Биологические методы оценки 
ОФС
подлинности и специфической 

активности лекарственных средств

на основе интерферона альфа


Вводится впервые
_____________________________________________________________________________________________
Настоящая общая фармакопейная статья определяет основные требования к биологическим методам определения подлинности и специфической активности препаратов интерферона и распространяется на субстанции и лекарственные формы интерферона человеческого альфа типа природного и генно-инженерного происхождения.
ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ

Методы определения специфической активности и подлинности основаны на способности интерферона альфа подавлять цитопатическое действие индикаторного вируса в культуре клеток в сравнении со стандартным образцом (СО) интерферона. Активность препарата выражают в международных единицах (МЕ). Рассчитанная специфическая активность должна составлять не менее 80 % и не более 125 % от заявленной активности, если иное не указано в нормативной документации НД производителя.
Испытания проводят с использованием соответствующих линий клеток, чувствительных к определенному альфа типу интерферона и к индикаторному вирусу.
В качестве стандартного образца могут использоваться международный стандартный образец (МСО) активности интерферона альфа или стандартный образец, откалиброванный в международных единицах относительно МСО.
1. Определение подлинности путём нейтрализации противовирусной активности

Интерферон, входящий в состав лекарственного средства, должен инактивироваться анти-альфа-интерфероновыми поликлональными или моноклональными антителами (далее нейтрализующими антителами) аналогично СО. Перечень МСО представлен в разделе «Специфическая активность».
Испытания выполняют с использованием культуры перевиваемых клеток, чувствительных к человеческому рекомбинантному альфа-2 или человеческому лейкоцитарному интерферону, и индикаторного вируса (рекомендованные к использованию комбинации клеточная культура/вирус приведены в разделе «Специфическая активность»).
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 лекарственного средства (ИР).
Пробоподготовку лекарственного средства (в случае её необходимости) проводят в соответствии с описанием, представленным в разделе «Специфическая активность». Лекарственное средство 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 альфа приведена в разделе «Специфическая активность».
Аликвота раствора МСО интерферона альфа-2a содержит 6300 МЕ интерферона в 1 мл, интерферона альфа-2b - 7000 МЕ интерферона в 1 мл, а интерферона лейкоцитарного – 1100 МЕ интерферона в 1 мл.  Аликвоты раствора МСО хранятся до проведения испытания при температуре не выше минус 40°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 лекарственного средства и стандартного образца.
Подготовка нейтрализующих антител.
Нейтрализующие антитела выпускают в двух формах: лиофильно высушенные и жидкие.
Предварительная подготовка лиофилизированных нейтрализующих антител.
Разведение лиофилизированных антител производят в соответствии с прилагаемой инструкцией. Полученный раствор антител разливают на аликвоты, замораживают и хранят в условиях, указанных в инструкции. Аликвоту антител размораживают при комнатной температуре в течение не более 10 мин. Повторная процедура размораживания-замораживания не допускается.

Предварительная подготовка жидких нейтрализующих антител. Упаковку размораживают и центрифугируют в течение нескольких секунд для удаления жидкости с крышки. Вскрывают упаковку с антителами. Перемешивают содержимое пипетированием. Раствор разливают на аликвоты, замораживают и хранят в условиях, указанных в инструкции. 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 и инкубирования в течение 22-26 ч в стандартных условиях, из планшета удаляют культуральную среду 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 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 фактора разведения, ниже которого наблюдается поражение клеток в 100 % лунок (+);

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 лекарственного средства 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 лекарственного средства 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 испытуемого лекарственного средства 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 лекарственного средства, во второй ряд - для нейтрализации стандартного раствора. Во все лунки первого ряда помещают равные антителам объёмы рабочего разведения лекарственного средства (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 лекарственного средства и 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 (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 течение 22-26 ч в стандартных условиях.

После инкубирования из 96-луночного планшета удаляют культуральную среду 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 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.
Лекарственное средство считается выдержавшей испытания на подлинность, если нейтрализация активности испытуемого и стандартного растворов происходит при аналогичных разведениях антител.
В случае выявления несоответствия лекарственного средства вышеуказанным требованиям испытание повторяют дважды. Если при повторном анализе хотя бы в одном повторе несоответствие появляется вновь, то лекарственное средство бракуют.
2. Специфическая активность. 
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. 
Перечень международных стандартных образцов интерферона альфа:
· МСО интерферона человеческого рекомбинантного альфа-2a, 63000 МЕ в ампуле;

· МСО интерферона человеческого рекомбинантного альфа-2b, 70000 МЕ в ампуле; 

· МСО интерферона человеческого лейкоцитарного, 11000 МЕ в ампуле.
Вид клеток и индикаторного вируса, используемых для анализа, указывают в нормативной документации. Рекомендовано использование следующих комбинаций клеточная линия/вирус: 

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

- Клетки линии Vero, индикаторный вирус - вирус везикулярного стоматита (VSV)/ вирус энцефаломиокардита мышей (EMCV).

