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Настоящая фармакопейная статья распространяется на интерферон человеческий рекомбинантный альфа-2, субстанция.  Представляет собой раствор белка с молекулярной массой около 19240 Да, полученный с помощью технологии рекомбинантной ДНК.
Аминокислотная последовательность интерферона альфа-2:
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Подсемейства интерферона альфа 2а и 2b различаются аминокислотами в положениях 23: лизин и аргинин, соответственно. 

В зависимости от особенностей технологии производства возможно наличие/отсутствие в молекуле интерферона альфа-2 N-концевого метионина [M].
ПРОИЗВОДСТВО
Производство субстанции интерферона человеческого рекомбинантного альфа-2, основанное на классическом биотехнологическом процессе с использованием технологии рекомбинантной ДНК, должно проводиться в условиях соблюдения правил надлежащей производственной практики и в  соответствии с требованиями ОФС «Лекарственные средства, получаемые методом рекомбинантной ДНК».
В качестве продуцента используют генетически модифицированные культуры бактериальных клеток. Производство основано на системе банков клеток-продуцентов - Главного банка клеток (ГБК) и Рабочего банка клеток (РБК). 

Экспрессирующая конструкция, штамм-продуцент, производство лекарственного средства, включая банки штаммов-продуцентов, должны быть охарактеризованы в объёме и в соответствии с требованиями, изложенными в ОФС «Лекарственные средства, получаемые методами рекомбинантных ДНК». 

Питательные среды
Для культивирования штамма-продуцента применяют питательные среды, содержащие источники углерода и азота, а также минеральные соли. В качестве источника углерода используют различные углеводы, спирты, органические кислоты. В качестве источника азота – минеральные соли в аммонийной и нитратной форме, а также органические вещества.
Сырьё, реактивы и реагенты, используемые при производстве питательных сред, должны быть подтверждены сертификатами (паспортами) качества. Питательные среды должны быть стерильными.

Основные стадии производства интерферона:

- культивирование штамма-продуцента и биосинтез интерферона;

- выделение и очистка рекомбинантного белка; 
- смешение фракций;

- стерилизующая фильтрация и асептический розлив субстанции.

Должны быть установлены контрольные точки производства, спецификации на промежуточные продукты (при необходимости).
Перечень показателей качества субстанции интерферона и требования к ним приводят в нормативной документации. При непрерывном цикле производства спецификацию на балк субстанции для хранения приводят в досье на препарат.

ИСПЫТАНИЯ
Описание.  Раствор (или раствор после размораживания) представляет собой бесцветную или слегка желтоватую, прозрачную, опалесцирующую жидкость. Замороженный раствор представляет собой плотную затвердевшую беловатого цвета массу. В нормативной документации должны быть указаны условия размораживания субстанции. 
Подлинность. Интерферон человеческий рекомбинантный альфа-2 должен представлять собой интерферон альфа-типа, его подлинность необходимо подтверждать не менее чем тремя независимыми  валидированными методами, один из которых должен быть биологическим, другой – иммунологическим, третий – физико-химическим.

Для испытаний могут использоваться методы в соответствии с ОФС «Биологические методы испытания препаратов интерферонов с использованием культур клеток», ОФС «Изоэлектрическое фокусирование», ОФС «Пептидное картирование», ОФС «Общие принципы анализа цитокинов и интерферонов методом ВЭЖХ», ОФС «Электрофорез в полиакриламидном геле». 
Выбор методов оценки подлинности интерферона человеческого рекомбинантного альфа-2 должен быть обоснован.
1. Определение подлинности путём нейтрализации противовирусной активности

Субстанция должна инактивироваться анти-альфа-интерфероновыми поликлональными или моноклональными антителами аналогично международному стандартному образцу активности интерферона альфа (МСО) или стандартному образцу (СО), откалиброванному в международных единицах (МЕ) относительно международного стандартного образца. МСО интерферона альфа-2a: WHO International Standard INTERFERON ALPHA 2a (Human rDNA derived), NIBSC code 65-650, 63000 МЕ в ампуле; МСО интерферона альфа-2b: WHO International Standard INTERFERON ALPHA 2b (Human rDNA derived), NIBSC code 95-566, 70000 МЕ в ампуле.
Испытания выполняют с использованием культуры перевиваемых клеток, чувствительных к интерферону человеческому рекомбинантному альфа-2, и индикаторного вируса (допустимые к использованию пары клетка/вирус приведены в разделе «Специфическая активность»). Испытание проводится в соответствии с ОФС «Биологические методы испытания препаратов интерферонов с использованием культур клеток».
Стандартными условиями культивирования клеточных культур являются: температура (37 ± 1) °С, содержание углекислого газа в атмосфере инкубатора (5,0 ± 0,5) %. Если для инкубации клеточных культур требуется иной режим, он должен быть указан в нормативной документации.

Испытания проводятся в асептических условиях.
Приготовление испытуемых растворов.

Испытуемый раствор субстанции (ИР).
Субстанцию разводят в культуральном планшете для предварительных разведений поддерживающей питательной средой (приготовление описано в разделе «Специфическая активность») до одной десятой титра противовирусной активности (рабочее разведение ИР). Титр определяется заранее согласно разделу «Специфическая активность».
Раствор международного стандартного образца (МСО). 
Процедура приготовления раствора международного стандартного образца активности интерферона человеческого рекомбинантного альфа-2 приведена в разделе «Специфическая активность».
Аликвота раствора МСО интерферона альфа-2a содержит 6300 МЕ интерферона альфа-2a в 1 мл, а интерферона альфа-2b - 7000 МЕ интерферона альфа-2b в 1 мл.  Аликвоты раствора МСО хранятся до проведения испытания при температуре не выше минус 70°С. Размораживают МСО однократно при комнатной температуре в течение не более 10 мин, используют в день размораживания. МСО разводят в культуральном планшете для предварительных разведений поддерживающей питательной средой (приготовление описано в разделе «Специфическая активность») до одной десятой титра противовирусной активности (рабочее разведение МСО). Титр определяется заранее согласно разделу «Специфическая активность». 

Раствор стандартного образца (СО). 
Процедура приготовления раствора стандартного образца, откалиброванного в международных единицах (МЕ) относительно МСО, должна быть приведена в нормативной документации. СО разбавляют в культуральном планшете для предварительных разведений поддерживающей питательной средой (приготовление описано в разделе «Специфическая активность») до одной десятой титра противовирусной активности (рабочее разведение СО). Титр определяется заранее согласно разделу «Специфическая активность». 
Возможно одновременное определение показателей «Подлинность» и «Специфическая активность». В этом случае в нормативной документации должно быть приведено описание приготовления рабочих разведений испытуемых растворов субстанции и стандартного образца.
Подготовка антител к интерферону альфа.

Антитела для проведения испытания по показателю «Подлинность» выпускают в двух формах: лиофильно высушенные и жидкие.
Предварительная подготовка лиофилизированных антител к интерферону-альфа. 
Разведение лиофилизированных антител производят в соответствии с указаниями изготовителя. Полученный раствор антител разливают на аликвоты, замораживают и хранят в условиях, рекомендованных производителем. Аликвоту антител размораживают при комнатной температуре в течение не более 10 мин. Повторная процедура размораживания-замораживания не допускается.

Предварительная подготовка жидких антител к интерферону-альфа. Упаковку размораживают и центрифугируют в течение нескольких секунд для очищения крышки от жидкости. Вскрывают упаковку с антителами. Перемешивают содержимое пипетированием. Раствор разливают на аликвоты, замораживают и хранят в условиях, рекомендованных производителем. Допускается дополнительное разведение антител питательной средой или буферным раствором в соответствии с указаниями паспорта на антитела. Аликвоту антител размораживают при комнатной температуре в течение не более 10 мин. Повторная процедура размораживания-замораживания не допускается.
Определение нейтрализующей активности антител.

Для определения рабочего диапазона разведений антител следует заранее определить их нейтрализующую активность. Процедура проводится однократно для каждой серии (партии) антител после их аликвотирования.

Аликвоту антител размораживают и разводят исходный раствор в 100 раз. Далее готовят серию десятикратных разведений антител, смешивая в культуральном планшете для предварительных разведений по 100 мкл предыдущего разведения антител с 900 мкл поддерживающей питательной среды. Серия разведений антител:

1:102→1:103→1:104→1:105→1:106→1:107→1:108→1:109→1:1010
В лунках культурального планшета проводят нейтрализацию раствора МСО (или СО) антителами: вносят в каждую лунку равные объёмы (не менее 250 мкл) рабочего раствора стандартного образца (разведение, соответствующее одной десятой титра противовирусной активности) и десятикратные разведения антител (от 1:102 до 1:1010), аккуратно перемешивают содержимое лунок. Оставляют в одной лунке планшета рабочий раствор стандартного образца. Планшет инкубируют в течение одного часа в стандартных условиях.
После завершения инкубации из лунок 96-луночного планшета с клеточным монослоем (см. раздел «Специфическая активность») удаляют культуральную среду и вносят по 100 мкл нейтрализованной смеси, не менее чем по 4 лунки на каждое разведение антител. Для контроля активности интерферона (КИ) не менее чем в 4 лунки планшета вносят по 50 мкл рабочего раствора стандартного образца (соответствует количеству раствора интерферона в нейтрализованной смеси), туда же вносят по 50 мкл поддерживающей среды. Кроме того, на планшете оставляют не менее 4 лунок для контроля качества клеточного монослоя (КК) и не менее 16 лунок для контроля дозы вируса-индикатора. В эти лунки вносят по 100 мкл поддерживающей среды.

После прибавления растворов 96-луночный планшет инкубируют в СО2-инкубаторе в течение 22-26 ч в стандартных условиях.

