МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 

ФАРМАКОПЕЙНАЯ СТАТЬЯ
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Вводится впервые
_____________________________________________________________________________________________
Настоящая фармакопейная статья распространяется на Эптаког альфа (активированный) рекомбинантный фактор свертывания крови VIIа, субстанция-раствор Eptacog alpha [activated] recombinant coagulation factor VIIa, substance-solution..  Эптаког альфа  представляет собой раствор  гликопротеина  с молекулярной массой около 50000, полученный с помощью технологии рекомбинантной ДНК и обладающий активность фактора свертывания крови (ФСК) VII, выделенного из плазмы крови человека. 
Молекула Эптакога альфа [активированного] состоит из 406 аминокислотных остатков и 12 дисульфидных связей, что идентично ФСК VII, выделенному из плазмы крови человека. Активация белка происходит путем протеолитического расщепления Arg 152 и Ile 153 c образованием легкой (около 20 000) и тяжелой около (30 000) цепей, соединенных дисульфидной связью. 

На уровне посттрансляционных модификаций важной структурной особенностью молекулы ФСК VII, влияющей на активность фактора,  является наличие Gla-домена, сформированного в результате карбоксилирования остатков глутаминовой кислоты (Glu). Данная модификация обязательна для молекулы   Эптакога альфа [активированного]. 
Профиль гликозилирования, являющийся также посттрансляционной модификацией молекулы Эптакога альфа [активированного], может отличаться от профиля молекулы ФСК, выделенного из плазмы крови человека. 
Аминокислотная последовательность и посттрансляционные модификации ФСК, выделенного из плазмы крови человека:
	Легкая цепь
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                                      ПРОИЗВОДСТВО
Производство субстанции Эптакога альфа [активированного], является  биотехнологическим процессом, с применением  технологии рекомбинантной ДНК. Условия данного производства должны соответствовать правилам надлежащей производственной практики и  требованиям ОФС «Лекарственные средства, получаемые методом рекомбинантной ДНК».
 В качестве продуцента используют генетически модифицированную культуру клеток млекопитающих, например,  клетки почек новорожденного хомячка (BHK). 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». В производстве используют штамм-продуцент, например перевиваемую линию клеток ВНК. Для подтверждения качества субстанции-раствора  rFVIIa Эптакога альфа [активированного] необходимо определение существующих различий профиля гликозилирования в сравнении с международным (европейским) стандартным образцом, подробное их описание, подтверждение стабильности данных различий и предоставление сведений в регистрационном досье об отсутствии влияния данных различий на эффективность (сохранение активности ФСК VII) и безопасность препарата (на стадии доклинических исследований).
Основные стадии производства рекомбинантный фактора свертывания крови VII активированный являются Эптакога альфа [активированного]:
- культивирование штамма-продуцента и биосинтез зимогена с контролем таких параметров как температура культивирования, время культивирования, плотность клеток и т.п.

- выделение и очистка рекомбинантного белка (очистка от клеточного детрита, ионообменная хроматография, аффинная хроматография, активация добавлением кальция (если нет других указаний в нормативной документации), противовирусная фильтрация) с контролем таких параметров как  концентрация белка, содержание бактериальных эндотоксинов, примесей и т.п.;

- фасовка субстанции с контролем показателей таких как правильность маркировки, объем или масса содержимого упаковки.
          Описание. Раствор (или раствор после размораживания) представляет собой бесцветную, прозрачную жидкость.
          Замороженный раствор представляет собой плотную затвердевшую беловатого цвета массу (должны быть указаны условия размораживания). 

Подлинность. Эптаког альфа  [активированный] должен представлять собой белок с первичной структурой, идентичной структуре ФСК VII активированного, выделенного из плазмы крови человека. Посттрансляционные модификации (профиль гликозилирования) должны быть установлены для конкретной технологии.
Подлинность Эптакога альфа [активированного] должна быть подтверждена на уровне активности коагулометрическим методом как активность ФСК VII и на уровне структуры подходящими физико-химическими методами такими как: спектрофотометрический метод (сравнение спектров испытуемого и стандартного образцов), метод пептидного картирования с последующим разделением продуктов ферментолиза методом обращено-фазовой ВЭЖХ (сравнение пептидных карт испытуемого и стандартного образцов), метод ионообменной ВЭЖХ для анализа гликанов (сравнение хроматографических профилей гликозилирования испытуемого и стандартного образцов) или другими валидированные методами. 

Поскольку посттрансляционная модификация Эптакога альфа [активированного], заключающаяся в гликозилировании белка, может быть стандартизована только в рамках одной конкретной технологии, профиль гликанов может быть индивидуальным. Для оценки данного показателя необходимо наличие внутреннего стандартного образца с установленным профилем гликозилирования и структурной характеристикой обоснованных референсных пиков.

