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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòóàëüíûì ÿâëÿåòñÿ ðàçâèòèå ýôôåêòèâíîãî ïðîèçâîäñòâà íèçêîìî-

ëåêóëÿðíûõ ãåïàðèíîâ, øèðîêî ïðèìåíÿåìûõ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå. Ñèñòåìà îáåñïå-

÷åíèÿ êà÷åñòâà ïîëó÷åíèÿ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ ïî ðóêîâîäñòâàì ÂÎÇ òðåáóåò,

â ÷àñòíîñòè, ïðèìåíåíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ è èçáèðàòåëüíûõ ìåòîäîâ êîíòðîëÿ àêòèâíîñòè

ãåïàðèíà â ïðåïàðàòàõ è ñóáñòàíöèÿõ. Íà îñíîâàíèè ñîçäàííîé èç î÷èùåííûõ ðåàãåíòîâ

(òðîìáèí, ôàêòîð Õà, àíòèòðîìáèí III) òåñò-ñèñòåìû ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà èçìåðåíèÿ

íèçêîìîëåêóëÿðíîãî ãåïàðèíà ïî ðåêîìåíäóåìîìó Åâðîïåéñêîé ôàðìàêîïååé õðîìîãåí-

íîìó ìåòîäó îïðåäåëåíèÿ àíòèÕà- è àíòèIIa-àêòèâíîñòè. Ðàçðàáîòàííûé íà áàçå äàííîé

òåñò-ñèñòåìû ìåòîä áûë îöåíåí ïî îñíîâíûì àíàëèòè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì. Óñòàíîâ-

ëåííûå ïðàâèëüíîñòü, òî÷íîñòü, ëèíåéíîñòü è âîñïðîèçâîäèìîñòü ïîçâîëÿþò ðåêîìåí-

äîâàòü âàëèäèðîâàííûé õðîìîãåííûé ìåòîä, àäàïòèðîâàííûé ê ñîçäàííîé òåñò-ñèñòåìå,

äëÿ âíåäðåíèÿ â êîíòðîëü ïðîèçâîäñòâà íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ãåïàðèíîâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: íèçêîìîëåêóëÿðíûå ãåïàðèíû, õðîìîãåííûå ìåòîäû, òåñò-ñèñòåìû,

êîíòðîëü ïðîèçâîäñòâà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ÐÔ èíòåíñèôèöèðóåòñÿ ïðîèç-

âîäñòâî íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ãåïàðèíîâ (ÍÌÃ) èç ðàç-

ëè÷íûõ îòå÷åñòâåííûõ è èìïîðòíûõ ñóáñòàíöèé.

Ãåïàðèí, ñóëüôàòèðîâàííûé ãëèêîçàìèíîãëèêàí, —

îáùåå íàçâàíèå ãåòåðîãåííîé ñìåñè ñóëüôàòèðîâàí-

íûõ ïîëèñàõàðèäíûõ öåïåé, â ñîñòàâ êîòîðûõ âõîäÿò

ïîâòîðÿþùèåñÿ åäèíèöû D-ãëþêîçàìèíà, L-èäóðîíî-

âîé èëè ãëþêóðîíîâîé êèñëîò. Àíòèêîàãóëÿíòíàÿ àê-

òèâíîñòü ãåïàðèíà îáóñëîâëåíà åãî ñïîñîáíîñòüþ ïî-

âûøàòü ñêîðîñòü èíàêòèâàöèè ñåðèíîâûõ ïðîòåàç,

ó÷àñòâóþùèõ â ñâåðòûâàíèè êðîâè, ïîä äåéñòâèåì àí-

òèòðîìáèíà (ÀÒ) III. Ñâÿçûâàíèå ãåïàðèíà ñ ÀÒ III èç-

ìåíÿåò êîíôîðìàöèîííîå ñîñòîÿíèå àêòèâíîãî öåí-

òðà, óâåëè÷èâàÿ èíãèáèðóþùóþ ñïîñîáíîñòü ÀÒ III,

íàïðèìåð, îòíîñèòåëüíî òðîìáèíà â 1000 – 5000 ðàç.