После инкубирования из 96-луночного планшета удаляют культуральную жидкость и во все лунки, содержащие нейтрализованную смесь и стандартный раствор, прибавляют по 100 мкл раствора индикаторного вируса в рабочей дозе (процедура приготовления, определения титра и рабочей дозы вируса описаны в разделе «Специфическая активность»). В лунки, предназначенные для контроля дозы вируса-индикатора, вносят по 100 мкл разведений вируса, соответствующих 100 ТЦД50/0,1 мл, 10 ТЦД50/0,1 мл, 1 ТЦД50/0,1 мл, 0,1 ТЦД50/0,1 мл  (процедура приготовления описана в разделе «Специфическая активность»). В лунки с контролем клеточного монослоя  вносят по 100 мкл поддерживающей среды. После внесения индикаторного вируса 96-луночный планшет инкубируют в СО2-инкубаторе в течение 24 - 48 ч в стандартных условиях. Инкубацию прекращают при появлении цитопатического действия в монослое клеток с индикаторным вирусом в дозе 1 ТЦД50/0,1 мл.

Результаты испытания подлежат учёту, если выполняются следующие условия:

- отсутствует дегенерация клеточного монослоя в лунках с контролем клеточного монослоя (КК) и в лунках индикаторного вируса с 0,1 ТЦД50/0,1 мл;

- отсутствует дегенерация клеточного монослоя в лунках с контролем активности интерферона (КИ);
- доза внесённого вируса составляет 10(2±0,25) ТЦД50 в 0,1 мл 
(см. раздел «Специфическая активность»);
- в лунках, содержащих максимальное количество антител (разведение 1:102), наблюдается полное поражение клеточного монослоя вирусом;
- в лунках, содержащих минимальное количество антител (разведение 1:1010), наблюдается отсутствие поражения клеточного монослоя вирусом.

За титр антител принимают величину, обратную разведению антител, при котором клеточная культура в 50 % лунок оказалась пораженной цитопатическим действием вируса. Титр антител (ТАТ) рассчитывают по формуле Спирмена-Кербера:
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 - десятичный логарифм титра антител;

Dmax - десятичный логарифм разведения, ниже которого наблюдается 
100 % поражение клеток;

d - десятичный логарифм шага разведений (=1);

n - число лунок, приходящееся на каждое разведение антител;

p - число лунок для разведения, соответствующего Dmax, и всех последующих разведений, в которых наблюдается поражение клеток вирусом.

Рабочий диапазон разведений нейтрализующих антител для определения подлинности субстанции находится в пределах двух-трёх двукратных разведений ниже и выше разведения, соответствующего определённому титру антител (ТАНТ). Для удобства приготовления разведений возможно округление значения титра антител.
Пример: Титр антител составил 104,25=17787, для удобства приготовления разведений производим округление значения титра антител до 18000, в этом случае для определения подлинности субстанции используют следующие двукратные разведения нейтрализующих антител: 1:2250, 1:4500, 1:9000, 1:18000, 1:36000, 1:72000, 1:144000 (на три двукратных разведения ниже и выше разведения, соответствующего определённому титру антител (ТАТ)).

Методика определения подлинности
Аликвоту антител размораживают. Готовят серию двукратных разведений антител к интерферону альфа  в пределах двух-трёх двукратных разведений ниже и выше разведения, соответствующего определённому титру антител. Для разбавления используют поддерживающую питательную среду (приготовление описано в разделе «Специфическая активность»). На первом этапе производят разведение антител до 1:100 в пробирке. На втором этапе процедуру проводят в лунках стерильного планшета. Объём приготовленных антител должен быть достаточным для нейтрализации раствора испытуемой субстанции и стандартного раствора.

Далее рабочие разведения антител к интерферону альфа помещают в культуральный планшет для проведения реакции нейтрализации в объёме не менее 250 мкл каждого разведения, в один ряд — для нейтрализации испытуемого раствора субстанции, во второй ряд – для нейтрализации стандартного раствора. Во все лунки первого ряда помещают равные антителам объёмы рабочего разведения субстанции (ИР), во все лунки второго ряда — равные антителам объёмы рабочего разведения МСО (или СО), аккуратно перемешивают содержимое лунок. Оставляют по одной лунке планшета с рабочими разведениями субстанции и стандартного образца. Планшет инкубируют в СО2-инкубаторе в течение одного часа в стандартных условиях.
После завершения инкубации из лунок 96-луночного планшета с клеточным монослоем (см. раздел «Специфическая активность») удаляют культуральную среду и вносят (в раздельные лунки) по 100 мкл нейтрализованной смеси рабочего разведения ИР и рабочего разведения МСО (или СО), не менее чем по 4 лунки на каждое разведение антител. Для контроля активности интерферона (отрицательный контроль ИР и МСО (или СО)) не менее чем в 4 лунки планшета вносят по 50 мкл рабочего разведения ИР и рабочего разведения МСО (или СО) (соответствует количеству раствора интерферона в нейтрализованной смеси), туда же вносят по 50 мкл поддерживающей среды. Кроме того, на планшете оставляют не менее 4 лунок для контроля качества клеточного монослоя (КК) и не менее 16 лунок для контроля дозы вируса-индикатора. В эти лунки вносят по 100 мкл поддерживающей среды.

После прибавления растворов 96-луночный планшет инкубируют в СО2-инкубаторе в течение 22-26 ч в стандартных условиях.

После инкубирования из 96-луночного планшета удаляют культуральную жидкость и во все лунки, содержащие нейтрализованную смесь и лунки с отрицательным контролем ИР и МСО (или СО), прибавляют по 100 мкл раствора индикаторного вируса в рабочей дозе (процедура приготовления, определения титра и рабочей дозы вируса описаны в разделе «Специфическая активность»). В лунки, предназначенные для контроля дозы вируса-индикатора, вносят по 100 мкл разведений вируса, соответствующих 100 ТЦД50/0,1 мл, 10 ТЦД50/0,1 мл, 1 ТЦД50/0,1 мл, 0,1 ТЦД50/0,1 мл (процедура приготовления описана в разделе «Специфическая активность»). В лунки с контролем клеточного монослоя вносят по 100 мкл поддерживающей среды. После внесения индикаторного вируса 96-луночный планшет инкубируют в СО2-инкубаторе в течение 24 - 48 ч в стандартных условиях.
Инкубацию прекращают при появлении цитопатического действия в монослое клеток с индикаторным вирусом в дозе 1 ТЦД50/0,1 мл.

Результаты испытания подлежат учёту, если выполняются следующие условия:
- отсутствует дегенерация клеточного монослоя в лунках с контролем клеточного монослоя (КК) и в лунках индикаторного вируса с 0,1 ТЦД50/0,1 мл;

- отсутствует дегенерация клеточного монослоя в лунках с отрицательным контролем ИР и МСО (или СО);
- доза внесённого вируса составляет 10(2±0,25) ТЦД50 в 0,1 мл 
(см. раздел «Специфическая активность»);
 - в лунках, содержащих максимальное количество антител, наблюдается полное поражение клеточного монослоя вирусом;
- в лунках, содержащих минимальное количество антител, наблюдается отсутствие поражения клеточного монослоя вирусом

Субстанция считается выдержавшей испытания на подлинность, если нейтрализация активности испытуемого и стандартного растворов происходит при аналогичных разведениях антител.
В случае выявления несоответствия субстанции вышеуказанным требованиям испытание повторяют дважды. Если при повторном анализе хотя бы в одном повторе несоответствие появляется вновь, то субстанцию бракуют. 

2.Метод изоэлектрического фокусирования.

Положение основных полос на изоэлектрофореграмме испытуемого образца должно соответствовать положению основных полос на изоэлектрофореграмме стандартного образца. Изоэлектрическая точка должна находиться в диапазоне рН 5,8 – 6,3. Испытания проводят в соответствии с ОФС «Изоэлектрическое фокусирование». 

Используют гели с градиентом pН от 3,5 до 9,5 и  наборы белков маркеров pI в диапазоне 3 – 10.

Примечания

Раствор геля. Смешивают 30 % раствор акриламида-бисакриламида 29:1, воду, амфолиты рН 3 – 10, другие реагенты (при необходимости), 10 % раствор аммония персульфата, ТЕМЕД (тетраметилендиамин) в соотношении, которое указывают в нормативной документации.

Пример приготовления геля – 4 мл 30 % раствора акриламида-бисакриламида 29:1 помещают в пластиковую пробирку с завинчивающейся крышкой вместимостью 50 мл, прибавляют 5,0 мл воды, 1,2 мл амфолитов рН 3 - 10, 10,3 мл 20 % раствора сорбита, 0,088 мл 10 % раствора аммония персульфата, 0,010 мл ТЕМЕD, перемешивают и дегазируют любым удобным способом. Раствор используют свежеприготовленным. Сорбит может быть заменен на раствор глицерина, необходимое количество сорбита или глицерина и измененное количество воды должно быть указано в нормативной документации.

Заливка геля для изоэлектрического фокусирования. 

Проводят процедуру в соответствии с инструкцией по используемому оборудованию. Процедуру заливки описывают в нормативной документации. Время полимеризации геля 30 - 40 мин. 

Примечания

Испытуемый образец. 50 мкл субстанции после ее размораживания  помещают в микроцентрифужную пробирку вместимостью 0,65 мл, прибавляют воду до концентрации белка 1 мг/мл, исходя из найденного содержания белка в субстанции в разделе «Белок». Раствор используют свежеприготовленным.
Стандартный образец. Стандартный образец интерферона альфа-2 человека (отраслевой стандартный образец /ОСО/, стандартный образец предприятия или  стандартный образец /СОПр/, Европейской фармакопеи /ЕР CRS/), с концентрацией 1-2 мг/мл, подготовленный в соответствии с разделом «Чистота. Электрофорез в полиакриламидном геле с SDS», после размораживания разбавляют водой до концентрации белка 1 мг/мл, исходя из количественного содержания, указанного в праспорте/сертификате на СО. Раствор используют свежеприготовленным.

10 % раствор аммония персульфата. 1,0 г аммония персульфата помещают в пробирку стерильную с коническим днищем центрифужную вместимостью 15 мл, прибавляют 10 мл воды, перемешивают до растворения. Раствор годен в течение недели при хранении при температуре от 2 до 8 °С. 

