрудник лаборатории

рекомбинантньD( белков ГУ <<Республиканский
научно-практический центр трансфузиологии и
медицинских биотехнологий>> _ О.В.Жоров