Â ïðèñóòñòâèè ãåïàðèíà ÀÒ III áûñòðî èíãèáèðóåò àê-

òèâíîñòü ôàêòîðîâ (Ô) IIà (òðîìáèí), IXà, Xà, XIà è

XIIà ñâåðòûâàíèÿ êðîâè. Ãåòåðîãåííîñòü ñîñòàâà íå-

ôðàêöèîíèðîâàííîãî ãåïàðèíà îïðåäåëÿåò íàëè÷èå

ôðàêöèé ñ âûñîêèì (33 %) è íèçêèì ñðîäñòâîì ê

ÀÒ III. Íàèáîëåå ñïåöèôè÷íûìè äëÿ àíòèêîàãóëÿíò-

íîé ãåïàðèíîòåðàïèè ÿâëÿþòñÿ íèçêîìîëåêóëÿðíûå è

âûñîêîàôôèííûå ôðàêöèè ãåïàðèíà. Êðèòè÷åñêîé ìî-

ëåêóëÿðíîé ìàññîé ÿâëÿåòñÿ 5400Ä (18 – 19 ìîíîñàõà-

ðèäíûõ åäèíèö). Ôðàêöèè ãåïàðèíà ñ ìîëåêóëÿðíîé

ìàññîé íèæå ýòîé âåëè÷èíû ïîñëå êîìïëåêñîîáðàçî-

âàíèÿ ñ ÀÒ III èíãèáèðóþò ÔÕà (àíòèÕà-àêòèâíîñòü

ãåïàðèíà), à ñ áîëüøåé ìàññîé îáëàäàþò è àíòèòðîì-

áèíîâîé (àíòèIIà) è àíòèÕà-àêòèâíîñòüþ. Íèçêîìîëå-

êóëÿðíûå ãåïàðèíû (ÍÌÃ) ïîëó÷àþò èç íåôðàêöèîíè-

ðîâàííîãî ãåïàðèíà ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè õèìè÷å-

ñêîé èëè ôåðìåíòàòèâíîé äåïîëèìåðèçàöèè, à òàêæå

ñèíòåòè÷åñêè, ïîýòîìó ÍÌÃ ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñâîåé àí-

òèêîàãóëÿíòíîé àêòèâíîñòè [1 – 5].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðåïàðàòû ãåïàðèíà, îñîáåííî

ÍÌÃ, øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ïðîôèëàêòèêè è ëå÷å-

íèÿ òðîìáîçîâ êîðîíàðíûõ, ëåãî÷íûõ è ïåðèôåðè÷å-

ñêèõ ñîñóäîâ, ïðè ãèïåðêîàãóëÿöèîííîé ôàçå ñèíäðî-

ìà âíóòðèñîñóäèñòîãî äèññåìèíèðîâàííîãî ñâåðòûâà-

íèÿ, ïðè ïðèìåíåíèè èñêóññòâåííîãî êðîâîîáðàùåíèÿ

è ãåìîäèàëèçà [6 – 8].

Øèðîêîå êëèíè÷åñêîå ïðèìåíåíèå ÍÌÃ îáóñëàâ-

ëèâàåò íåîáõîäèìîñòü ýôôåêòèâíîãî ïðîèçâîäñòâà òà-

êèõ ïðåïàðàòîâ. Ïðîöåññ ïðîèçâîäñòâà ÍÌÃ òðåáóåò

êîíòðîëÿ ïî ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ãåïàðèíà â

èñõîäíîé ñóáñòàíöèè, ïîëóïðîäóêòàõ è öåëåâûõ ïðå-

ïàðàòàõ ÍÌÃ. Ýôôåêòèâíîñòü ïðîèçâîäñòâà ôàðìàöåâ-

òè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ âî ìíîãîì çàâèñèò îò êîíòðîëÿ

êà÷åñòâà âûïîëíÿåìûõ ðàáîò. Ñîâðåìåííàÿ ñèñòåìà

îáåñïå÷åíèÿ êà÷åñòâà ïðîèçâîäñòâà ïðåäúÿâëÿåò, â ÷à-

ñòíîñòè, ñîîòâåòñòâóþùèå òðåáîâàíèÿ ê îïðåäåëåíèþ

áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîãî âåùåñòâà â ñóáñòàíöèÿõ è ãî-

òîâûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðìàõ. Ñîãëàñíî ðóêîâîäñòâàì