1 М раствор фосфорной кислоты. 4,9 г фосфорной кислоты концентрированной помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. Раствор годен в течение 6 месяцев при хранении при температуре от 15 до 30 °С. Допускается использование  0,5 М раствора фосфорной кислоты
1 М раствор натрия гидроксида. 2,0 г натрия гидроксида помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, растворяют в воде, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. Раствор годен в течение 6 месяцев при хранении при температуре от 15 до 30 °С. Допускается использование  0,5 М раствора натрия гидроксида.
Фиксирующий раствор. 115,0 г трихлоруксусной кислоты и 34,5 г сульфосалициловой кислоты помещают в мерную колбу вместимостью 1000 мл, растворяют в воде, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. Раствор годен в течение 6 месяцев при хранении при температуре от 15 до 30 °С.
Отмывающий раствор. 50 мл спирта 96 % помещают в мерную колбу вместимостью 1000 мл, прибавляют 70 мл уксусной кислоты, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. Раствор годен в течение 6 мес при хранении при температуре от 15 до 30 °С.
Окрашивающий раствор. 180 мл спирта 96 % помещают в стеклянный стакан вместимостью 500 мл, прибавляют 1,0 г красителя кислотного синего 83 и перемешивают в течение 3 - 5 мин, затем прибавляют 180 мл воды, перемешивают в течение 3 - 5 мин, 40 мл уксусной кислоты и перемешивают в течение 3 - 5 мин. Раствор фильтруют через фильтровальную бумагу. Раствор годен в течение 6 месяцев при хранении при температуре от 15 до 30 °С.
Консервирующий раствор. 100 мл глицерина помещают в мерную колбу вместимостью 2000 мл, прибавляют 600 мл спирта 96 %, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. Раствор годен в течение 6 мес при хранении при температуре от 15 до 30 °С.

Методика

Для проведения анализа используют оборудование для изоэлектрического фокусирования и систему термостатирования геля, обеспечивающее поддержание температуры геля на уровне (10 ± 1) °С. Работу проводят в соответствии с инструкцией по применению прибора. В качестве анодного раствора применяют 1 М раствор фосфорной кислоты, а в качестве катодного - 1 М раствор натрия гидроксида. При необходимости проводят предфокусирование в течение 20 мин при напряжении 700 В, ограничении по току 12 мА, ограничении по мощности 8 Вт.

После завершения предфокусирования отключают напряжение и на поверхность геля со стороны катода на расстоянии 5 - 10 мм помещают аппликатор для нанесения образцов. На апликатор наносят 15 мкл испытуемого раствора, 15 мкл стандартного раствора и 10 мкл раствора смеси маркерных белков. Проводят предфокусирование в течение 20 мин: напряжение 500 В, ограничение по току 8 мА, ограничение по мощности 8 Вт, если не проводили до нанесения образцов. Отключают прибор,  убирают аппликатор и проводят разделение в течение 90 мин при напряжении 2000 В, ограничении по току 14 мА, ограничении по мощности 14 Вт. После завершения фокусирования гель полностью погружают в фиксирующий раствор,  рекомендуется использование  автоматического перемешивания  в течение  40 - 60 мин, например, с помощью вибромешалки. Гель переносят в отмывающий раствор и промывают в течение 3 - 5 мин. Затем гель погружают на 2 - 7 мин в окрашивающий раствор, нагретый до температуры (60 - 80) °С. После окрашивания гель промывают несколько раз порциями нагретого до (60 - 80) °С отмывающего раствора до обесцвечивания фона. При необходимости после отмывания гель выдерживают в консервирующем растворе в течение 
30 - 40 мин, промывают водой, сушат на воздухе в течение 12 - 24 ч. Оценку результатов проводят с помощью денситометра или аналогичного оборудования. 

Критерии пригодности системы. Система считается пригодной и результаты анализа подлежат учету, если выполняются следующие условия:

- маркерные белки распределены по всей длине геля;

- значение pI стандартного образца интерферона альфа -2 лежит в диапазоне рН 5,8 - 6,3.

Оценка результатов

На изоэлектрофореграмме определяют значения рI полос испытуемого и стандартного раствора на основании известных значений pI маркерных белков. Испытуемый образец считается соответствующим стандартному, если разница значений pI полос испытуемого и стандартного образцов не превышает 0,2 ед. pH.

Может использоваться другая валидированная методика.

3.Пептидное картирование с использованием  метода высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

Профиль хроматограммы испытуемого раствора после ферментативного гидролиза трипсином должен принципиально соответствовать профилю хроматограммы стандартного раствора после ферментативного гидролиза трипсином. Активность и чистота  различных серий и производителей трипсина может отличаться и, соответственно,  влиять на степень и характер гидролиза. Необходимо использовать трипсин достаточной активности (рекомендуемая активность не менее 8000 МЕ/мг). Пептидная карта должна быть информативной и содержать пептиды, специфически характеризующие исследуемый белок. В случае использования стандартного образца, охарактеризованного по временам удерживания реперных пиков, процедура его применения должна содержать информацию о трипсине, использованном при его аттестации.  
Хроматограммы метиониновой  и безметиониновой форм интерферона альфа-2 различаются. Для оценки подлинности безметиониновой формы интерферона рекомендуется использовать соответствующий международный стандартный образец интерферона  альфа-2  CRS . Для оценки подлинности метиониновой формы интерферона альфа-2 рекомендуется использовать отраслевой/национальный стандартный образец или  стандартный образец предприятия, аттестованный соответствующим образом.

Примечания

Испытуемый  и стандартный раствор. Концентрации испытуемого и стандартного раствора должны быть одинаковыми в диапазоне 0,3-1,0 мг/мл.

К 0,050 мл испытуемого и стандартного раствора прибавляют 0,016 мл раствора для протеолитического расщепления, перемешивают и помещают в термостат при температуре (37±1)0С. Через 18 ч прибавляют 0,2 мл 6М раствора гуанидина гидрохлорида, перемешивают и прибавляют 0,007 мл 2М раствора дитиотреитола и 0,007 мл воды, перемешивают  и помещают пробирку в термостат при температуре (99±1)0С на 1 мин. Через 1 мин пробирку вынимают из термостата, охлаждают до температуры (2-8)0С. Срок годности раствора 7 сут при хранении при температуре от 2 до 8 0С.

Элюент А. 50 - 80 мл воды помещают в мерную колбу вместимостью 1000 мл, прибавляют 1 мл (1,48 г) трифторуксусной кислоты, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. Перед использованием раствор дегазируют любым удобным способом. Срок годности раствора - 7 сут при хранении при температуре от 15 до 30 °С в плотно укупоренном флаконе.

Элюент В. 50 - 80 мл воды помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 1 мл (1,48 г) трифторуксусной кислоты, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. Полученный раствор помещают в мерную колбу вместимостью 1000 мл, доводят объем раствора ацетонитрилом до метки и перемешивают. Перед использованием раствор дегазируют любым удобным способом. Срок годности раствора - 7 сут при хранении при температуре от 15 до 30 °С в плотно укупоренном флаконе. 

0,01 М раствор кислоты хлористоводородной. 50 - 70 мл воды помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 8 мл 
37 % хлористоводородной кислоты, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. 1 мл полученного раствора помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. Срок годности раствора - 6 мес. при хранении при температуре от 15 до 30 °С.
Раствор трипсина с концентрацией 1 мг/мл. 13,5 мл воды помещают в пробирку, прибавляют 1,5 мл 0,01 М раствора хлористоводородной кислоты и перемешивают. Растворяют трипсин в данном  растворе для получения раствора с концентрацией 1 мг/мл. Срок годности раствора - 1 год при хранении при температуре минус 200 С. Перед применением раствор размораживают при температуре от 150С до  300 С. Повторное замораживание не допускается.

Раствор для протеолитического расщепления. 0,016 мл 
1 М фосфатного буферного раствора рН 8,0 помещают в пробирку вместимостью 0,6 мл, прибавляют 0,028 мл раствора трипсина с концентрацией 1 мг/мл, 0,036 мл воды и перемешивают. Раствор используют свежеприготовленным.
6 М раствор гуанидина гидрохлорида. 57,3 г гуанидина гидрохлорида помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 50 мл воды и перемешивают до полного растворения, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. Срок годности раствора - 6 мес. при хранении при температуре от 2 до 8 °С. 
2 М раствор дитиотреитола (ДТТ). 0,308 г дитиотреитола помещают в пробирку центрифужную вместимостью 1,7 мл, прибавляют воду до массы 1,0 г и перемешивают. Срок годности раствора - 6 мес. при хранении при температуре не выше минус 18 °С.

Хроматографические условия:

	Колонка
	100 × 4,6 мм, заполненная октадецилсилил (C18) силикагелем, диаметр частиц 5 мкм, размер пор 300Å.

	Скорость потока
	1 мл/мин

	Температура колонки
	(30 ± 1) °С

	Детектор
	УФ детектор, длина волны 214 нм 

	Объем пробы 
	100 мкл


	Порядок проведения анализа
	По одной инжекции: 

стандартный раствор, 

испытуемый раствор, 

стандартный раствор 


Программа градиента:

	Интервал, мин
	Элюент А, % об./об.
	Элюент В, % об./об.

	0→8


	100


	0



	8→68


	100→40


	0→60



	68→72


	40


	60



	72→75


	40→100


	60→0



	75→80


	100


	0




Критерии пригодности хроматографической системы. 
Для оценки пригодности хроматографической системы необходимо выполнение следующих условий:

- абсолютное (для 1-го или 2-х характеристических пиков) и относительное (для остальных  характеристических пиков)  время удерживания на хроматограмме стандартного раствора должно соответствовать установленным величинам. Поскольку профиль пептидной карты может меняться в зависимости от производителя и серии трипсина, времена удерживания характеристических пиков должны быть указаны в нормативной документации производителя. Рекомендованное количество обоснованных характеристических пиков  не менее 4-х;

- различие времен удерживания любого из  пиков на хроматограмме стандартного раствора в начале и в конце серии измерений не должно быть более величины, указанной в нормативной документации.