Испытания проводят любой пригодной методикой, например, методикой основанной на методах, изложенных в ОФС «Высокоэффективная жидкостная хроматография», ОФС «Хроматография», ОФС «Спектрофотометрия в ультрафиолетовой и видимой области» и других, если применимо.
Коагулометрический метод
Метод коагуляции основан на образовании фибринового сгустка при взаимодействии препарата с плазмой, дефицитной по фактору VII в присутствии тромбопластин-кальциевой смеси. С использованием анализатора показателя гемостаза (например, коагулометр) воспроизводится процесс коагуляции, приводящий к образованию фибринового сгустка. При этом наличие фибринового сгустка подтверждает подлинность препарата, а время свертывания плазмы определяет его коагуляционную активность, которую определяют по калибровочному графику зависимости времени коагуляции от активности стандартного образца.

Субстанция-раствор  должна проявлять специфическую коагулометрическую активность в пределах установленных норм.
Для разведения субстанции – раствора и стандартного образца используется NaCl-имидазоловый буферный раствор (рН 7,3±0,1) с добавлением 0,15% бычьего альбумина. Для построения калибровочного графика готовят серию последовательных разведений стандартного образца в интервале активности от 0,02 до 0,2 МЕ/мл (не менее 5 растворов), испытуемый образец субстанции разводят в интервале от 0,04 до 0,18 МЕ/мл, анализируют не менее трех разведений. 
В пластиковую одноразовою кювету вносят 60 мкл тромбопластин-кальциевой смеси, 30 мкл каждого разведения калибровочного раствора стандартного образца, инкубируют в течении 120 с при температуре 37±5 °С. Затем кювету помещают в анализатор показателя гемостаза (коагулометр) и добавляют 30 мкл плазмы, дефицитной по фактору VII. Аналогично проводят определение коагуляционной активности испытуемых растворов. После каждых 10 измерений проводят холостой опыт. В качестве холостой пробы используют смесь, состоящую из 60 мкл тромбопластин-кальциевой смеси, 30 мкл буферного раствора для разведения образцов и 30 мкл дефицитной по фактору VII плазмы. Измерение активности проводят в течение 1 ч после разведения препарата в соответствии с инструкцией к оборудованию. По окончании процесса коагуляции снимают показания прибора, по которым строят логарифмический калибровочный график, используя средние значения трех измерений каждого раствора, откладывая по оси ординат время свертываемости плазмы, по оси абсцисс – активность растворов калибровочного ряда. Активность субстанции (МЕ/мл) определяют по калибровочному графику. 
Испытуемый образец. Субстанцию разводят буферным раствором для разведения образцов до содержания белка около 0,6 мг/мл. Раствор хранят при температуре от 2 до 8 °С не более 4 ч.

 Стандартный образец. 2й Международный стандартный образец ВОЗ фактора VIIa, концентрат, действующей версии (МСО FVIIa). После размораживания МСО разводят буферным раствором для разведения образцов. К содержимому 1 ампулы МСО FVIIa прибавляют 1,0 мл воды и растворяют осторожным покачиванием. Полученный раствор с активностью 656 МЕ/мл переносят в полипропиленовую пробирку. Раствор хранят в течение 4 ч на льду, не замораживая. 
Имидазола раствор 1М. Около 6,8 г имидазола помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. Раствор хранят в течение 14 сут при температуре от 2 до 8°С. 
Буферный раствор для разведения образцов. 6,25 мл имидазола раствор 1М, 1,25 мл натрия хлорида раствора 1 М и 0,25 г (точная навеска) бычьего сывороточного альбумина помещают в химический стакан вместимостью 200 мл, растворяют в 150 мл воды и доводят рН до 7,3 раствором хлористоводородной кислоты концентрированной. Полученный раствор переносят в мерную колбу вместимостью 250 мл, доводят объем раствора водой до метки и осторожно перемешивают. Срок годности раствора в течение 7 сут при температуре от 2 до 8 (С.

Раствор плазмы, дефицитной по фактору VII. К содержимому флакона плазмы, дефицитной по фактору VII, прибавляют 1,0 мл воды, осторожно перемешивают покачиванием до полного растворения и инкубируют в течение 30 мин при температуре (37 ± 0,5) (С. Раствор хранят в течение 4 ч при температуре (37 ± 0,5) (С.

