	Определение активности 
протеина C человека
	ОФС

Вводится впервые


Настоящая общая фармакопейная статья распространяется на методы определения протеина C человека.
АНАЛИЗ

Протеин C человека – это витамин К–зависимый белок плазмы, который при активации до активированного протеина C (АПC) может ингибировать свертывание крови путем протеолитического расщепления факторов Va и VIIIa.

Определение активности протеина С человека проводят после его активации в АПС под действием специфического активатора из яда гадюки Agkistrodon contortrix contortrix. Образовавшийся АПС регистрируют по расщеплению специфического хромогенного субстрата с образованием пропорционального количества хромофора, который определяют спектрофотометрически (хромогенный метод), либо по удлинению времени свертывания системы, содержащей в избытке все факторы свертывания, кроме протеина С, которое пропорционально концентрации АПС в исследуемом образце (клоттинговый метод).
Активность протеина С оценивают относительно стандарта протеина С человека, откалиброванного в международных единицах. Международная единица (МЕ) – это активность установленного количества международного стандарта протеина С человека. 
Хромогенный метод

Оценка количественного содержания протеина С может осуществляться двумя способами: 

- по измерению скорости образования хромофора в реакционной смеси (скорости изменения окраски в минуту) - кинетический тест;

- по измерению интенсивности окраски реакционной смеси после остановки реакции через оптимальный промежуток времени - тест по конечной точке.

Проведение анализа допустимо в пробирках, в микропланшетах или с использованием автоматического анализатора свертывания крови.
Все реактивы и разведения стандарта и исследуемого препарата предварительно нагревают до 37±1 ºС.

В лунках микропланшета 0,025 мл каждого разведения стандарта и исследуемых препаратов смешивают с 0,050 мл активатора протеина C человека. Для каждого разведения готовят контрольный раствор, содержащий вместо исследуемого препарата буфер для разведения или воду очищенную. После инкубации при температуре 37±1 ºС в течение 10 мин во все лунки добавляют по 0,150 мл раствора хромогенного субстрата. 
Для выполнения кинетического теста содержимое лунок перемешивают, микропланшет устанавливают в анализатор/спектрофотометр и при температуре 37±1 ºС регистрируют скорость изменения оптической плотности в мин (∆А/мин) в течение 65 - 150 сек при длине волны 405 нм в соответствии с указаниями в нормативной документации. Время регистации оптической плотности может быть скорректировано с целью обеспечения линейной зависимости скорости образования хромофора от времени.

Для выполнения теста по конечной точке продолжают инкубацию при температуре 37±1 ºС в течение 10 мин. Время инкубации может быть скорректировано с целью обеспечения линейной зависимости скорости образования хромофора от времени. Реакцию останавливают добавлением 0,050 мл 50 % раствора уксусной кислоты. Измеряют оптическую плотность при длине волны 405 нм.
Вычитают скорость изменения оптической плотности/оптическую плотность контрольных растворов из скорости изменения оптической плотности/оптической плотности растворов стандартов и испытуемых образцов.

Строят график зависимости оптической плотности разведений стандартного раствора от активности в них протеина С.

Активность протеина С в исследуемом образце в МЕ/мл определяют по калибровочной зависимости с учетом предварительного разведения образца.
Примечания
1. Приготовление буфера для разведения
В качестве буфера для разведения может быть использован ТРИС-буфер, имидазоловый буфер или иной в соответствии с указаниями в нормативной документации. При наличии в препарате гепарина в буфер для разведения добавляют раствор гексадимидина бромида 10 мг/мл.
1.1. ТРИС-буфер, pH 8,4. 6,055 г трис (гидроксиметил) аминометана и 16,84 г цезия хлорида помещают в мерную колбу вместимостью 1000 мл, растворяют в воде очищенной, при необходимости корректируют pH до 8,4±0,1, доводят объем раствора водой очищенной до метки и вновь перемешивают. Раствор хранят при температуре от 2 до 8 ºС не более 6 мес.
1.2. Имидазоловый буфер, рН 7,3. 3,4 г имидазола и 5,8 г натрия хлорида помещают в мерную колбу вместимостью 1000 мл, растворяют в воде очищенной, доводят рН до 7,3±0,1, перемешивают, доводят объем раствора водой очищенной до метки и вновь перемешивают. Раствор хранят при температуре от 2 до 8 ºС не более 6 мес. Перед использованием 95,0 мл имидазолового буфера смешивают с 5,0 мл раствора альбумина человека 20 %.

2. Приготовление раствора активатора протеина C человека. Восстанавливают содержимое флакона и хранят в соответствии с инструкцией производителя. Перед использованием разводят водой очищенной до концентрации 0,25 Ед/мл.

3. Приготовление раствора хромогенного субстрата. Специфический хромогенный субстрат для АПC, например, L-пироглутамил-L-пролил-L-аргинин-р-анитроанилин гидрохлорид (pyroGlu-Pro-Arg-pNA. HCl) восстанавливают в воде очищенной до концентрации 4,5 ммоль/л. Перед использованием разводят буфером для разведения до концентрации 1,1 ммоль/л.