ÂÎÇ è Åâðîïåéñêîé ôàðìàêîïåè ê òàêèì òðåáîâàíèÿì

îòíîñÿòñÿ âûáîð ñïåöèôè÷åñêèõ è èçáèðàòåëüíûõ ìå-

òîäîâ èçìåðåíèÿ, àòòåñòàöèÿ è ÷èñòîòà êîìïîíåíòîâ

èñïîëüçóåìûõ òåñò-ñèñòåì, àíàëèòè÷åñêàÿ âàëèäàöèÿ

ïðèìåíÿåìîé ìåòîäèêè ïî ðÿäó õàðàêòåðèñòèê (ïðà-

âèëüíîñòü, òî÷íîñòü, âîñïðîèçâîäèìîñòü, ëèíåéíîñòü

è äð.). Åâðîïåéñêîé Ôàðìàêîïååé 4 ðåêîìåíäîâàí õðî-

ìîãåííûé ìåòîä êîëè÷åñòâåííîé èäåíòèôèêàöèè

50 Õèìèêî-ôàðìàöåâòè÷åñêèé æóðíàë. Òîì 46, ¹ 4, 2012



ÍÌÃ ïî èçìåðåíèÿì àíòèÕà- è àíòèIIà-àêòèâíîñòè

[9, 10].

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àåòñÿ â ñîçäàíèè è

âíåäðåíèè â ïðàêòèêó êîíòðîëÿ ïðîèçâîäñòâà ÍÌÃ

òåñòèðîâàíèÿ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîãî ÍÌÃ ñ ïîìî-

ùüþ âàëèäèðîâàííîãî õðîìîãåííîãî ìåòîäà è ñîîò-

âåòñòâóþùåé òåñò-ñèñòåìû íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ àâ-

òîðàìè âûñîêîî÷èùåííûõ è àòòåñòîâàííûõ ðåàãåíòîâ.

Ðàçðàáîòàííûé ìåòîä òåñòèðîâàíèÿ ïîçâîëÿåò èçìå-

ðÿòü èíãèáèòîðíóþ àêòèâíîñòü ãåïàðèíà â ïðåïàðàòàõ

è ñóáñòàíöèÿõ ÍÌÃ êàê ïî êîíå÷íîé òî÷êå, òàê è ïî

êèíåòèêå ïðîöåññà. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé çàäà÷è áûëè

ðàçðàáîòàíû ñïîñîáû ïîëó÷åíèÿ âûñîêî î÷èùåííûõ

òðîìáèíà (ÔIIa), ÔÕà è ÀÒ III, à òàêæå ñïåöèôè÷åñêèõ

äëÿ òðîìáèíà è ÔXà õðîìîãåííûõ ñóáñòðàòîâ.

Òðîìáèí âûäåëÿëè èç ñâåæåçàìîðîæåííîé áû÷üåé

ïëàçìû, ïîëó÷àÿ ïðîòðîìáèíîâûé êîìïëåêñ ñîðáöèåé

íà DEAE-Sepharose FF, àêòèâàöèåé èîíàìè êàëüöèÿ è

õðîìàòîãðàôè÷åñêîé î÷èñòêîé íà ÑÌ-Sepharose FF.

Óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ïîëó÷àåìîãî òðîìáèíà áûëà íå

ìåíåå 2000 ÌÅ/ìã.

Âûñîêî î÷èùåííûé ÔÕà ïîëó÷àëè èç ïðîòðîìáè-

íîâîãî êîìïëåêñà ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà õðîìàòîãðà-

ôèåé íà êîëîííå ñ DEAE-Sepharose FF, àêòèâàöèåé

ÿäîì ãàäþêè Ðàññåëà ñ ïîñëåäóþùåé î÷èñòêîé àêòè-

âèðîâàííîãî ôàêòîðà õðîìàòîãðàôèåé íà DEAE-

Sepharose FF. Óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ÔÕà áûëà ðàâíà

33 – 35 ÌÅ/ìã [11].

Âûñîêî î÷èùåííûé ÀÒ III âûäåëÿëè èç ôðàêöèè

ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà, ëèøåííîé ïðîòðîìáèíîâîãî

êîìïëåêñà. Âûäåëåíèå îñóùåñòâëÿëîñü àôôèííîé

õðîìàòîãðàôèåé íà Heparin-Sepharose FF. Ôàêòîð î÷è-

ñòêè ÀÒ III ðàçðàáîòàííûì ñïîñîáîì áûë ðàâåí 560.