Раствор тромбопластин-кальциевой смеси. К содержимому флакона тромбопластин-кальциевой смеси прибавляют 8,0 мл воды, осторожно перемешивают покачиванием до полного растворения и инкубируют в течение 30 мин при температуре (37 ± 0,5) (С. Раствор хранят в течение 8 ч при температуре (37 ± 0,5) (С.
 Спектрофотометрический метод
Для идентификации белков по УФ-спектру при подтверждении подлинности применяют метод сравнения спектра испытуемого образца со спектром известного белка (стандартного образца), полученных в ходе одного анализа. Подтверждением подлинности является принципиальное совпадение вышеуказанных спектров поглощения, а также соответствие полученных характеристик спектра поглощения (положения максимума и минимума) установленным величинам.
УФ-спектры субстанции – раствора rFVIIa и СО должны совпадать. Значения длин волн, характерных для максимального и минимального поглощения раствора rFVIIa в диапазоне 240-350 нм должны составлять 280+3 нм и 253+3 нм соответственно.
Для определения спектра и нахождения максимума и минимума поглощения субстанцию rFVIIa и СО разводят водой до содержания белка в образцах около 0,6 мг/мл. Определение УФ-спектров проводят в области длин волн от 240 до 350 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. В качестве раствора сравнения используют воду.
Стандартный образец. Используется международный стандартный образец (МСО) рекомбинантного фактора VIIa СRS или СО предприятия, аттестованный соответствующим образом. 
Пептидное картирование с последующим разделением продуктов ферментолиза с использованием обращено-фазовой ВЭЖХ

Условием соответствия анализируемого препарата является совпадение пептидных карт гидролизатов, полученных в результате обработки трипсином испытуемого и стандартного образцов, наличие на хроматограммах реперных пиков, аналогично характеризующихся по времени удерживания. 
Хроматографические профили растворов триптических гидролизатов субстанции и СО должны совпадать.
Перед началом определения хроматографическую колонку промывают подвижной фазой до формирования стабильной базовой линии.

                Предлагаемые хроматографические условия
	
	Колонка
	250 ( 4,6 мм, заполненная силикагелем (С4), диаметр частиц 5 мкм, размер пор 300 Å

	
	Предколонка
	4×3 мм, заполненная силикагелем (С4)

	
	подвижная фаза (ПФ)
	элюенты А и В 

	
	скорость потока ПФ
	1,0 мл/мин

	
	температура термостата колонки
	(30±1) (С

	
	температура образцов
	от 2 до 8 (С

	
	УФ-детектор с рабочей длиной волны
	214 нм

	
	объем пробы
	50 мкл

	
	Время регистрации хроматограммы
	Не менее 62 мин

	
	Порядок проведения анализа
	раствор сравнения с трипсином (1 инжекция), гидролизованный СО эптакога альфа (5 инжекций),гидролизованный испытуемый раствор (3 инжекции).

	


                      Градиентный режим элюирования
	Время (мин)
	Элюент А (%) об./об.
	Элюент В (%) об./об.

	0
	95
	5

	5
	95
	5

	  5,3
	90
	10

	9
	80
	20

	26
	65
	35

	50
	50
	50

	55
	30
	70

	   55,3
	 0
	100

	57
	 0
	100

	59
	95
	 5

	62
	95
	 5


Допускается использование колонок других типов, изменение условий хроматографирования, соотношения компонентов подвижной фазы при соблюдении требований теста «Критерии пригодности хроматографической системы».

Критерии пригодности хроматографической системы 
Хроматографическая система считается пригодной, если выполняются следующие условия:

	–
	Абсолютное (для 1-го или 2-х характеристических пиков) время удерживания на хроматограме стандартного раствора должно соответствовать установленным величинам; 

	–
	Различие времен удерживания любого из пиков на хроматограмме стандартного раствора в начале и в конце серии измерений не должно быть более установленной нормативный величины. 


Аммония бикарбоната раствор 0,1 М. Около 0,79 г (точная навеска) аммония бикарбоната помещают в химический стакан вместимостью 100 мл, растворяют в 90 мл воды. Полученный раствор переносят в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят объем раствора водой до метки, перемешивают и фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм. Раствор хранят в течение 2 сут при температуре от 2 до 8 (С в плотно укупоренной таре.

Мочевины раствор8 М. Около 48,0 г мочевины помещают в химический стакан вместимостью 100 мл, растворяют в 90 мл воды. Полученный раствор переносят в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводят объем раствора водой до метки, перемешивают и фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм. Раствор хранят при температуре от 2 до 8 (С в плотно укупоренной таре.

Трипсина раствор. Около 2,0 мг (точная навеска) трипсина помещают в пластиковую пробирку вместимостью 1,5 мл, прибавляют 1,0 мл 0,01 М раствора хлористоводородной кислоты и перемешивают. Полученный раствор разливают по 50 мкл в пластиковые пробирки вместимостью 0,5 мл и замораживают. Раствор хранят в течение 2 мес при температуре минус 20 °С.

Трифторуксусной кислоты раствор 1 %. 200 мл воды помещают в мерную колбу вместимостью 250 мл, прибавляют 2,5 мл трифторуксусной кислоты, доводят объем раствора водой до метки, перемешивают, фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм и дегазируют.Раствор хранят 1 мес при температуре от 2 до 8 (С в плотно закрытой таре.

Раствор А. 100 мл 1 % раствора трифторуксусной кислоты помещают в мерную колбу вместимостью 1000 мл, доводят объем раствора водой до метки, перемешивают, фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм и дегазируют. Раствор хранят в течение 15 сут при температуре от 2 до 8 (С в плотно укупоренной таре.