4. Приготовление кислоты уксусной 50% (об/об). Ледяную уксусную кислоту разводят равным объемом воды очищенной.

5. Подготовка испытуемого образца. Испытуемый препарат размораживают или восстанавливают в соответствии с инструкцией производителя. Готовят 3 независимых разведения (в двух повторах) в диапазоне концентрации от 0,050 до 0,200 МЕ/мл с использованием буфера для разведения или воды очищенной в соответствии с указаниями в нормативной документации.

6. Подготовка стандарта протеина С. Действующий международный стандарт протеина С или рабочий стандартный образец, откалиброванный по международному стандарту. Восстанавливают и хранят в соответствии с инструкцией производителя. Разведения и кратность их приготовления выбирают таким образом, чтобы зависимость регистрируемой скорости реакции (или оптической плотности) от концентрации протеина С имела линейный характер (например, в диапазоне концентраций от 0,01 до 0,5 МЕ/мл).

Допустимо применение готовых наборов реагентов, содержащих все компоненты для хромогенного теста кинетического/по конечной точке в соответствии с фармакопейной методикой. При использовании набора должна быть проведена верификация фармакопейной методики.

Клотинговый метод

Все реактивы и разведения стандарта и исследуемых препаратов предварительно нагревают до 37 оС.
Анализ проводят в автоматическом коагулометре при температуре               37 °С. В пластиковую пробирку коагулометра вносят 1 объем каждого разведения стандарта или испытуемых растворов, 1 объем плазмы, дефицитной по протеину С, 1 объем активатора протеина С человека, объединенного с АЧТВ реактивом, и инкубируют при температуре 37 °С в течение 2 мин. Время свертывания фиксируют с момента прибавления к смеси 1 объема 0,025 М раствора кальция хлорида.
Строят график калибровочной зависимости в полулогарифмических координатах. По логарифмической оси абсцисс откладывают значения активности протеина С в МЕ/мл, по оси ординат – время свертывания соответствующих разведений стандарта.

Активность в исследуемом образце определяют по калибровочной зависимости с учетом предварительного разведения образца.
Примечания.

1.Приготовление изотонического нехелатирующего буфера для разведения pH 7,4
В качестве буфера для разведения может быть использован ТРИС-буфер, имидазоловый буфер или иной в соответствии с указаниями в нормативной документации. При наличии в препарате гепарина в буфер для разведения добавляют раствор гексадимидина бромида 10 мг/мл.

1.1. ТРИС-буфер, pH 8,4. 6,055 г трис (гидроксиметил) аминометана и 16,84 г натрия хлорида помещают в мерную колбу вместимостью 1000 мл, растворяют в воде очищенной, при необходимости корректируют pH до 8,4±0,1, доводят объем раствора водой очищенной до метки и вновь перемешивают. Раствор хранят при температуре от 2 до 8 ºС не более 6 мес.

1.2. Имидазоловый буфер, рН 7,3. 3,4 г имидазола и 5,8 г натрия хлорида помещают в мерную колбу вместимостью 1000 мл, растворяют в воде очищенной, доводят рН до 7,3±0,1, перемешивают, доводят объем раствора водой очищенной до метки и вновь перемешивают. Раствор хранят при температуре от 2 до 8 ºС не более 6 мес. Перед использованием 95,0 мл имидазолового буфера смешивают с 5,0 мл раствора альбумина                     человека 20 %.
2. Подготовка плазмы, дефицитной по протеину С человека. Цитратная плазма крови доноров, не содержащая протеина С. Восстанавливают и хранят в соответствии с инструкцией производителя.

3. Приготовление раствора активатора протеина C человека. Восстанавливают содержимое флакона и хранят в соответствии с инструкцией производителя.

4. Подготовка активатора коагуляции. Реактив для определения активированного частичного тромбинового времени (АЧТВ), содержащий фосфолипиды и контактный активатор, подготавливают к использованию в соответствии с инструкцией производителя. Может быть объединен с активатором протеина С.

5. Приготовление раствора кальция хлорида 0,025 М
Допустимо применение готового раствора кальция хлорида 0,025 М.

6. Подготовка испытуемого образца Испытуемый препарат размораживают или восстанавливают в соответствии с инструкцией производителя. Готовят 3 независимых разведения (в двух повторах) в диапазоне концентрации от 0,01 до 0,15 МЕ/мл с использованием буфера для разведения или воды очищенной в соответствии с указаниями в нормативной документации.

7. Подготовка стандарта протеина С. Действующий международный стандарт протеина С или рабочий стандартный образец, откалиброванный по международному стандарту. Восстанавливают и хранят в соответствии с инструкцией производителя. Разведения и кратность их приготовления выбирают таким образом, чтобы зависимость регистрируемой скорости реакции (или оптической плотности) от концентрации протеина С имела линейный характер (например, в диапазоне концентраций от 0,01 до 0,25 МЕ/мл).
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