- Клетки линии Нер-2с, индикаторный вирус - вирус энцефаломиокардита (EMСV).
Возможно использование других комбинаций клеточная линия/вирус, основанное на способности данной комбинации обеспечить наиболее выраженную реакцию на испытуемый препарат в сравнении со стандартным образцом.
Примечание
Если, в состав лекарственного средства, кроме интерферона, входят вещества, обладающие цитопатическим действием, то при выборе клеточной линии, ее чувствительность к интерферону подбирается так, чтобы наибольшая испытуемая концентрация лекарственного средства, вносимая в планшет с клетками, не вызывала гибели клеточного монослоя.
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.
Примечание
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.

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)  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. 3 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 банка культур, готовят рабочий банк клеток. Процедура создания банка должна быть описана в нормативной документации. 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. Отбирают пробу для подсчёта клеток (50-100 мкл), 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 процентах вычисляют по формуле:
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где:
N0 – общее количество клеток, кл/мл;

Ni – количество окрашенных клеток, кл/мл;

100 – коэффициент пересчёта, в проценты
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 фактора разведения, ниже которого наблюдается поражение клеток в 100 % лунок (+);

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 перемешивают и 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».
Примечание
Приготовление испытуемых растворов.

Испытуемый раствор лекарственного средства (ИР). 

1. Лекарственное средство – субстанция.Предварительная пробоподготовка не требуется. Субстанцию разбавляют в культуральном планшете поддерживающей питательной средой до концентрации (МЕ/мл) (исходное разведение лекарственного средства), 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.
2. Лекарственное средство – водный раствор (раствор для инъекций, раствор для местного применения, раствор для ингаляций).Предварительная пробоподготовка не требуется. Лекарственное средство разбавляют в культуральном планшете поддерживающей питательной средой до концентрации (МЕ/мл) (исходное разведение лекарственного средства), равной концентрации рабочего разведения стандартного образца, (см. подраздел «Определение чувствительности клеток к интерферону альфа»), исходя из его номинальной активности.

3. Лекарственное средство – лиофилированный препарат (лиофилизат для приготовления раствора для инъекций, раствор для местного применения, раствор для ингаляций).Предварительная пробоподготовка заключается в восстановлении лиофилизированного препарата с помощью растворителя, указанного в Инструкции по применению, или иного растворителя (вода для инъекций, натрия хлорида раствор 0,9 % для инъекций, поддерживающая питательная среда и др.). Затем приготовленный препарат разбавляют в культуральном планшете поддерживающей питательной средой до концентрации (МЕ/мл) (исходное разведение лекарственного средства), равной концентрации рабочего разведения стандартного образца, (см. подраздел «Определение чувствительности клеток к интерферону альфа»), исходя из его номинальной активности.

4. Лекарственное средство – препарат на гидрофильной основе (гель и мазь для местного, наружного применения, суппозитории вагинальные, ректальные).
Гели и мази: отбирают не менее двух туб с препаратом, из содержимого готовят объединённую пробу. 
Суппозитории: отбирают не менее 5 суппозиториев, измельчают, готовят объединённую пробу.

Точную навеску испытуемого образца разбавляют поддерживающей питательной средой или иным разбавителем, указанным в нормативной документации, в соотношении 1:10. Смесь помещают в термостат при температуре (37 ± 1) °С не менее чем на 15 мин, периодически перемешивая до получения гомогенного раствора (условия растворения могут отличаться от указанных и должны быть приведены в нормативной документации).
Далее полученный раствор разбавляют в культуральном планшете поддерживающей питательной средой до концентрации (МЕ/мл) (исходное разведение лекарственного средства), равной концентрации рабочего разведения стандартного образца, (см. подраздел «Определение чувствительности клеток к интерферону альфа»), исходя из его номинальной активности.
5. Лекарственное средство – препарат на гидрофобной основе, поддающиеся эмульгированию (гель и мазь для местного, наружного применения, суппозитории вагинальные, ректальные).
Мази: отбирают не менее двух туб с препаратом, из содержимого готовят объединённую пробу.
Суппозитории: отбирают не менее 5 суппозиториев, измельчают, готовят объединённую пробу.

Точную навеску испытуемого образца разбавляют поддерживающей питательной средой или иным разбавителем, указанным в нормативной документации, в соотношении 1:10. Смесь помещают в термостат при температуре (37 ± 1) °С не менее чем на 30 мин, периодически перемешивая до получения гомогенной эмульсии (условия эмульгирования могут отличаться от указанных, должны быть приведены в нормативной документации).
Далее полученную эмульсию разбавляют в культуральном планшете поддерживающей питательной средой до концентрации (МЕ/мл) (исходное разведение лекарственного средства), равной концентрации рабочего разведения стандартного образца, (см. подраздел «Определение чувствительности клеток к интерферону альфа»), исходя из его номинальной активности.
6. Лекарственное средство – препарат на гидрофобной основе, не подвергающийся эмульгированию (мазь для местного, наружного применения, суппозитории вагинальные, ректальные); липосомальный препарат интерферона альфа (капсулы, лиофилизат для приготовления суспензии для приёма внутрь). Должна быть указана предварительная пробоподготовка и приготовление исходного разведения лекарственного средства.

