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Настоящая общая фармакопейная статья распространяется на метод определения активности ингибитора альфа-1-протеиназы  человека.

Содержание ингибитора альфа-1-протеиназы человека определяют хромогенным методом путем сравнения активности испытуемого препарата инактивировать эластазу сериновой протеазы (свиной панкреатической эластазы или нейтральной эластазы человека) с активностью стандартного образца ингибитора альфа-1-протеиназы человека, откалиброванного в миллиграммах активного (функционального)  ингибитора                                    альфа-1-протеиназы. 

Различные количества испытуемого препарата смешивают с определенным количеством эластазы, а остаточную эластазную активность определяют с использованием подходящего хромогенного субстрата.

Проведение анализа допустимо в пробирках, в микропланшетах или с использованием автоматического анализатора свертывания крови.

Допустимо применение, как отдельных реагентов, так и коммерческих наборов, состав реагентов и ход определения в которых могут различаться. В каждом случае следуют инструкции производителя.
Методика определения
Используя трис-альбумин буферный раствор готовят 2 серии из 4 или 5 разведений в соответствующем диапазоне концентраций ингибитора                    альфа-1-протеиназы человека, как для испытуемого препарата, так и для стандартного образца. По 50 мкл каждого разведения стандартного раствора переносят в лунки планшета для микротитрования, после чего в каждую лунку добавляют 150 мкл раствора свиной панкреатической эластазы, разведенного до соответствующей концентрации трис-альбумин буферным раствором. Планшеты с пробами инкубируют при комнатной температуре в течение 3-10 мин. 

Поскольку активность растворов различных свиных панкреатических эластаз может варьировать, концентрацию эластазы можно регулировать под фактические условия анализа для демонстрации подходящего изменения абсорбции при длине волны 405 нм, но без ингибитора  альфа-1-протеиназы человека.

 После инкубации в каждую лунку прибавляют по 100 мкл раствора хромогенного субстрата. Измерение оптической плотности проводят при длине волны 405 нм в течение не менее 5 мин с помощью спектрофотометра, пригодного для определения оптической плотности на планшетах. 

Рассчитывают скорость изменения оптической плотности (ΔА/мин). В качестве альтернативы можно использовать метод количественного определения по конечной точке путем прерывания реакции с помощью уксусной кислоты и измерения оптической плотности при                                         длине волны 405 нм. 

Если испытание проводится в пробирках с использованием спектрофотометра, то для измерения оптической плотности  при длине волны 405 нм, объемы растворов реактивов пропорционально изменяют. Скорость изменения оптической плотности (ΔА/мин) обратно пропорциональна активности ингибитора альфа-1-протеиназы человека.

Проверяют достоверность определения и рассчитывают активность испытуемого препарата с помощью обычных статистических методов.

Примечания

1. Приготовление трис-альбумина буферного раствора
24,23 г трометамола растворяют в воде очищенной, доводят pH хлористоводородной кислотой до 8,0±0,3 и разбавляют водой очищенной до 1000 мл. К 100 мл полученного раствора прибавляют 0,5 мл 20 % раствора альбумина человека или альбумина бычьего. 

Буферный раствор, содержащий альбумин человека или бычий альбумин, должен быть приготовлен в день его использования; в противном случае он может быть законсервирован путем стерильной фильтрации                (0,2 мкм) и хранится при температуре 2-8 оС в течение 14 дней.

2. Приготовление раствора хромогенного субстрата.  Специфический хромогенный субстрат N-сукцинил-три-1-аланил 4–пара-нитроанианилида (Suc-Ala-Ala-Ala-pNA) восстанавливают в диметилсульфоксиде до получения раствора, содержащего 4,5 мг/мл. Дальнейшее разведение  до концентрации 0,45 мг/мл проводят с использованием трис-альбумин буферного раствора. Срок хранения раствора в соответствии с инструкциями производителя.
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