Учет результатов. 
Характеристические пики на хроматограмме испытуемого образца должны соответствовать  требованиям, указанным в нормативной документации производителя. Различие времен удерживания характеристических пиков на хроматограмме испытуемого и стандартного растворов  должны быть не более величины, указанной в нормативной документации.

4. Метод электрофореза в полиакриламидном геле в восстанавливающих условиях 

Положение основной полосы на электрофореграмме испытуемого раствора (b) должно соответствовать положению основной полосы на электрофореграмме стандартного раствора (b) интерферона альфа-2. Испытания проводят методом электрофореза в восстанавливающих условиях в соответствии с разделом «Чистота. Метод электрофореза в восстанавливающих условиях при окрашивании нитратом серебра».

Белок. Не менее 1,0 мг/мл, если нет других указаний в нормативной документации. Определение проводят методом Лоури (метод А) в соответствии с требованиями ОФС «Определение белка».

Специфическая активность. Должна быть не менее 2,0∙108 МЕ/мл, если нет других указаний в нормативной документации.

Специфическую активность определяют в культуре перевиваемых линий клеток, чувствительных к интерферону альфа-типа в сравнении с международным стандартным образцом интерферона альфа (МСО) или со стандартным образцом, откалиброванным в Международных единицах (МЕ) по соответствующему международному стандарту, против индикаторного вируса с инфекционным титром не менее 105 ТЦД50/мл. МСО интерферона альфа-2a: WHO International Standard INTERFERON ALPHA 2a (Human rDNA derived), NIBSC code 65-650, 63000 МЕ в ампуле; МСО интерферона альфа-2b: WHO International Standard INTERFERON ALPHA 2b (Human rDNA derived), NIBSC code 95-566, 70000 МЕ в ампуле.
Вид клеток и индикаторного вируса, используемых для анализа, указывают в нормативной документации. Допустимо использование следующих пар клетка/вирус: 

- Клетки линии MDBK, индикаторный вирус - вирус везикулярного стоматита (VSV).

- Клетки линии Vero, индикаторный вирус - вирус энцефаломиокардита мышей (EMCV).

- Клетки линии Нер-2с, индикаторный вирус - вирус энцефаломиокардита (EMSV).

Стандартными условиями культивирования клеточных культур являются: температура (37 ± 1) °С, содержание углекислого газа в атмосфере инкубатора (5,0 ± 0,5) %. Если для инкубации клеточных культур требуется иной режим, он должен быть указан в нормативной документации.

Испытания проводят в строго асептических условиях.

Оборудование: ламинарный шкаф (бокс абактериальной воздушной среды), инвертированный микроскоп, CO2-инкубатор, криохранилище, морозильник – 80 °С; морозильник – 20 °С;   холодильник (6 ± 2) °С; шейкер для планшет, микропланшетный анализатор, центрифуга, камера Горяева или гемцитометр, одноканальные и многоканальные (8 — 12) дозаторы, пипеточные дозаторы, вакуумный или перистальтический насос, водяная баня.
Программное обеспечение: PLA  Stegmann Systems GmbH или аналогичное. Возможно проведение расчётов с помощью Microsoft Excel.
Материалы: стерильные культуральные флаконы площадью 75 см2 или 25 см2 (Т75 или Т25) с вентилируемыми крышками, 6 - 48-луночные культуральные планшеты для предварительных разведений, 96-луночные плоскодонные культуральные планшеты (300-400 мкл), наконечники, серологические пипетки, установки для мембранной фильтрации, шприцевые фильтры-насадки.

Питательные среды: среда DMEM без глутамина (или с глутамином) или RPMI-1640, или аналогичная, пригодная для культивирования конкретного вида клеток.

Приготовление ростовой питательной среды. 450 мл среды DМЕМ (или RPMI-1640, или аналогичной) помещают в колбу вместимостью 500 мл, прибавляют 0,5 мл раствора гентамицина 10 мг/мл (возможно применение других антибиотиков, концентрация должна быть указана в нормативной документации), 5 мл 200 мМ раствора глутамина (при использовании лиофилизированного L-глутамина содержание одного флакона (146 мг) растворяют в 5 мл питательной среды и помещают в колбу), 25 мл инактивированной (путём термостатирования на водяной бане при температуре 56 °С в течение   30 - 40 минут) сыворотки крови крупного рогатого скота и перемешивают. Раствор годен в течение 1 мес. при хранении при температуре от 2 до 8 °С. Нормативной документацией может быть предусмотрена процедура стерилизации ростовой питательной среды мембранной фильтрацией.

Примечание. Возможно использование ростовой питательной среды с содержанием 10 % инактивированной сыворотки крови крупного рогатого скота.
Приготовление поддерживающей питательной среды. 450 мл среды DМЕМ (или RPMI-1640, или аналогичной) или помещают в колбу вместимостью 500 мл, прибавляют 0,5 мл раствора гентамицина 10 мг/мл, 5 мл 200 мМ раствора глутамина (при использовании лиофилизированного L-глутамина содержание одного флакона (146 мг) растворяют в 5 мл питательной среды и помещают в колбу) и перемешивают. Раствор годен в течение 1 мес. при хранении при температуре от 2 до 8 °С. Нормативной документацией может быть предусмотрена процедура стерилизации поддерживающей питательной среды мембранной фильтрацией.

Примечание. Возможно использование поддерживающей питательной среды с содержанием 2-5 % инактивированной сыворотки крови крупного рогатого скота.
Реактивы:

Краситель трипановый синий 0,4 %. Готовый раствор.
Приготовление воды очищенной стерильной. 100 мл воды очищенной помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл. 10 мл воды очищенной из колбы помещают в одноразовый стерильный шприц, надевают на одноразовый стерильный шприц фильтр-насадку, фильтруют воду очищенную в стерильную пробирку. Раствор годен в течение 1 мес  при хранении при температуре от 2 до 8 °С.
Диссоциирующий раствор. 15 мл раствора трипсина 0,25 % помещают в мерный стакан вместимостью 50 мл, прибавляют 15 мл 0,02 % раствора Версена и перемешивают. Раствор используют свежеприготовленным. Возможно использование готового к применению диссоциирующего раствора.
Спирт 30 %. 30 мл спирта 95 % помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят объём раствора водой стерильной очищенной до метки и перемешивают. Раствор годен в течение 6 мес. при хранении при температуре от 15 до 30°С.
4 % раствор кристаллического фиолетового. 4 г кристаллического фиолетового помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 50 мл спирта 30 %, перемешивают до растворения, доводят объём раствора спиртом 30 % до метки и перемешивают. Раствор годен в течение 6 мес. при хранении при температуре от 15 до 30 °С. 
0,5 % раствор кристаллического фиолетового. 12,5 мл 4 % раствора кристаллического фиолетового помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, прибавляют 87,5 мл спирта 30 % и перемешивают. Раствор годен в течение 6 мес при хранении при температуре от 15 до 30 °С. 
Элюирующий раствор. 70 мл спирта 95 % помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят объём раствора водой стерильной очищенной до метки и перемешивают. Раствор годен в течение 6 мес. при хранении при температуре от 15 до 30 °С.
Создание рабочего банка культур клеток

Из исходной «маточной» культуры клеток, полученной из российского или зарубежного банка культур, готовят рабочий банк клеток.  Процедура создания банка должна быть описана в нормативных документах предприятия. Созданный банк клеток следует охарактеризовать по основным показателям, необходимым для стабильности проведения испытаний in vitro (описать происхождение, морфологию, культуральные и иммуногенные свойства, родословную, способы и условия культивирования). Пассаж для создания рабочего банка клеток должен быть минимальным от начала культивирования полученной «маточной» культуры.

Процедура размораживания клеток
Криопробирку с замороженной суспензией клеток достают из криохранилища, быстро помещают в водяную баню при температуре (37 ± 2) °С до полного оттаивания суспензии (не более чем на 2 минуты). Криопробирку погружают так, чтобы ее крышка оставалась над поверхностью воды. Клеточную суспензию (1 - 2 млн клеток/мл) стерильно переносят в центрифужную пробирку объёмом 50 мл, вносят туда 30 – 40 мл ростовой среды и центрифугируют при 1000 об/мин в течение 5 мин. Сливают супернатант, клетки суспендируют в 5 – 7 мл ростовой среды, окрашивают 0,4 % раствором трипанового синего (соотношение клеточной суспензии и красителя 1:1), подсчитывают в камере Горяева или с помощью автоматических устройств и определяют их жизнеспособность. Расчет концентрации живых клеток в суспензии (кл/мл) проводят с учётом предварительного разведения образца и внесения красителя.
Жизнеспособность (Ж) в % вычисляют по формуле:
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где:
N0 – общее количество клеток, кл/мл;

Ni – количество окрашенных клеток, кл/мл;

100 – коэффициент пересчёта, %.