Раствор В. 900 мл ацетонитрила (точный объем) помещают в химический стакан вместимостью 1 л, прибавляют 100 мл (точный объем) 1 % раствора трифторуксусной кислоты, перемешивают, фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм и дегазируют. Раствор хранят в течение 
5 сут при температуре от 2 до 8 (С в плотно укупоренной таре.

Испытуемый раствор. Субстанцию разводят водой до содержания белка около 1,2 мг/мл. Раствор хранят в течение 7 ч при температуре от 2 до 8 (С.

Раствор СО rFVIIa. Приготовление описано в подразделе 2. «Спектрофотометрический метод» данного раздела.

Обессоленный испытуемый раствор, обессоленный раствор СО rFVIIa. Испытуемый раствор и раствор СО rFVIIa последовательно обессоливают на одноразовой колонке NAP-5. Перед применением колонку промывают 10,0 мл аммония бикарбоната раствором 0,1 М. По 0,5 мл испытуемого раствора или раствора СО rFVIIa пропускают через колонку. Первый элюат отбрасывают. Затем пропускают 1,0 мл аммония бикарбоната раствора 0,1 М. Полученный элюат используют для анализа. Раствор хранят в течение 1 сут при температуре от 2 до 8 (С.
Гидролизованный испытуемый раствор, гидролизованный раствор СО rFVIIa и раствор сравнения с трипсином. По 0,6 мл обессоленного испытуемого раствора, обессоленного раствора СО rFVIIa и аммония бикарбоната раствора 0,1 М (раствор сравнения) помещают в полипропиленовые пробирки вместимостью 1,5 мл. В каждую пробирку прибавляют по 167 мкл мочевины раствора 8 М и 5,5 мкл раствора трипсина, закрывают пробками и инкубируют при температуре (37,0 ± 0,5) (С в течение 3,5 ч. Затем в каждую пробирку прибавляют по 50 мкл 1 % раствора трифторуксусной кислоты, перемешивают и центрифугируют в течение 15 мин при 12 000 об/мин (гидролизованный испытуемый раствор, гидролизованный раствор СО rFVIIa и раствор сравнения с трипсином, соответственно). Раствор хранят в течение 1 сут при температуре от 2 до 8 (С.
Анализ гликанов методом анионообменной ВЭЖХ

Аналитический подход предусматривает ферментативное расщепление N-гликанов пептид-N-гликозидазой F, присоединение к гликанам флуоресцентной метки (2-аминобензамида), анализ полученных производных методом ВЭЖХ с флуоресцентным детектированием. 
Профиль хроматограммы испытуемого образца должен соответствовать профилю хроматограммы СО.

Норма среднего содержания заряженных гликанов в процентах от суммы площадей всех пиков, соответствующих гликанам, должна быть обоснована.
Около 0.15 мл раствора испытуемого образца и раствора СО переносят в микроконцентратор, добавляют 0.35 мл гликозидазного буферного раствора и производят замену буфера с использованием микроконцентратора Amicon-10. Добавляют раствор пептид-N-гликозидазы и инкубируют в течение 12-16 ч при температуре (37±1) ºС. Олигосахариды отделяют от белка фильтрованием до минимального объёма с помощью микроконцентратора при 14000 об/мин. Собранный фильтрат упаривают досуха на вакуумном концентраторе. К высушенному остатку добавляют реагент для флуоресцентного мечения. Полученную смесь инкубируют в течение 12-16 ч при температуре (37±1) ºС. После инкубации добавляют ацетонитрил. Избыточный антраниламид и соли удаляют твердофазной экстракцией на картридже LudgerClean. Собранный элюат упаривают досуха на вакуумном концентраторе, растворяют в воде и анализируют методом ВЭЖХ.

Предлагаемые хроматографические условия
	Колонка
	4.0(250 мм, анионобменная для разделения олигосахаридов, с диаметром частиц 10 мкм

	подвижная фаза (ПФ)
	элюенты А и В 

	скорость потока ПФ
	0,5 мл/мин

	температура термостата колонки
	(30±1) (С

	температура образцов
	от 2 до 8 (С

	флуоресцентный детектор
	возбуждение 330 нм, эмиссия 420 нм

	объем пробы
	4 мкл

	время регистрации хроматограммы
	Не менее 52 мин

	порядок проведения анализа
	Холостая проба (1 инжекция),

стандартный раствор   эптакога альфа (3 инжекции), испытуемый раствор (3 инжекции).


                   Градиентный режим элюирования
	Время (мин)
	Подвижная фаза А (%)
	Подвижная фаза В (%)

	0
	100
	0

	52
	35
	65

	52.1
	0
	100

	65
	0
	100

	65.1
	100
	0

	90
	100
	0


Допускается использование колонок других типов, изменение условий хроматографирования, соотношения компонентов подвижной фазы при соблюдении требований теста «Критерии пригодности хроматографической системы».