Ñïåöèôè÷åñêèå äëÿ òðîìáèíà (ÔIIa) è ÔÕà õðîìî-

ãåííûå ñóáñòðàòû áûëè ñèíòåçèðîâàíû â ÎÎÎ “Ñèí-

òåç ïåïòèäîâ”, Ìîñêâà. Ñòåïåíü ÷èñòîòû ïðèìåíÿå-

ìûõ ñóáñòðàòîâ ïî äàííûì ÂÝÆÕ áûëà íå ìåíåå

98 %.

Íà áàçå ïîëó÷åííûõ àâòîðàìè ðåàãåíòîâ è ñïåöèôè-

÷åñêèõ äëÿ ÔIIà è Õà õðîìîãåííûõ ñóáñòðàòîâ áûëà

ñôîðìèðîâàíà òåñò-ñèñòåìà äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÍÌÃ ïî

ðåêîìåíäóåìîìó Åâðîïåéñêîé Ôàðìàêîïååé ìåòîäó.

Àêòèâíîñòü ÍÌÃ â ïðåïàðàòàõ è ñóáñòàíöèÿõ îïðå-

äåëÿëè, äîáàâëÿÿ ê íèì èçáûòîê ÀÒ III è ÔXa èëè

ÔIIa, ÷òî âûçûâàåò èíãèáèðîâàíèå ôàêòîðîâ êîìïëåê-

ñîì ÀÒ III-ÍÌÃ ïðîïîðöèîíàëüíî êîëè÷åñòâó ÍÌÃ â

ïðåïàðàòå èëè ñóáñòàíöèè. Îñòàâøååñÿ êîëè÷åñòâî

ÔXa èëè ÔIIa êàòàëèçèðóåò îòùåïëåíèå ïàðà-íèòðî-

àíèëèíà (pNA) îò ñèíòåòè÷åñêèõ õðîìîãåííûõ

ñóáñòðàòîâ. Àáñîðáöèÿ ñâîáîäíîãî pNA, îïðåäåëÿåìàÿ

ïðè 405 íì, îáðàòíî ïðîïîðöèîíàëüíà àíòèÕà- èëè

àíòèIIa-àêòèâíîñòÿì ÍÌÃ. Èäåíòèôèêàöèþ ôóíêöèî-

íàëüíûõ ñâîéñòâ ÍÌÃ â ïðåïàðàòàõ è ñóáñòàíöèÿõ

ïðîâîäèëè ïî îòíîøåíèþ àíòèÕà/àíòèIIà-àêòèâíîñòè.

Ñõåìàòè÷íî èçìåðåíèÿ îñóùåñòâëÿþòñÿ ñëåäóþ-

ùèì îáðàçîì:

1. Ïðè îïðåäåëåíèè àíòèÕà-àêòèâíîñòè ÍÌÃ

ÀÒ III (èçáûòîê) + ÍÌÃ � ÀÒ III-ÍÌÃ.

ÀÒ III-ÍÌÃ + Xa (èçáûòîê) � ÀÒ III-ÍÌÃ-Xa + Xa

(îñòàòîê).

Xa (îñòàòîê) + XaÑóáñòðàò-pNA � Ïåïòèä + pNA.

2. Ïðè îïðåäåëåíèè àíòèIIà-àêòèâíîñòè ÍÌÃ

ÀÒ III (èçáûòîê) + ÍÌÃ � ÀÒ III-ÍÌÃ.

ÀÒ III-ÍÌÃ + IIa (èçáûòîê) � ÀÒ III-ÍÌÃ-IIa + IIa

(îñòàòîê).

IIa (îñòàòîê) + IIaÑóáñòðàò-pNA � Ïåïòèä + pNA.

Â ñîñòàâ íàáîðà âõîäÿò ñëåäóþùèå ëèîôèëüíî âû-

ñóøåííûå êîìïîíåíòû: ÀÒ III (1ÌÅ/ôëàêîí), ÔXa (15

íÊàò/ôëàêîí), ÔIIa (10 NIH/ôëàêîí), õðîìîãåííûé

ñóáñòðàò äëÿ ÔÕà (ZdArgGlyArgðNA x 2AcOH), õðî-

ìîãåííûé ñóáñòðàò äëÿ ÔIIà (TosGlyProArgpNA), ðà-

áî÷èé ñòàíäàðòíûé îáðàçåö (ÐÑÎ) ÍÌÃ (ñ àòòåñòîâàí-

íûìè ïðîòèâ Ìåæäóíàðîäíîãî ñòàíäàðòà ÍÌÃ àíòè-

Õà- è àíòèIIa-àêòèâíîñòÿìè), áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé

àëüáóìèí (1 ã), à òàêæå êîíöåíòðàò òðèñ-NaCl áóôåðà

(5 ìë). Ñðîê ãîäíîñòè íàáîðà ðåàãåíòîâ ïðè 2 – 8 °C

ñîñòàâëÿåò 2 ãîäà.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè Ìåæäóíàðîäíûé è Áðèòàí-

ñêèé ñòàíäàðòû íèçêîìîëåêóëÿðíîãî ãåïàðèíà: Low

Molecular Weight Heparin International Standard 01/608

è Low Molecular Weight Heparin British Standard

CS30026, ðåàãåíòû ôèðìû Chromogenix (Øâåöèÿ) äëÿ

îïðåäåëåíèÿ ÍÌÃ, à òàêæå êëèíè÷åñêèå ïðåïàðàòû

ÍÌÃ Ôðàãìèí è Ôðàêñèïàðèí è ñóáñòàíöèþ ÍÌÃ

Ýíîêñàïàðèí.

Ïðè îïðåäåëåíèè ÍÌÃ ïî êîíå÷íîé òî÷êå èñïîëü-

çîâàëè ïëàíøåòíûé ñïåêòðîôîòîìåòð Multiscan ÅÕ

(LabSystems, Ôèíëÿíäèÿ) è òåðìîøåéêåð, à ïðè êèíå-

òè÷åñêîì èçìåðåíèè – àâòîìàòè÷åñêèé àíàëèçàòîð

ACL ELITE PRO (IL, ÑØÀ). Â õîäå àíàëèçà ïðèìåíÿ-

ëè îäíî- è âîñüìèêàíàëüíûå ïèïåòêè, à òàêæå ìåðíûå

êîëáû.

Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ãîòîâóþ ëåêàðñòâåííóþ

ôîðìó ïðåïàðàòà ÍÌÃ èëè ñóáñòàíöèþ ÍÌÃ, ðàçâå-

äåííóþ áóôåðîì äëÿ ðàçáàâëåíèÿ îáðàçöîâ äî àêòèâ-

íîñòè ïðèáëèçèòåëüíî 0,1àíòèÕà ÌÅ/ìë è

0,05àíòèIIa ÌÅ/ìë. Èç ðåàãåíòîâ òåñò-ñèñòåìû ñîîò-

âåòñòâóþùèì ðàçâåäåíèåì ãîòîâèëè ðàáî÷èå ðàñòâîðû

äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîãî ÍÌÃ ïî ðåêîìåíäóåìîìó

Åâðîïåéñêîé Ôàðìàêîïååé [9] ìåòîäó.
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Ïîðÿäîê âíåñåíèÿ ðåàêòèâîâ ïðè îïðåäåëåíèè àíòèÕà-àêòèâ-

íîñòè

Îáðàçåö ïðåïàðàòà (Ò
1
-Ò

4
) èëè ñòàíäàðòà (S

1
-S

5
) 20 ìêë

Ðàñòâîð ÀÒ III 20 ìêë

Ðàñòâîð ÔÕà 40 ìêë

Èíêóáàöèÿ ïðè 37 °C è ïåðåìåøèâàíèè â òå÷åíèå 2 ìèí

Ðàñòâîð õðîìîãåííîãî ñóáñòðàòà äëÿ ÔÕà 100 ìêë

Èíêóáàöèÿ ïðè 37 °C è ïåðåìåøèâàíèè â òå÷åíèå 4 ìèí

Êèñëîòà óêñóñíàÿ 40 ìêë



Ïðîâåäåíèå àíàëèçà ñ ïðèìåíåíèåì

ðàçðàáîòàííîé òåñò-ñèñòåìû

Èç ÐÑÎ ÍÌÃ ñ àêòèâíîñòüþ 10,6 àíòèÕà ÌÅ/ìë è

3,1 àíòèIIa ÌÅ/ìë ñ ïîìîùüþ ðàáî÷åãî áóôåðíîãî

ðàñòâîðà ãîòîâèëè ðàñòâîðû ïðåïàðàòîâ ñðàâíåíèÿ

S
1

-S
6

ñ àêòèâíîñòÿìè: 0,212; 0,141; 0,094; 0,0628;

0,0418 è 0,0278 àíòèÕaÌÅ/ìë è 0,062; 0,042; 0,0277;

0,0185; 0,0123; 0,0082 àíòèIIaÌÅ/ìë.