Жизнеспособность клеточной суспензии должна быть не менее 80 %.
Клетки переносят в культуральный флакон (25 см2), культивируют в СО2-инкубаторе в стандартных условиях. Культуру просматривают каждый день до получения сформированного плотного монослоя (2-4 дня). Перед использованием в методике необходимо провести не менее 3 пассажей, первым считается пассаж после размораживания. 
Процедура пересева клеточной культуры

Из культурального флакона (Т25 или Т75) с монослоем клеток удаляют культуральную среду и промывают диссоциирующим раствором, подогретым до температуры (37 ± 2) °С. Последнюю порцию раствора во флаконе удаляют не полностью, а оставляют около 1 мл  для флакона Т25 и 2 мл для флакона Т75 и равномерно распределяют его по всей поверхности монослоя. Флакон с клетками помещают в СО2-инкубатор при температуре (37 ± 2) °С на 2 - 10 мин для отслаивания клеток от дна флакона. Степень разрушения монослоя клеток от дна флакона оценивают с помощью инвертированного микроскопа. Затем во флакон помещают 5 мл ростовой питательной среды, суспендируют пипетированием. Качество суспензии контролируют под микроскопом. Количество клеточных конгломератов должно быть минимальным. Жизнеспособность должна быть не менее 90 %. 
 Плотность посева (кл/см2  или кл/мл) определяется паспортными данными на культуру клеток. Необходимое количество диссоциирующего раствора и ростовой среды для флаконов с площадью поверхности 25 см2 и 75 см2 указано в таблице. 
Таблица 1. Количество  ростовой питательной среды и диссоциирующего раствора, вносимое во флаконы разного объёма
	Площадь флакона, см2
	Объём вносимой ростовой питательной среды, мл
	Объём вносимого диссоциирующего раствора, мл

	25
	4 – 7
	4 - 10

	75
	18 – 25
	10 - 20


Допустимый диапазон количества рабочих пассажей (пересевов) должен быть подтверждён экспериментальными данными или определён согласно указаниям паспорта/сертификата на клеточную культуру и указан в нормативной документации.
Приготовление 96-луночного планшета с монослоем клеток
Клеточную культуру допустимого пассажа извлекают из флакона как указано в подразделе «Процедура пересева клеточной культуры», суспендируют пипетированием и отбирают пробу для подсчета количества клеток. Доводят концентрацию клеток в суспензии путем добавления ростовой питательной среды до посевной дозы, величина которой зависит от вида клеток и должна быть указана в нормативной документации. Разливают по 0,1 мл в лунки 96-луночных культуральных планшетов. Планшеты помещают в СО2-инкубатор и инкубируют в стандартных условиях в течение 24-48 ч до образования полного монослоя. 

Приготовление суспензии индикаторного вируса.
Лиофилизат референсного штамма вируса восстанавливают путём внесения в ампулу 4,5 - 6,5 мл (или количества, указанного в инструкции производителя) поддерживающей питательной среды. Из культурального флакона площадью 25 см2 со сформированным монослоем клеток сливают культуральную среду,  промывают монослой 2 - 3 раза небольшим количеством (4 – 5 мл) поддерживающей питательной среды без сыворотки и помещают во флакон вирусную суспензию из ампулы, стенки ампулы обмывают 0,5 мл поддерживающей питательной среды и смыв также помещают в культуральный флакон. Флакон инкубируют в СО2-инкубаторе в стандартных условиях в  течение 24 - 48 ч. Первый пассаж, как и последующие 2 – 3, могут быть без выраженного ЦПД (слепые). Начиная со второго пассажа, для увеличения инфекционного титра вируса необходимо вносить вирусную суспензию в культуральный флакон в разведении 1:2 или 1:4 или в разведении, указанном в инструкции производителя вируса-индикатора, и инкубировать в соответствующих условиях до выраженного цитопатического действия вируса (ЦПД). Визуальный контроль проводить с помощью инвертированного микроскопа. После того, как 100 % ЦПД будет достигаться за одни сутки, из культурального флакона отбирают в стерильную пробирку 0,1 мл вирусной суспензии, пробирку замораживают вместе с культуральным флаконом при температуре не выше минус 20 °С. После полного замораживания вирусной суспензии приступают к процедуре определения титра вируса.

Определение титра вируса
Пробирку с 0,1 мл вирусной суспензии размораживают, готовят десятикратные разведения вируса от 1:101 до 1:108 с помощью поддерживающей среды. Из 96-луночного планшета со сформированным монослоем сливают культуральную среду и вносят в него по 100 мкл каждого разведения вируса, не менее чем по 4 лунки на каждое разведение. В лунки, предназначенные для контроля клеточного монослоя (не менее 4), прибавляют по 100 мкл поддерживающей среды. Планшет инкубируют в течение 24 ч в СО2-инкубаторе в стандартных условиях. За титр вируса принимают величину, обратную разведению вирусной суспензии, при котором клеточной монослой в 50 % лунок оказался поражённым цитопатическим действием. Концентрацию вируса в данном разведении обозначают как 1 ТЦД50/0,1 мл. Титр рассчитывают по формуле Спирмена-Кербера:
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где: 
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 - десятичный логарифм титра вируса;

Dmax - десятичный логарифм разведения, ниже которого наблюдается 100 % поражение клеток;

d - десятичный логарифм шага разведений (=1);

n - число лунок, приходящееся на каждое разведение вируса;

p - число лунок для разведения, соответствующего Dmax, и всех последующих разведений, в которых наблюдается поражение клеток вирусом.

Титр вируса должен быть не менее 105 ТЦД50/0,1 мл.

При соответствии титра вируса необходимому значению дальнейшего пассирования не требуется. Культуральный флакон с вирусной суспензией размораживают, центрифугируют при 1000 об/мин 3 - 5 мин, супернатант аликвотируют по 0,1 мл. Получают референсный образец, который характеризуется определённым пассажем. Аликвоты этикетируют, хранят при температуре минус 80 °С, не допуская повторного замораживания. Срок годности не ограничен, при условии, что титр вируса не ниже 105 ТЦД50/0,1 мл. Титр определяют перед созданием каждого рабочего банка.

Создание рабочего банка вируса.

Для получения рабочего банка вируса референсный образец разводят поддерживающей средой до 100 – 1000 ТЦД/0,1 мл. Из культурального флакона площадью 25 см2 со сформированным монослоем сливают культуральную среду, промывают монослой 2 - 3 раза поддерживающей средой без сыворотки, вносят 1 мл вирусной суспензии, и инкубируют флакон в течение 1 ч в СО2-инкубаторе в стандартных условиях. Далее во флакон вносят        4 - 5 мл поддерживающей среды и инкубируют в течение 24 ч в СО2-инкубаторе в стандартных условиях. Таким же образом осуществляют еще 1 - 3 пассажа, в каждом из которых должно достигаться 100 % ТЦД в течение суток. Далее отбирают образец, замораживают, проверяют титр вируса, аликвотируют и хранят, как описано в подразделе «Приготовление суспензии индикаторного вируса».

Приготовление испытуемых растворов.

Испытуемый раствор субстанции (ИР). 

Субстанцию (при необходимости после ее размораживания (порядок размораживания субстанции должен быть приведен в разделе «Описание»)) разбавляют в культуральном планшете поддерживающей питательной средой до концентрации (МЕ/мл) (исходное разведение субстанции), равной концентрации рабочего разведения стандартного образца, (см. подраздел «Определение чувствительности клеток к интерферону альфа»), исходя из её минимальной номинальной активности.
Возможно изменение степени разведения образца в зависимости от предполагаемой активности субстанции.
Раствор международного стандартного образца интерферона человеческого рекомбинантного альфа-2a или альфа-2b. В ампулу с лиофилизированным международным стандартным образцом (МСО) интерферона альфа-2a (63000 МЕ/амп) или интерферона альфа-2b (70000 МЕ/амп) помещают 500 мкл воды стерильной очищенной и растворяют содержимое, вращая ампулу вокруг оси до растворения вещества. Полученный раствор помещают в стерильную микроцентрифужную пробирку, ополаскивают ампулу водой стерильной очищенной в количестве 400 мкл и прибавляют полученный раствор в эту же пробирку. Объём стандартного раствора доводят до 1 мл водой стерильной очищенной. Полученный раствор разбавляют в 10 раз ростовой питательной средой. Для этого в стерильную центрифужную пробирку помещают 900 мкл стандартного раствора и 8,1 мл ростовой питательной среды и перемешивают пипетированием. Полученный стандартный раствор содержит 6300 МЕ интерферона альфа-2a в 1 мл или 7000 МЕ интерферона альфа-2b в 1 мл. Стандартный раствор аликвотируют (например, по 100 мкл) и замораживают при температуре не выше минус 70 °С. 

Раствор годен в течение 6 мес. при хранении при температуре не выше минус 70 °С. Размораживают раствор при комнатной температуре только один раз, используют в день размораживания. Повторная процедура размораживания-замораживания не допускается.
Раствор стандартного образца (СО). Процедура приготовления раствора стандартного образца, откалиброванного в международных единицах (МЕ) относительно МСО, должна быть приведена в нормативной документации.

Определение чувствительности клеток к интерферону человеческому рекомбинантному альфа-2.
Для определения минимального рабочего разведения интерферона следует однократно, заранее определить активность стандартного образца на линии клеток, используемой для проведения испытания. Далее приведена процедура для международного стандартного образца (МСО) (для стандартного образца (СО), откалиброванного в международных единицах (МЕ) относительно МСО, определение проводят аналогично).
Аликвоту МСО (100 мкл, 6300 МЕ интерферона альфа-2a в 1 мл, разведение МСО 1:10 или 100 мкл, 7000 МЕ интерферона альфа-2b в 1 мл, разведение МСО 1:10) размораживают при комнатной температуре в течение не более 10 мин. В пробирку с МСО прибавляют 900 мкл поддерживающей питательной среды (разведение 1:100). Далее готовят серию двукратных разведений МСО, смешивая в культуральном планшете для предварительных разведений по 500 мкл предыдущего разведения МСО с 500 мкл поддерживающей питательной среды. Серия разведений МСО:

1:100→1:200→1:400→1:800→1:1600→1:3200→1:6400→1:12800→

→1:25600→1:51200→1:102400→1:204800

Из лунок 96-луночного планшета с клеточным монослоем удаляют культуральную среду и вносят по 100 мкл каждого разведения МСО, не менее чем по 4 лунки на каждое разведение. Кроме того, на планшете оставляют не менее 4 лунок для контроля качества клеточного монослоя (КК) и не менее 16 лунок для контроля дозы вируса-индикатора. В эти лунки вносят по 100 мкл поддерживающей питательной среды.

После прибавления растворов 96-луночный планшет инкубируют в СО2-инкубаторе в течение 22-26 ч в стандартных условиях.