Критерии пригодности хроматографической системы. 

Хроматографическая система считается пригодной, если выполняются следующие условия:

- хроматограмма стандартного образца должна принципиально соответствовать хроматограмме установленного профиля; 
- на хроматограмме холостой пробы отсутствуют пики в области выхода N-гликанов СО.

Испытуемый и стандартный растворы. Субстанцию и СО разводят водой деионизованной до концентрации около 1,5 мг/мл. Растворы хранят в течение 7 ч при температуре от 2 до 8 (С.

Хлористоводородной кислоты раствор1М. Около 4 мл концентрированной хлористоводородной кислоты помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл, прибавляют 46 мл деионизованной воды и тщательно перемешивают. Раствор хранят в течение 6 мес при температуре от 15 до 25 °С.
Гликозидазный буферный раствор рН 7,5. Навеску около 0.12 г трис-(гидроксиметил)аминометана помещают в химический стакан вместимостью 50 мл, растворяют в 30 мл воды, доводят рН до 7,5 ± 0.1 при помощи хлористоводородной кислоты раствор1М.  Полученный раствор переносят в мерную колбу вместимостью 50 мл, доводят объем раствора водой до метки, перемешивают и фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0.45 мкм. Раствор хранят в течение 1 мес при температуре от 2 до 8(С.

Реагент для флуоресцентного мечения. 70 мкл ДМСО помещают в полимерную пробирку вместимостью 1,5 мл, прибавляют 30 мкл уксусной кислоты ледяной и перемешивают. Затем к полученному раствору добавляют около 5 мкг антраниламида, около 6.3 мкг натрия цианоборгидрида и перемешивают до полного растворения. Раствор используют свежеприготовленным.

Раствор ацетонитрила 96 %. Около 9.6 мл ацетонитрила помещают мерную колбу вместимостью 10 мл, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. Раствор хранят в течение 6 мес при температуре от 2 до 8 (С.

Раствор пептид-N-гликозидазы. Содержимое флакона пептид-N-гликозидазы F растворяют в воде для получения раствора с содержанием около 2000 ЕД/мл. Раствор хранят в течение 1 сут при температуре (5 ± 3) ºС или 1 год при температуре минус 20 ºС.

Элюент А (Натрия гидроксид раствор 0,15 М). Навеску около 6 г натрия гидроксида помещают в химический стакан вместимостью 250 мл, добавляют 200 мл воды, помещают магнитную мешалку и перемешивают до полного растворения вещества. Затем переносят в мерную колбу вместимостью 1000 мл, доводят объем раствора деионизованной водой до метки, перемешивают и фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0.45 мкм. Раствор хранят в течение 1 мес при температуре от 15 до 25(С.

Элюент В (натрия гидроксид раствор 0,15 М, натрия ацетат раствор 0,5 М). Навеску около 68 г натрия ацетата тригидрата помещают в химический стакан вместимостью 250 мл, добавляют 200 мл воды, затем добавляют навеску около 6 г натрия гидроксида, помещают магнитную мешалку и перемешивают раствор до полного растворения вещества. Полученный раствор переносят в мерную колбу вместимостью 1000мл, доводят объем раствора деионизованной водой до метки, перемешивают и фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0.45 мкм. Раствор хранят в течение 1 мес при температуре от от 15 до 25(С.
 Прозрачность. Должен быть прозрачным или не превышать эталон сравнения I. Определение проводят визуально, в соответствии с ОФС «Прозрачность и степень мутности жидкостей». 

Цветность. Должен быть бесцветным. Определение проводят визуально в соответствии с ОФС «Степень окраски жидкостей».
рН (восстановленного раствора). От 5,2 до 5,9. Определение проводят потенциометрически в соответствии с ОФС «Ионометрия».
Родственные примеси
Деградация тяжелой цепи и продукты окисления rFVIIa
Определение проводят методом обращенно-фазовой ВЭЖХ.
Норма содержания продуктов деградации rFVIIa и норма окисленных форм rFVIIa в процентах от суммы площадей всех пиков должна быть обоснована. 
 Предлагаемые хроматографические условия

	
	Колонка
	150 х 3,9 мм, заполненная силикагелем (С4), диаметр частиц 5 мкм, размер пор 300 Å 

	
	Предколонка
	4 х3,0 мм, заполненная силикагелем (С4) диаметр частиц 5 мкм, размер пор 300 Å

	
	Подвижная фаза (ПФ)
	элюенты А и В 

	
	скорость потока ПФ
	0,85 мл/мин

	
	Температура термостата колонки
	(25±1) (С

	
	Температура образцов
	от 2 до 8 (С

	
	УФ-детектор с рабочей длиной волны
	214 нм

	
	Объем пробы
	10 мкл

	
	Время регистрации хроматограммы
	Не менее 20 мин

	
	Порядок проведения анализа
	Холостая проба (1 инжекция),

раствор СО (5 инжекций),

испытуемый раствор (3 инжекции).