7.  Раствор международного стандартного образца интерферона человеческого рекомбинантного альфа-2a или альфа-2b,или человеческого лейкоцитарного. В ампулу с лиофилизированным международным стандартным образцом (МСО) интерферона альфа-2a (63000 МЕ/амп), интерферона альфа-2b (70000 МЕ/амп) или интерферона человеческого лейкоцитарного (11000 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, или 1100 МЕ интерферона человеческого лейкоцитарного. Стандартный раствор аликвотируют (например, по 100 мкл), замораживают и хранят при температуре не выше минус 40 °С. 

Размораживают раствор при комнатной температуре только один раз, используют в день размораживания. Повторная процедура размораживания-замораживания не допускается.
Раствор стандартного образца (СО). Следует указывать процедуру приготовления раствора стандартного образца, откалиброванного в международных единицах (МЕ) относительно МСО.

Определение чувствительности клеток к интерферону.
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 или 100 мкл 1100 МЕ интерферона человеческого лейкоцитарного в 1 мл) 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.
Примечание
Доза внесённого вируса составляет 10(2±0,25) ТЦД50 в 0,1 мл при выполнении следующих условий:

· в лунках, соответствующих 100 ТЦД50/0,1 мл, 10 ТЦД50/0,1 мл, наблюдается поражение клеточного монослоя вирусом;

· наблюдается поражение клеточного монослоя вирусом в 1 – 3 из 4 лунок, соответствующих 1 ТЦД50/0,1 мл;

· в лунках, соответствующих 0,1 ТЦД50/0,1 мл, отсутствует поражение 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 фактора 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 лекарственного средства 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 лекарственного средства 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. Лекарственное средство в этом случае разводят до концентрации, равной 100 МЕ/мл, исходя из его номинальной активности (в случае, если лекарственное средство - субстанция, исходят из её минимальной номинальной активности).

Ход испытания при определении специфической активности лекарственного средства.

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 или 100 мкл 1100 МЕ интерферона человеческого лейкоцитарного в 1 мл) 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. 

Лекарственное средство разбавляют согласно указаниям подраздела «Испытуемый раствор лекарственного средства (ИР)». Затем готовят серию не менее чем из восьми двукратных разведений лекарственного средства, исходя из предполагаемой активности. Объёмы растворов должны быть достаточными для выполнения испытания.

Для определения специфической активности одной серии лекарственного средства готовят от двух до пяти 96-луночных планшетов с монослоем клеток – от одного до четырёх рабочих и один контрольный для определения титра и контроля дозы вируса. Из всех лунок контрольного и рабочих планшетов удаляют культуральную среду.
Затем в лунки всех 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. Выбор метода окрашивания основывается на возможности получения требуемой линейной зависимости между измеряемой величиной оптической плотности и количеством жизнеспособных клеток. 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 испытуемого лекарственного средства рассчитывают с помощью метода параллельных линий. Математическую обработку результатов испытаний осуществляют с помощью программного обеспечения, например, PLA Stegmann Systems GmbH, Microsoft Excel или аналогичных.
Для стандартного и испытуемого растворов строят графики зависимости средних значений оптической плотности от дозы. Активность рассчитывают, используя линейный отрезок сигмоидального графика (минимум 3 точки).
Условия 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 лекарственного средства (АЛС) вычисляют как среднее значение активности по всем рабочим планшетам по формуле:
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где:
N – количество рабочих планшетов;
АЛСn – специфическая активность лекарственного средства по каждому планшету.
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 фактора 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 лекарственного средства по формуле:
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где: 
АСО – активность образца МСО интерферона (СО интерферона) (МСО интерферона человеческого рекомбинантного альфа-2a, 63000 МЕ в ампуле; МСО интерферона человеческого рекомбинантного альфа-2b, 70000 МЕ в ампуле; МСО интерферона человеческого лейкоцитарного, 11000 МЕ в ампуле)
В формулу расчёта могут быть включены коэффициенты пересчёта в зависимости от пробоподготовки образца и требований, предъявляемых нормативной документацией к величине специфической активности, а именно: пересчёт на 1 г препарата, на 1 суппозиторий/дозу, на упаковку и др.
Специфическую активность лекарственного средства вычисляют как среднее значение активности по всем рабочим планшетам по формуле:
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В случае выявления несоответствия лекарственного средства вышеуказанным требованиям испытание повторяют дважды. Если при повторном анализе хотя бы в одном повторе несоответствие появляется вновь, то лекарственного средства бракуют.
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