После инкубирования из 96-луночного планшета удаляют культуральную среду и во все лунки, содержащие стандартный раствор, прибавляют по 100 мкл раствора индикаторного вируса в рабочей дозе 100 ТЦД50/0,1 мл. В лунки, предназначенные для контроля дозы вируса-индикатора, вносят по 100 мкл разведений вируса, соответствующих 100 ТЦД50/0,1 мл, 10 ТЦД50/0,1 мл, 1 ТЦД50/0,1 мл, 0,1 ТЦД50/0,1 мл. В лунки, предназначенные для контроля клеточного монослоя, вносят по 100 мкл поддерживающей среды. После внесения индикаторного вируса 96-луночный планшет инкубируют в СО2-инкубаторе в течение 24 - 48 ч в стандартных условиях. Инкубацию прекращают при появлении цитопатического действия в монослое клеток с индикаторным вирусом в дозе 1 ТЦД50/0,1 мл.
Результаты испытания подлежат учёту, если выполняются следующие условия:

- отсутствует дегенерация клеточного монослоя в лунках с контролем клеточного монослоя (КК) и в лунках индикаторного вируса с 0,1 ТЦД50/0,1 мл;
- доза внесённого вируса составляет 10(2±0,25) ТЦД50 в 0,1 мл;
- в лунках, содержащих минимальное количество интерферона (разведение 1:204800), наблюдается полное поражение клеточного монослоя вирусом;
- в лунках, содержащих максимальное количество интерферона (разведение 1:100), наблюдается отсутствие поражения клеточного монослоя вирусом.

За титр стандартного раствора принимают величину, обратную разведению стандарта, при котором клеточная культура в 50 % лунок оказалась полностью защищённой от цитопатического действия вируса. Титр стандартного раствора (TМСО) рассчитывают, используя метод Спирмена-Кербера:
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 - двоичный логарифм титра международного стандартного образца;

Dmax - двоичный логарифм разведения, ниже которого наблюдается защита клеток от вируса (то есть, отсутствие признаков деградации монослоя) в 100 % лунок (-);

d - двоичный логарифм шага разведений (=1);

n - число лунок, приходящееся на каждое разведение;

p - число лунок для разведения, соответствующего Dmax, и последующих разведений, в которых отсутствует цитопатическое действие вируса.

Минимальное рабочее разведение МСО (исходное рабочее разведение МСО) для определения специфической активности субстанции находится в пределах четырёх двукратных разведений ниже разведения, соответствующего определённому титру МСО.
Пример: Титр стандартного образца интерферона альфа-2b составил 12800,  для определения специфической активности субстанции минимальное разведение МСО, вносимое в клеточный монослой, равно 1:800 (12800/2/2/2/2 = 800). Для удобства приготовления разведений МСО (активность 70000 МЕ в ампуле) в этом случае оптимальным считается разведение МСО 1:700, соответствующее концентрации 100 МЕ/мл. Субстанцию в этом случае разводят до концентрации, равной 100 МЕ/мл, исходя из её минимальной номинальной активности.

Ход испытания при определении специфической активности субстанции.

Непосредственно в день испытания аликвоту МСО (100 мкл, 6300 МЕ интерферона альфа-2a в 1 мл, разведение МСО 1:10 или 100 мкл, 7000 МЕ интерферона альфа-2b в 1 мл, разведение МСО 1:10) размораживают при комнатной температуре в течение не более 10 мин. В пробирку с МСО прибавляют 900 мкл поддерживающей питательной среды (разведение 1:100). Далее готовят серию разведений МСО до разведения, определённого согласно подразделу «Определение чувствительности клеток к интерферону альфа» (исходное рабочее разведение МСО или СО). Затем готовят серию не менее чем из восьми двукратных разведений стандартного образца. Объёмы растворов должны быть достаточными для выполнения испытания в 4 повторностях. 

Субстанцию разбавляют согласно указаниям подраздела «Испытуемый раствор субстанции (ИР)».  Затем готовят серию не менее чем из восьми двукратных разведений субстанции, исходя из предполагаемой активности. Объёмы растворов должны быть достаточными для выполнения испытания в 4 повторностях.

Для определения специфической активности одной серии субстанции готовят пять 96-луночных планшетов с монослоем клеток - 4 рабочих и 1 контрольный для определения титра и контроля дозы вируса. Из всех лунок контрольного и рабочих планшетов удаляют культуральную среду.
Затем в лунки 4 рабочих планшетов вносят приготовленные разведения испытуемого образца и стандартного раствора, по 4 лунки на каждое разведение. Оставляют на каждом планшете по 4 лунки для контроля целостности монослоя клеток (КК), и по 4 лунки для контроля рабочей дозы вируса (КВ), в эти лунки вносят по 100 мкл поддерживающей питательной среды. 
Примечание. Возможно проведение титрования испытуемого и стандартного образцов непосредственно в планшетах с монослоем клеток, в этом случае процедура должна быть описана в нормативной документации и подтверждена материалами валидации.
Определение титра вируса проводят в контрольном планшете. Пробирку с 0,1 мл вирусной суспензии размораживают, готовят десятикратные разведения вируса от 1:101 до 1:108 с помощью поддерживающей среды и помещают по 100 мкл каждого разведения в лунки 96-луночного планшета, не менее чем по 4 лунки на каждое разведение (в случае большей активности вируса диапазон разведений должен быть увеличен). В контрольные лунки прибавляют по 100 мкл поддерживающей среды. Также на этом планшете оставляют не менее 16 лунок для контроля дозы вируса-индикатора, в эти лунки вносят по 100 мкл поддерживающей среды.
Рабочие и контрольный планшеты инкубируют в течение 22-26 ч в СО2-инкубаторе в стандартных условиях. После инкубации определяют титр вируса, равный величине, обратной разведению вирусной суспензии, при котором клеточной монослой в 50 % лунках оказался пораженным цитопатическим действием. Концентрацию вируса в данном разведении обозначают как 1 ТЦД50/0,1 мл.

Готовят рабочую дозу индикаторного вируса (РДВ), то есть разведение вирусной суспензии, содержащее 100 ТЦД50 в 100 мкл, а также последовательные десятикратные разведения РДВ, содержащие 10 ТЦД50/0,1 мл, 1 ТЦД50/0,1 мл, 0,1 ТЦД50/0,1 мл.
Удаляют из рабочих планшетов культуральную среду.  Во все лунки рабочих планшетов, кроме лунок клеточного контроля, вносят по 100 мкл РДВ. В лунки контрольного планшета помещают по 100 мкл РДВ и его десятикратных разведений, используя не менее чем по 4 лунки на каждое разведение. В лунки с контролем клеток всех планшетов вносят по 100 мкл поддерживающей питательной среды. 
Планшеты инкубируют в течение 24-48 ч в СО2-инкубаторе в стандартных условиях  до появления дегенерации клеточного монослоя в лунках контрольного планшета с разведением, соответствующим 1 ТЦД50 в 0,1 мл.
Результаты испытания подлежат учёту, если выполняются следующие условия:

- отсутствует дегенерация клеточного монослоя в лунках с контролем клеточного монослоя (КК) и в лунках индикаторного вируса с 0,1 ТЦД50/0,1 мл;

- доза внесённого вируса составляет 10(2±0,25) ТЦД50 в 0,1 мл;

- в лунках, содержащих минимальное количество интерферона, наблюдается полное поражение клеточного монослоя вирусом;

- в лунках, содержащих максимальное количество интерферона, наблюдается отсутствие поражения клеточного монослоя вирусом.

Если хотя бы одно условие не соблюдается, результаты испытания не учитываются.

Учёт результатов.

Для учёта результатов используют инструментальный или визуальный метод. Инструментальный учёт проводят, как правило, с помощью модели параллельных линий. Возможен учёт с помощью других валидированных моделей.

Учёт результатов инструментальным методам.
Для учёта результатов инструментальным методом необходимо предварительное окрашивание клеток. С этой целью используют различные красители и способы окрашивания. Процедура окрашивания с указанием вида красителя должна быть описана в нормативной документации и подтверждена материалами валидации.
Пример (окрашивание клеток кристаллическим фиолетовым).
Содержимое из всех лунок рабочих планшетов удаляют, помещают по 0,05 мл 0,5 % раствора кристаллического фиолетового в каждую лунку планшета и инкубируют в течение 10 мин при комнатной температуре. Удаляют окрашивающий раствор в ёмкость, содержащую дезинфицирующий раствор, и промывают планшеты. Для этого 6 - 8 раз пипеткой заполняют лунки водой и удаляют содержимое в ёмкость с дезинфицирующим раствором. Высушивают планшеты на воздухе при комнатной температуре в течение не менее 12 ч. В каждую лунку помещают по 0,1 мл элюирующего раствора и встряхивают планшеты на шейкере со скоростью 300 - 450 об/мин в течение 40 - 60 мин при комнатной температуре. Измеряют оптическую плотность (ОП) содержимого лунок планшета на микропланшетном анализаторе при длине волны 595 нм (предварительное встряхивание в течение 4 с).
Обработка результатов с помощью модели параллельных линий.
Активность испытуемой субстанции рассчитывают с помощью модели параллельных линий. Математическую обработку результатов испытаний осуществляют с помощью программ PLA Stegmann Systems GmbH, Microsoft Excel или аналогичных программ.
Для стандартного и испытуемого растворов строят графики зависимости средних значений оптической плотности от дозы. Активность рассчитывают, используя линейный отрезок сигмоидального графика (минимум 3 точки).
Проверка пригодности системы. Система считается пригодной, и результаты подлежат учёту, если выполняются следующие условия: 

- для стандартного и испытуемого растворов наблюдается линейная зависимость значений оптических плотностей от дозы (определяется в рамках метода параллельных линий согласно F-критерию при уровне значимости 0,95);

- графики, отражающие зависимость оптических плотностей от дозы для стандартного и испытуемого растворов, параллельны (определяется в рамках метода параллельных линий согласно F-критерию при уровне значимости 0,95).

- для стандартного и испытуемого растворов наблюдается линейная регрессия значений оптических плотностей от дозы (определяется в рамках метода параллельных линий согласно F-критерию при уровне значимости 0,95).