                        Градиентный режим элюирования
	№, п/п
	Время (мин)
	Элюент А (%)
	Элюент В (%)

	1
	0
	60
	40

	2
	3
	60
	40

	3
	13
	0
	100

	4
	16
	0
	100

	5
	 16,3
	60
	40

	6
	 20,3
	60
	40


Допускается использование колонок других типов, изменение условий хроматографирования, соотношения компонентов подвижной фазы при соблюдении требований теста «Критерии пригодности хроматографической системы».

Критерии пригодности хроматографической системы
Хроматографическая система считается пригодной, если выполняются следующие условия в результате хроматографирования 5 инжекций СО:

	- относительное стандартное отклонение времени удерживания и площади пика rFVIIa должно быть не более 2 %;

	- эффективность хроматографической колонки для пика мономера rFVIIa должна быть не менее 10000 теоретических тарелок.


Содержание деградированных форм rFVIIa (Хдф), в процентах, вычисляют по формуле:
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	где: 
	( Sпд
	(
	сумма площадей пиков деградированных форм rFVIIa на хроматограмме испытуемого раствора; 

	
	( Sобщ
	(
	сумма площадей всех пиков на хроматограмме испытуемого раствора.



Содержание окисленных форм rFVIIa (Хок), в процентах, вычисляют по формуле:
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	Где
	( Sок
	(
	сумма площадей пиков окисленных форм rFVIIa на хроматограмме испытуемого раствора;

	
	( Sобщ
	(
	сумма площадей всех пиков на хроматограмме испытуемого раствора.


Испытуемый и стандартный растворы. Субстанцию и СО разводят водой деионизованной до концентрации около 1,2 мг/мл. Растворы хранят в течение  7 ч при температуре от 2 до 8 (С.

Элюент А и Элюент В. Приготовление описано в подразделе 3. «Пептидное картирование» раздела «Подлинность». 
Количество rFVIIa без Gla-домена

Определение проводят методом ионообменной хроматографии. 

Содержание rFVIIa без Gla-домена должно быть не более  6,0 % от суммы площадей всех пиков.
Для удаления ионов кальция используют подготовленную предколонку, содержащую сополимер стирол-дивинилбензола с группами иминодиуксусной кислоты.  Предколонку перед проведением анализа  последовательно промывают до формирования стабильной базовой линии следующими растворами: 50 мл воды, 100 мл раствора для регенерации, 50 мл воды, 50 мл раствора D.

Предлагаемые хроматографические условия

	
	Колонка
	250 х 4,0 мм, заполненная анионобменным носителем с размером частиц 5 мкм 

	
	Подвижная фаза (ПФ)
	элюенты D и E 

	
	скорость потока ПФ
	1,0 мл/мин

	
	Температура термостата колонки
	(25±1) (С

	
	Температура образцов
	от 2 до 8 (С

	
	УФ-детектор с рабочей длиной волны
	280 нм

	
	Объем пробы
	100 мкл

	
	Время регистрации хроматограммы
	Не менее 30 мин

	
	Порядок проведения анализа
	Холостая проба (1 инжекция),

раствор стандартного образца (5 инжекций),

испытуемый раствор (3 инжекции).


                           Градиентный режим элюирования
	№,

п/п
	Время 

(мин)
	Скорость 

потока (мл/мин)
	Элюент D 

(%)
	Элюент Е 

(%)

	1
	
	1,0
	100
	0

	2
	4,16
	1,0
	100
	0

	3
	20,83
	1,0
	0
	100

	4
	22,49
	1,0
	0
	100

	5
	22,91
	1,0
	100
	0

	6
	30,00
	1,0
	100
	0


Допускается использование колонок других типов, изменение условий хроматографирования, соотношения компонентов подвижной фазы при соблюдении требований теста «Критерии пригодности хроматографической системы».

Критерии пригодности хроматографической системы
Хроматографическая система считается пригодной, если выполняются следующие условия в результате хроматографирования 5 инжекций стандартного образца:

	–
	разрешение между пиками rFVIIa и rFVIIa без Gla домена должно быть не менее 1,2.

	–
	относительное стандартное отклонение площади и времени удерживания пика мономера  rFVIIa должно быть не более 2 %.


Время удерживания пика rFVIIa без Gla домена должно быть от 8,0 до 10,0 мин. 
Относительное время удерживания пика мономера rFVIIa к пику rFVIIa без Gla-домена должно быть от 1,1, до 1,4. Допускается получение  раздвоенного пика мономера rFVIIa (кластер пиков) с аналогичным относительным временем удерживания.
Содержание rFVIIa без Gla домена (Х), в процентах, вычисляют по формуле:


[image: image3.wmf]
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	где
	SGD
	–
	площадь пика rFVIIa без Gla домена на хроматограмме испытуемого раствора;
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	–
	сумма площадей всех пиков, кроме пиков принадлежащих растворау плацебо, на хроматограмме испытуемого раствора.