Èç èñïûòóåìîãî ïðåïàðàòà ÍÌÃ ñîîòâåòñòâóþùèì

ðàçâåäåíèåì ãîòîâèëè ðàñòâîðû èñïûòóåìîé ñóáñòàí-

öèè Ò
1

-Ò
4

.

Ìåòîä ïî êîíå÷íîé òî÷êå

Îïðåäåëåíèÿ àíòèÕà- è àíòèIIa-àêòèâíîñòè ÍÌÃ

ïðîâîäèëè ïîýòàïíî â ïîëèñòèðîëüíûõ ïëàíøåòàõ,

ïîìåùàÿ èõ â òåðìîøåéêåð ïðè 37 °C (òàáë. 1, 2).

– Ñ ïîìîùüþ îäíîêàíàëüíîé ïèïåòêè ñîîòâåòñò-

âóþùèå ðàçâåäåíèÿ ÐÑÎ ÍÌÃ(S1-S5), èñïûòóåìîãî

ïðåïàðàòà è áóôåðíûé ðàñòâîð äëÿ îïðåäåëåíèÿ “õî-

ëîñòîé” ïðîáû âíîñèëè â îáúåìå 20 ìêë/ëóíêó (êàæ-

äîå ðàçâåäåíèå âíîñèëè â 4 ëóíêè ïëàíøåòà).

– Ñ ïîìîùüþ ìíîãîêàíàëüíîé ïèïåòêè âíîñèëè ïî

20 ìêë ðàñòâîðà ÀÒ III (1 ÌÅ/ìë) ïîñëåäîâàòåëüíî âî

âñå çàäåéñòâîâàííûå ðÿäû ïëàíøåòà.

– Â ýòè æå ðÿäû ñ ïîìîùüþ ìíîãîêàíàëüíîé ïèïåò-

êè âíîñèëè ïî 40 ìêë ðàñòâîðà ÔÕà èëè ÔIIa è âûäåð-

æèâàëè â òåðìîøåéêåðå ïðè 37 � 0,5 °C ïî ñåêóíäîìå-

ðó 2 ìèí.

– Äàëåå ñ ïîìîùüþ ìíîãîêàíàëüíîé ïèïåòêè âíî-

ñèëè ïî 100 ìêë ðàñòâîðà õðîìîãåííîãî ñóáñòðàòà äëÿ

ÔÕà èëè ÔIIa è èíêóáèðîâàëè òî÷íî 4 ìèí ïðè

37 � 0,5 °Ñ.

– Äëÿ îñòàíîâêè ðåàêöèè âíîñèëè ïî 40 ìêë 70 %

ðàñòâîðà óêñóñíîé êèñëîòû.

Èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü (ÎÏ) ðàñòâîðîâ

ïðè 405 íì ñ ïîìîùüþ ïëàíøåòíîãî ñïåêòðîôîòîìåò-

ðà Multiscan ÅÕ.

Îïðåäåëÿëè ñðåäíåå çíà÷åíèå ÎÏ äëÿ ïàðàëëåëü-

íûõ ïðîá ðàçâåäåíèé ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà ÍÌÃ. Â

ïðîãðàììå Microsoft Exel còðîèëè ãðàôèê, íà êîòîðîì

ïî îñè àáñöèññ (ëèíåéíîé) îòêëàäûâàëè âåëè÷èíû ÎÏ,

à ïî îñè îðäèíàò (ëîãàðèôìè÷åñêîé) — àíòèXa- èëè

àíòèIIa-àêòèâíîñòü ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà ÍÌÃ. Ïðî-

âîäèëè ëèíèþ òðåíäà â äèàïàçîíå 0,2 – 0,04 ÌÅ/ìë

àíòèÕà-àêòèâíîñòè èëè 0,04 – 0,008 ÌÅ/ìë àíòèIIa-àê-

òèâíîñòè. Êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè ëèíèè òðåíäà áûë

íå íèæå 0,98.