Специфическую активность субстанции в МЕ/мл вычисляют как среднее значение активности по 4 рабочим планшетам по формуле:
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Учёт результатов визуальным методом.
В рабочих планшетах с помощью инвертированного микроскопа для каждого разведения стандартного и испытуемого растворов определяют количество лунок в каждом разведении, где наблюдается деградация клеточного монослоя. Для каждого планшета рассчитывают титр стандартного (TСО) и испытуемого образцов (TИР), используя метод Спирмена-Кербера:
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где:   log2ED50- двоичный логарифм титра стандартного или испытуемого образцов;
Dmax - двоичный логарифм разведения, ниже которого наблюдается защита клеток от вируса (то есть, отсутствие признаков деградации монослоя) в 100 % лунок (-);

d - двоичный логарифм шага разведений (=1);

n - число лунок, приходящееся на каждое разведение;

p - число лунок для разведения, соответствующего Dmax, и последующих разведений, в которых отсутствует цитопатическое действие вируса.

Для каждого рабочего планшета рассчитывают специфическую активность субстанции по формуле:
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Специфическую активность субстанции в МЕ/мл вычисляют как среднее значение активности по 4 рабочим планшетам по формуле:
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В случае выявления несоответствия субстанции вышеуказанным требованиям испытание повторяют дважды. Если при повторном анализе хотя бы в одном повторе несоответствие появляется вновь, то субстанцию бракуют.
Удельная активность. Величина показателя должна быть не менее 1,4∙108 МЕ антивирусной активности субстанции/мг белка, если в нормативной документации нет других указаний.

Определяют расчётным методом как частное от деления величины специфической активности (МЕ/мл) на величину содержания белка (мг/мл).

Прозрачность. Субстанция (в виде раствора или после её размораживания) должна быть прозрачной или по степени мутности не должна превышать эталон I. Определение проводят в соответствии с требованиями ОФС «Прозрачность и степень мутности жидкостей» (в случае размораживания - через 2 ч после полного размораживания субстанции). 
Цветность. Субстанция (в виде раствора или после её размораживания) должна быть бесцветной по сравнению с водой. Определение проводят в соответствии с ОФС «Степень окраски жидкостей» (в случае размораживания - через 2 ч после полного размораживания субстанции)

рН. От 4,7 до 7,5. Границы установленной нормы для  данного значения не должны быть более 1,0.  Определение проводят потенциометрическим методом в соответствии с ОФС «Ионометрия».
Чистота. 

Метод электрофореза в полиакриламидном геле с SDS  в восстанавливающих условиях при окрашивании нитратом серебра. 

На электрофореграмме испытуемого раствора должна выявляться основная интенсивная полоса с молекулярной массой около 19000 Да, допускается присутствие дополнительных менее интенсивных полос с более низкой молекулярной массой, чем основная полоса. Ни одна из дополнительных полос не может быть более интенсивной, чем основная полоса,полученная для 1,0 % стандартного раствора, и должно быть не более трех дополнительных полос, более интенсивных, чем основная полоса, полученная для 0,2 % стандартного раствора. 

Метод электрофореза в полиакриламидном геле с SDS - в невосстанавливающих  условиях при окрашивании нитратом серебра.

 На электрофореграмме  испытуемого раствора должна выявляться основная интенсивная полоса с молекулярной массой около 19000 Да, допускается присутствие дополнительных менее интенсивных полос с более высокой молекулярной массой, чем основная полоса. Ни одна из дополнительных полос не может быть более интенсивной, чем основная полоса, полученная для 1,0 % стандартного раствора, и должно быть не более трех дополнительных полос, более интенсивных, чем основная полоса, полученная для 0,2 % стандартного раствора. 

Испытания проводят в соответствии с ОФС «Электрофорез в полиакриламидном геле». В нормативной документации методики в восстанавливающих и невосстанавливающих условиях должны быть изложены раздельно.

Примечания
Испытуемый раствор (а). Субстанцию после размораживания разводят буферным раствором для образцов (2х) до концентрации белка 1 мг/мл, исходя из содержания белка, установленного  в соответствии с  разделом «Белок». Раствор используют свежеприготовленным.

Испытуемый раствор (b). 5 мкл испытуемого раствора (a) помещают в пробирку вместимостью 0,6 мл, прибавляют 20 мкл буферного раствора для образцов (1х) и перемешивают, концентрация белка – 0,20 мг/мл. Раствор используют свежеприготовленным.

Стандартный раствор. Стандартный образец интерферона альфа человека (ОСО, СОПр, ЕР CRS).  

При использовании ЕР CRS образец разводят до концентрации белка 2 мг/мл, исходя из содержания белка в стандартном образце, указанного в сертификате, разливают по 0,03 – 0, 05 мл в микроцентрифужные пробирки вместимостью 0,2 мл. Раствор годен в течение 12 мес при хранении при температуре от минус 90 до минус 70 °С в течение срока годности стандартного образца, (для CRS указывается на сайте EDQM). Готовят разведения стандартного раствора.

Стандартный раствор (а) (125 %). 0,030 мл стандартного раствора 2 мг/мл помещают в пластиковую пробирку вместимостью 0,6 мл, прибавляют 0,018 мл буферного раствора для образцов (1х) и перемешивают. Концентрация белка составляет 1,25 мг/мл. Раствор используют свежеприготовленным.

Стандартный раствор (b) (25 %). 0,010 мл стандартного раствора (a) помещают в пластиковую пробирку вместимостью 0,6 мл, прибавляют 0,040 мл буферного раствора для образцов (1х) и перемешивают. Концентрация белка составляет 0,25 мг/мл. Раствор используют свежеприготовленным.

Стандартный раствор (c) (5 %). 0,010 мл стандартного раствора (b) помещают в пластиковую пробирку вместимостью 0,6 мл, прибавляют 0,040 мл буферного раствора для образцов (1х) и перемешивают. Концентрация белка составляет 0,05 мг/мл. Раствор используют свежеприготовленным.

Стандартный раствор (d) (1 %). 0,010 мл стандартного раствора (c) помещают в пластиковую пробирку вместимостью 0,6 мл, прибавляют 0,040 мл буферного раствора для образцов (1х) и перемешивают. Концентрация белка составляет 0,01 мг/мл. Раствор используют свежеприготовленным.
Стандартный раствор (e) (0,2 %). 0,010 мл стандартного раствора (d) помещают в пластиковую пробирку вместимостью 0,6 мл, прибавляют 0,040 мл буферного раствора для образцов (1х) и перемешивают. Концентрация белка составляет 0,002 мг/мл. Раствор используют свежеприготовленным.

При использовании ОСО и СОПр данные образцы разводят в соответствии с инструкцией по применению ОСО/СОПр так, чтобы в лунки геля внести количества белка, аналогичные количеству белка в растворах (a-e): 125, 25, 5, 1 и 0,2 % белка.

Раствор маркерных белков (f). Используют смесь маркерных белков, обеспечивающих в диапазоне молекулярных масс от 14 до 66 кДа значение коэффициента детерминации (R2) ≥0,96. Указывают процедуру подготовки образцов маркерных белков, а также условия и срок их хранения. 

Методика 

Примеси определяют методом вертикального электрофореза в полиакриламидном геле с натрия лаурилсульфатом в восстанавливающих (в присутствии ДТТ) и невосстанавливающих условиях (без ДТТ), используя 15 % разделяющий гель, с последующим окрашиванием нитратом серебра.

Готовят испытуемые и стандартные растворы. 

Для проведения анализа в восстанавливающих условиях непосредственно перед нанесением на гель к 15 мкл каждого стандартного раствора (а) - (е) и к 15 мкл испытуемых растворов (а) и (b) прибавляют по 1 мкл 2 М раствора ДТТ.

Испытуемые и стандартные растворы инкубируют в закрытых пробирках при температуре 95 - 100 °С в течение 2-5 мин.

В лунки концентрирующего геля помещают по 5 мкл раствора маркерных белков (f) и по 10 мкл остальных растворов (при использовании в качестве стандартного образца ОСО/СОПр вносимый в лунки объем должен обеспечивать внесение количества белка, соответствующее количеству белка стандартных растворов (a-e) EP CRS). 

Электрофорез проводят при 200 В в режиме постоянного напряжения, индикатором окончания процесса является достижение красителем (бромфеноловый синий) нижнего края геля. 

После завершения разделения гели окрашивают нитратом серебра в соответствии с ОФС «Электрофорез в полиакриламидном геле».
Для оценки результатов используют денситометр или аналогичное оборудование. 

Проверка пригодности системы. Система считается пригодной, и результаты анализа подлежат учету, если в восстанавливающих и невосстанавливающих условиях выполняются следующие условия:

- маркерные белки на электрофореграмме раствора (f) распределены по всей длине геля,

- видна полоса, полученная на электрофореграмме стандартного раствора (е),

- наблюдается градация интенсивности окраски полос, полученных на электрофореграммах испытуемых растворов (a) и (b) и на электрофореграммах стандартных растворов от (a) до (e).

Оценка  результатов

На электрофореграммах испытуемых и стандартных растворов определяют интенсивность, подвижность и ширину полос активного вещества субстанции и его примесей. Молекулярную массу компонентов субстанции (что отражается в полосах на электрофореграммах) рассчитывают по калибровочному графику на основании известных молекулярных масс маркерных белков (раствор f).

Полосы на электрофореграммах испытуемых и стандартных растворов считаются соответствующими по подвижности, если положение полос не отличаются друг от друга более чем на их полуширину.

2.Метод высокоэффективной жидкостной хроматографии.

    На хроматограмме испытуемого раствора площадь основного пика должна составлять не менее 95 % от суммы площадей всех пиков. Площадь любого дополнительного пика должна составлять не более 3 % от суммы площадей всех пиков. Сумма площадей всех дополнительных пиков должна составлять не более 5 % от суммы площадей всех пиков.