Испытуемый и стандартный растворы. Субстанцию и СО разводят водой деионизованной до концентрации около 1,2 мг/мл. Растворы хранят в течение 7 ч при температуре от 2 до 8 (С.

Элюент D. Около 1,2 г (точная навеска) трис-основного  и около 2,8 г бис-трис-пропана, помещают в химический стакан вместимостью 1000 мл, растворяют в 800 мл воды и доводят рН раствора уксусной кислотой концентрированной до 9,0. Полученный раствор переносят в мерную колбу вместимостью 1000 мл, доводят объем раствора водой до метки, перемешивают, фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм и дегазируют. Раствор хранят в течение 7 сут при температуре от 15 до 25 (С.

Элюент E. Около 1,2 г (точная навеска) трис-гидроксиметил аминометан, 2,8 г бис-трис-пропана и около 107,9 г ацетата аммония помещают в химический стакан вместимостью 1000 мл, растворяют в 800 мл воды и доводят рН раствора раствором аммиака концентрированного 25 % до 9,0. Полученный раствор переносят в мерную колбу вместимостью 1000 мл, доводят объем раствора водой до метки, перемешивают, фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм и дегазируют. Раствор хранят в течение 7 сут при температуре от 15 до 25 (С.
Подготовка предколонки. Подготовку предколонки и приготовление суспензии проводят согласно прилагаемой инструкции по применению.
Димеры, олигомеры, полимеры
Норма суммарного содержания димеров, олигомеров полимеров в процентах от суммы площадей всех пиков должна быть обоснована. Определение проводят методом ВЭЖХ гель-фильтрационной одновременно с количественным определением rFVIIa.

Перед началом определения хроматографическую колонку промывают в течение 60 мин 10 % раствором спирта изопропилового, затем уравновешивают элюентом А. 

Предлагаемые хроматографические условия

	
	Колонка
	300 х 7,5 мм, заполненная силикагелем с размером частиц 10 мкм 

	
	Подвижная фаза (ПФ)
	элюент А

	
	Скорость потока ПФ
	0,5 мл/мин

	
	Температура термостата колонки
	(25±1) (С

	
	Температура образцов
	от 2 до 8 (С

	
	УФ-детектор с рабочей длиной волны
	215 нм

	
	Объем пробы
	20 мкл

	
	Время регистрации хроматограммы
	Не менее 30 мин

	
	Порядок проведения анализа
	Холостая проба (1 инжекция),

раствор стандартного образца (5 инжекций),

испытуемый раствор (3 инжекции).


Допускается использование колонок других типов, изменение условий хроматографирования, соотношения компонентов подвижной фазы при соблюдении требований теста «Критерии пригодности хроматографической системы».

Хроматографическая система считается пригодной, если выполняются следующие условия в результате хроматографирования 5 инжекций стандартного образца:
- фактор асимметрии для пика мономера не более 1,6;
- соотношение высоты пика димеров (Нр), и высоты над уровнем базовой линии в нижней точке кривой, разделяющей пик димеров от пика мономера (Нv), должно быть не менее 1,1.
Время удерживания пика rFVIIа (мономера) должно быть от 12 до 18 мин.

Относительное время удерживания пиков димеров, олигомеров и полимеров 
	Наименование пиков
	Относительное время удерживания

	Димеры и олигомеры
	0,65 - 0,90

	Полимеры
	0,55 - 0,65


Содержание димеров, олигомеров, полимеров (Хдоп), суммарно, в процентах, вычисляют по формуле:
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	где:
	( Sдоп
	–
	сумма площадей пиков димеров, олигомеров, полимеров на хроматограмме испытуемого раствора;

	
	( Sпл
	–
	сумма площадей пиков, принадлежащих пикам плацебо, с относительным временем удерживания 0,55-0,90 на хроматограмме раствора плацебо;

	
	( Sоб

	–
	сумма площадей всех пиков на хроматограмме испытуемого раствора.
 


Испытуемый и стандартный растворы. Субстанцию и СО разводят водой деионизованной до концентрации около 1,5 мг/мл. Раствор хранят в течение 7 ч при температуре от 2 до 8 (С.

Элюент А. Около 26,4 г аммония сульфата помещают в химический стакан вместимостью 1000 мл, растворяют в 800 мл воды, доводят рН раствора ортофосфорной кислотой концентрированной до 2,5, затем 25 % раствором аммиака концентрированного до 7,0. Прибавляют 50 мл спирта изопропилового и перемешивают. Полученный раствор переносят в мерную колбу вместимостью 1 л, доводят объем раствора водой до метки, фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм и дегазируют. Раствор хранят в течение 10 сут при температуре от 2 до 8 (С.