Èñïîëüçóÿ óðàâíåíèå ëèíèè òðåíäà ïî ñðåäíèì çíà-

÷åíèÿì ÎÏ, ðàññ÷èòûâàëè àíòèXà- è àíòèIIa-àêòèâíî-

ñòè èññëåäóåìîãî ïðåïàðàòà ñ ó÷åòîì ðàçâåäåíèé. Ðå-

çóëüòàòû ðàñ÷åòà àêòèâíîñòè äëÿ êàæäîãî ðàçâåäåíèÿ

èññëåäóåìîãî îáðàçöà íå ðàçëè÷àëèñü ìåæäó ñîáîé

áîëåå ÷åì íà 10 %. Â ýòîì ñëó÷àå çà àêòèâíîñòü èññëå-

äóåìîãî ïðåïàðàòà ïðèíèìàëè ñðåäíåå çíà÷åíèå àê-

òèâíîñòåé, ïîëó÷åííûõ äëÿ êàæäîãî ðàçâåäåíèÿ.

Êèíåòè÷åñêèé ìåòîä

Îïðåäåëåíèå àíòèÕà- è àíòèIIà-àêòèâíîñòè ÍÌÃ ïî

êèíåòèêå ïðîöåññà èíàêòèâàöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ

ôåðìåíòîâ ïðîâîäèëè íà àâòîìàòè÷åñêîì àíàëèçàòîðå

ACL ELITE PRO. Ïðèáîð èçìåðÿåò ñêîðîñòü íàðàñòà-

íèÿ ÎÏ è áûë çàïðîãðàììèðîâàí àâòîðàìè äëÿ ïðîâå-

äåíèÿ àíàëèçà â çàäàííîé ñèñòåìå. Â äàííîì âàðèàíòå

ìåòîäà èñïîëüçîâàëè òå æå ðåàãåíòû òåñò-ñèñòåìû. Ðå-

àêöèþ ïðîâîäèëè â ñèñòåìå: 40 ìêë ñîîòâåòñòâóþùåãî

ðàçâåäåíèÿ ÐÑÎ ÍÌÃ èëè èññëåäóåìîãî ïðåïàðàòà,

40 ìêë ÀÒ III, 80 ìêë ÔIIà èëè ÔÕà è 90 ìêë ñïåöèôè-

÷åñêîãî äëÿ ýòèõ ôàêòîðîâ õðîìîãåííîãî ñóáñòðàòà.

ÎÏ èçìåðÿëè ïðè 405 íì.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ íàäåæíûõ ðåçóëüòàòîâ ïðè ïðèìåíå-

íèè ðàçðàáîòàííîé òåñò-ñèñòåìû íåîáõîäèìî ñòðîãîå

ñîáëþäåíèå èíñòðóêöèè ïî ïðèìåíåíèþ íàáîðà ðåà-

ãåíòîâ.

Âàëèäàöèÿ ðàçðàáîòàííîãî àíàëèòè÷åñêîãî ìåòîäà

Îöåíêó ïðàâèëüíîñòè èçìåðåíèé õðîìîãåííûì ìå-

òîäîì ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîãî ÍÌÃ ïî âåëè÷èíå îò-

íîøåíèÿ àíòèÕà/àíòèIIà àêòèâíîñòè ñ ïîìîùüþ ñîç-

äàííîé òåñò-ñèñòåìû ïðîâåëè íà àòòåñòîâàííûõ ïî

àíòèIIà- è àíòèÕà-àêòèâíîñòè Áðèòàíñêîì è Ìåæäóíà-

ðîäíîì ñòàíäàðòàõ ÍÌÃ. Îïðåäåëÿëè àíòèÕà- è

àíòèIIà-àêòèâíîñòè â êàæäîì èç ñòàíäàðòîâ, èñïîëüçóÿ

â êà÷åñòâå êàëèáðàòîðà äðóãîé ñòàíäàðò. Ïîêàçàíî, ÷òî

ïðàâèëüíîñòü òåñòèðîâàíèÿ ðàçðàáîòàííûì ìåòîäîì,

òî åñòü áëèçîñòü ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé ñ èñòèííûìè

çíà÷åíèÿìè, ñîñòàâëÿëà 97 – 99 %. Ïðàâèëüíîñòü òåñ-

òèðîâàíèÿ áûëà òàêæå îöåíåíà ïî ñðàâíåíèþ ðåçóëü-

òàòîâ èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòåé ÍÌÃ ïðåäëàãàåìûì ìå-

òîäîì è âàëèäèðîâàííîé ìåòîäèêîé ñ èñïîëüçîâàíèåì

ðåàãåíòîâ ôèðìû Chromogenix (Øâåöèÿ). Â ýòîì âàðè-

àíòå âàëèäàöèè ïðàâèëüíîñòü èçìåðåíèé òàêæå ñî-

ñòàâëÿëà 98 %.