Элюент А. 700 мл воды помещают в стеклянный флакон с завинчивающейся крышкой вместимостью 1000 мл, прибавляют 2 мл (2,95 г) трифторуксусной кислоты, 300 мл ацетонитрила и перемешивают. Перед использованием раствор дегазируют любым удобным способом. Срок годности раствора - 14 сут при хранении при температуре от 15 до 30 °С в плотно укупоренном флаконе. 
Элюент В. 200 мл воды помещают в стеклянный флакон вместимостью 1000 мл с завинчивающейся крышкой, прибавляют 2 мл (2,95 г) трифторуксусной кислоты, 800 мл ацетонитрила и перемешивают. Перед использованием раствор дегазируют любым удобным способом. Срок годности раствора - 14 сут при хранении при температуре от 15 до 30 °С в плотно укупоренном флаконе. 

0,25 % раствор перекиси водорода. 1470 мкл воды помещают в пробирку микроцентрифужную вместимостью 1,7 мл, прибавляют 10 мкл перекиси водорода и перемешивают. Раствор используют свежеприготовленным.
Раствор L-метионина с концентрацией 25 мг/мл. 0,25 г L-метионина помещают в центрифужную коническую пробирку вместимостью 15 мл, прибавляют 10 мл воды и перемешивают до растворения. Раствор используют свежеприготовленным.

Испытуемый раствор и стандартный раствор (а). Субстанцию после ее размораживания и  стандартный образец интерферона альфа-2b разводят водой до концентрации белка 1 мг/мл. Если концентрация белка в субстанции менее 1 мг/мл, возможно увеличение объема пробы, необходимой для испытания. Концентрация раствора стандартного раствора в данном случае должна  совпадать с концентрацией испытуемого раствора. 

Стандартный раствор (b) (раствор окисленного интерферона). 150 мкл раствора стандартного образца (а) помещают в микроцентрифужную пробирку вместимостью 0,65 мл, прибавляют 3 мкл 0,25 % раствора перекиси водорода, выдерживают при температуре от 15 до 30 °С в течение 1 ч, прибавляют 150 мкл раствора L-метионина 25 мг/мл и оставляют на 1 ч при температуре от 15 до 30 °С. Срок годности раствора -24 ч при хранении при температуре от 2 до 8 °С. 

Хроматографические условия:

	Колонка
	250 × 4,6 мм, заполненная октадецилсилил (C18) силикагелем, диаметр частиц 5 мкм, размер пор 300 Å.

	Скорость потока
	1 мл/мин

	Температура колонки
	(35 ± 1) °С

	Детектор
	УФ детектор, длина волны 210 нм 

	Объем пробы стандартного раствора (а), испытуемого раствора
	25 мкл

	Объем пробы стандартного раствора (b)
	50 мкл

	Порядок проведения анализа
	Стандартный раствор (а), 

стандартный раствор (b), 

испытуемый раствор  - 5 повторов

стандартный раствор (а).


Программа градиента:

	Интервал, мин
	Элюент А, % об./об.
	Элюент В, % об./об.

	0→1
	72
	28

	1→5
	72→67
	28→33

	5→20
	67→63
	33→37

	20→30
	63→57
	37→43

	30→40
	57→40
	43→60

	40→42
	40
	60

	42→50
	40→72
	60→28

	50→60
	72
	28


Критерии пригодности хроматографической системы. Хроматографическая система считается пригодной, и результаты анализа подлежат учету, если выполняются следующие условия:

на хроматограммах стандартного раствора (а):

- наблюдается один основной пик со временем удерживания 
17 - 25 мин;

- эффективность хроматографической колонки, рассчитанная по основному пику в начале и в конце серии измерений, составляет не менее 2000 теоретических тарелок;

на хроматограмме стандартного раствора (b):

- относительное время удерживания окисленной формы интерферона по отношению к основному пику составляет около 0,9;

на хроматограммах испытуемого раствора:

- относительное стандартное отклонение площади пика интерферона, рассчитанное по пяти последовательным хроматограммам, не превышает 2,5 %.

Учет результатов

На хроматограмме испытуемого раствора определяют площадь каждого пика. Площадь любого дополнительного пика должна составлять не более 3 % от суммы площадей всех пиков. Сумма площадей всех дополнительных пиков должна составлять не более 5 % от суммы площадей всех пиков.

Микробиологическая чистота. Должны быть предусмотрены требования и испытания микробиологической чистоты до стерилизующей фильтрации.

Стерильность. Субстанция должна быть стерильной, если хранится после стерилизующей фильтрации. Испытание  проводят в соответствии с требованиями ОФС «Стерильность». В нормативной документации должны быть приведены следующие сведения: методы испытания («прямой посев», «мембранная фильтрация», «прямой посев или мембранная фильтрация»); используемые питательные среды; соотношение количества испытуемого препарата и питательной среды при испытании методом прямого посева; количество (общий объём) и наименование промывочной жидкости при испытании методом мембранной фильтрации; обладает или не обладает  препарат  антимикробным действием в условиях испытания и способе его устранения. Следует описать процедуру пробоподготовки, определить необходимость разведения (растворения) препарата с указанием разводящей  жидкости.
Бактериальные эндотоксины. Содержание бактериальных эндотоксинов должно соответствовать нормам, указанным в фармакопейной статье или нормативной документации на субстанцию. Испытание проводят в соответствии с ОФС «Бактериальные эндотоксины» по указанному в нормативной документации методу. 


Токсичность на культуре клеток. Субстанция должна быть нетоксичной в разведении, соответствующем специфической активности 1 ∙ 105 МЕ/мл. Определение токсичности проводят в культуре перевиваемых клеток, чувствительных к интерферону альфа (допустимые к использованию клетки приведены в разделе «Специфическая активность»).

Испытания проводятся в асептических условиях.
Испытуемый раствор. Субстанцию разбавляют в культуральном планшете ростовой питательной средой (приготовление описано в разделе «Специфическая активность») до концентрации 1∙ 105 МЕ/мл.
Ход испытания:

Испытуемый раствор субстанции вносят по 100 мкл не менее чем в 4 лунки культурального 96-луночного планшета со сформировавшимся клеточным монослоем (после удаления из него культуральной среды), одновременно не менее, чем в 4 лунки того же планшета вносят по 100 мкл ростовой питательной среды (контроль клеток). Планшет инкубируют не менее 48 ч в стандартных условиях, после чего просматривают под инвертированным микроскопом для визуальной оценки морфологии клеток и качества монослоя.
Результаты испытания подлежат учёту, если в лунках с клетками, не содержащими интерферон альфа-2b, клеточный монослой остается неповрежденным, без признаков дегенерации.
Если морфология клеток и качество монослоя в лунках с испытуемым раствором не отличаются от клеточного контроля, то субстанцию считают нетоксичной.

В случае выявления признаков дегенерации в лунках с испытуемым раствором при визуальном учете испытание повторяют дважды. Если при повторном анализе хотя бы в одном повторе деградация появляется вновь, то субстанцию бракуют.

Аномальная токсичность. Субстанция должна быть нетоксична. Испытания проводят в соответствии с ОФС «Аномальная токсичность». Вид животных, тест-доза, способ введения и срок наблюдения должны быть указаны в нормативной документации.

Остаточные белки штамма продуцента. Содержание остаточных белков штамма-продуцента должно быть не более 0,2 нг на мкг белка. Определение проводят методом иммуноферментного анализа согласно инструкции производителя по использованию набора реагентов.  

Остаточная ДНК штамма продуцента. Содержание остаточной ДНК штамма-продуцента не должно превышать 100 пг на дозу, если не обосновано иное. Определение остаточной ДНК штамма-продуцента допускается проводить различными методиками с установленным пределом обнаружения/пределом количественного определения: метод молекулярной гибридизации с использованием соответствующих ДНК-зондов, меченных, например, биотином или  дигоксигенином, метод на основе полимеразной цепной реакции в реальном времени, а также методы, не связанные со специфической нуклеотидной последовательностью: иммуноферментный метод «Threshold system» (связывание ДНК с мечеными антителами к ДНК и последующая реакция полученного комплекса с антителом к этому белку) и непосредственное связывание ДНК с флуоресцентным красителем. Используемые методики должны быть валидированы, должно быть предусмотрено использование стандартных и контрольных образцов. Описание методики должно быть включено в досье/НД.

При  использовании метода молекулярной гибридизации должны быть предусмотрены контрольные образцы с концентрацией, соответствующей пределу обнаружения или пределу количественного определения методики, а также указаны критерии пригодности системы:

- требования к эффективности включения используемой метки в зонд;

- в образцах калибровочного ряда должна отмечаться зависимость интенсивности окраски пятен стандартного образца от количества внесенной ДНК.

- требования к выявлению контрольных образцов;

При  использовании метода полимеразной цепной реакции должен быть обоснован выбор участка генома, к которому выбраны праймеры, проведено сравнение с результатами определения остаточной ДНК с помощью ранее использованной методики, которой является, как правило, методика на основе молекулярной гибридизации. Методика должна соответствовать требованиям ОФС «Полимеразная цепная реакция».

При  использовании иммуноферментного метода (Threshold system) должен быть указан вариант способа обработки испытуемого образца, используемое программное обеспечение и критерии оценки результатов. Должны быть предусмотрены критерии пригодности системы, установленные на основании результатов валидации методики. 

При  использовании метод флуоресцентного окрашивания должны быть указаны критерии пригодности системы и предусмотрено использование контрольных образцов, соответствующих пределу обнаружения или пределу количественного определения.

Маркировка и упаковка.  В соответствии с ОФС «Иммунобиологические лекарственные препараты».

Транспортирование. 

Раствор. При температуре от 2 до 8 0С.

Замороженный раствор. При температуре не выше минус 18 °С в течение не более 30 дней. 
Хранение. 

Раствор. При температуре от 2 до 8 0С.

Замороженный раствор. При температуре не выше минус 40 °С. После размораживания раствора допустимо его хранение при температуре от 2 до 8 °С в течение не более 30 дней, если иное не указано в нормативной документации.
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