10 % раствор спирта изопропилового. 100 мл спирта изопропилового помещают в мер-ную колбу вместимостью 1 л, доводят объем раствора водой до метки, перемешивают, фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм и дегазируют. Раствор хранят  в течение 10 сут при температуре от 2 до 8 (С.
Неактивированный rFVIIa 
Норма содержания неактивированного rFVIIa в процентах от общего содержания rFVIIa должна быть обоснована. 
Определение проводят методом электрофореза в полиакриламидном геле с натрием лаурилсульфатом в соответствии с ОФС «Электрофорез в полиакриламидном геле».

Критерии правильности

- характерные полосы должны присутствовать на электрофореграмме в области молекулярных масс раствора сравнения: 30 000 для тяжелой цепи rFVIIa, 20000 - 25000 для легкой цепи.

- полоса, соответствующая неактивированному одноцепочному фактору, должна присутствовать на электрофореграмме в области молекулярных масс раствора сравнения 51000.

Испытуемый и стандартный растворы. Субстанцию и стандартный образец разводят водой деионизованной до концентрации около 0,8 мг/мл. Раствор хранят в течение 7 ч при температуре от 2 до 8 (С.

Раствор сравнения. Раствор маркеров молекулярных масс в диапазоне от 10000 до 70000.

Характерные полосы должны присутствовать в области молекулярных масс 30 000 для тяжелой цепи rFVIIa и 20000 – 25000 – для легкой цепи.
Бактериальные эндотоксины. Не более 18,5 ЕЭ/мг. Определение проводят согласно требованиям ОФС «Бактериальные эндотоксины». 
Аномальная токсичность. Должна быть нетоксичной. Определение проводят в соответствии с требованиями ОФС «Аномальная токсичность» (тест для вакцин и сывороток). Период наблюдения за животными составляет 48 ч. Тест-доза 0,05 мг rFVIIа в 0,5 мл на мышь, внутривенно.
Микробиологическая чистота. Должна соответствовать требованиям ОФС «Микробиологическая чистота» Категория 1.2.Б. (испытания проводят до стерилизующей фильтрации).

Стерильность. Должна быть стерильной, если хранится после стерилизующей фильтрации. Испытание  проводят в соответствии с ОФС«Стерильность». 

Количественное определение
 Эптаког альфа  [активированный].

 Содержание целевого белка в субстанции должно быть от 1,11 до 1,78 мг/мл субстанции - раствора.
Определение проводят методом гель-фильтрационной ВЭЖХ.
Хроматографические условия и приготовление растворов описаны в подразделе 3. «Димеры, олигомеры, полимеры» раздела «Родственные примеси».
     Порядок ввода проб стандартного и испытуемого образца  

	Номер п/п
	Количество 

инжекций
	Наименование пробы
	Объем инжекции, мкл
	Содержание белка, мг/мл

	1
	2
	Стандартный образец 1,5 мг/мл
	10


	0,375

	2
	5
	Стандартный образец 1,5 мг/мл
	20
	0,750

	3
	2
	Стандартный образец 1,5 мг/мл
	30
	1,125

	4
	3
	Испытуемый раствор
	20
	-


Калибровочный график строят,  откладывая по оси абсцисс содержание rFVIIa в калибровочных инжекциях стандартного образца в мг/мл, а по оси ординат – усредненную площадь пика rFVIIa на хроматограммах этих инжекций. Коэффициент корреляции полученного калибровочного графика должен быть не менее 0,99.

Содержание rFVIIa (Х), в мг/флакон, вычисляют по формуле:
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	где: S
	–
	среднее значение площади пика rFVIIa на хроматограмме испытуемого раствора;

	К
	–
	тангенс угла наклона калибровочного графика;

	L
	–
	свободный член уравнения прямой;

	N
	–
	коэффициент разведения испытуемого раствора.



Критерии пригодности хроматографической системы 

Хроматографическая система считается пригодной, если значение RSD для площади и времени удерживания пика мономера не более 2,0 % (по результатам полученным от 5 инжекций пробы СО).
Специфическая активность. Активность субстанции должна быть от 44 000 до 64 000 МЕ/мг rFVIIа. Определение проводят коагулометрическим методом, одновременно с показателем «Подлинность» в сравнении со СО.
Остаточные белки штамма-продуцента. Норму содержания и методику определения устанавливают в соответствии с ОФС «Факторы свертывания крови человека (генноинженерные, рекомбинантные)».
Остаточная ДНК штамма-продуцента. Норму содержания и методику определения устанавливают в соответствии с ОФС «Факторы свертывания крови человека (генноинженерные, рекомбинантные)».

Хранение. В жидком азоте. Допускается хранение при температуре не выше минус 20 ºС и не более 3 мес в соответствии с ОФС «Хранение лекарственных средств». Повторное замораживание не допускается.
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