Ïîëàãàÿ äîêàçàííîé ïðàâèëüíîñòü îïðåäåëåíèÿ àê-

òèâíîñòåé ÍÌÃ, ïðîâåëè êîëè÷åñòâåííóþ àòòåñòàöèþ

ñîçäàííîãî íàìè ÐÑÎ ÍÌÃ ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷å-

ñòâå êàëèáðàòîðà Áðèòàíñêîãî ñòàíäàðòà. Ïîëó÷åííûå

çíà÷åíèÿ àíòèIIa- è àíòèÕà-àêòèâíîñòè ÐÑÎ ñîñòàâëÿ-

þò 3,12 � 0,05 è 10,57 � 0,12 ÌÅ/ìë ñîîòâåòñòâåííî.

Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé ìåæäóíàðîäíûõ ñòàíäàðòîâ ñ

ïðèìåíåíèåì ÐÑÎ ÍÌÃ â êà÷åñòâå êàëèáðàòîðà ñâè-

äåòåëüñòâóþò î ïðàâèëüíîñòè òåñòèðîâàíèÿ; îòíîñè-

òåëüíàÿ ïîãðåøíîñòü íå ïðåâûøàëà 5 %. Ýòè äàííûå

ïîçâîëèëè âêëþ÷èòü ÐÑÎ ÍÌÃ â òåñò-ñèñòåìó.

Âîñïðîèçâîäèìîñòü òåñòèðîâàíèÿ äîêàçàíà ïðè

ïðîâåäåíèè àíàëèçà â ëàáîðàòîðèè àâòîðîâ â ðàçíîå

âðåìÿ ðàçëè÷íûìè ñîòðóäíèêàìè, à òàêæå ïðè èçìåðå-

íèè àêòèâíîñòåé îäíèõ è òåõ æå îáðàçöîâ ÍÌÃ â äðó-
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Ïîðÿäîê âíåñåíèÿ ðåàêòèâîâ ïðè îïðåäåëåíèè àíòèIIà-àêòèâ-

íîñòè

Îáðàçåö ïðåïàðàòà (Ò
1
-Ò

4
) èëè ñòàíäàðòà (S

2
-S

6
) 20 ìêë

Ðàñòâîð ÀÒ III 20 ìêë

Ðàñòâîð ÔIIà 40 ìêë

Èíêóáàöèÿ ïðè 37 °C è ïåðåìåøèâàíèè â òå÷åíèå 2 ìèí

Ðàñòâîð õðîìîãåííîãî ñóáñòðàòà äëÿ ÔIIà 100 ìêë

Èíêóáàöèÿ ïðè 37 °C è ïåðåìåøèâàíèè â òå÷åíèå 4 ìèí

Êèñëîòà óêñóñíàÿ 40 ìêë



ãèõ ëàáîðàòîðèÿõ. Ïîëó÷àåìûå ðåçóëüòàòû íå ðàçëè÷à-

ëèñü áîëåå ÷åì íà 8 %.

Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ òåñòèðîâàíèÿ ôóíêöèîíàëüíî

àêòèâíîãî ÍÌÃ ðàçðàáîòàííîé òåñò-ñèñòåìîé â ïðåïà-

ðàòàõ ÍÌÃ Ôðàãìèí (2 ëåêàðñòâåííûå ôîðìû), Ôðàê-

ñèïàðèí, â ñóáñòàíöèè ÍÌÃ Ýíîêñàïàðèí è â ÐÑÎ

ÍÌÃ ïîçâîëÿåò ñäåëàòü ñëåäóþùèå çàêëþ÷åíèÿ îá îñ-

íîâíûõ àíàëèòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèêàõ ìåòîäèêè.

Ëèíåéíîñòü îïðåäåëÿåìûõ çíà÷åíèé àíòèÕà-àêòèâ-

íîñòè ÍÌÃ ëåæèò â äèàïàçîíå îò 0,2 äî 0,04 ÌÅ/ìë,

ïðè ýòîì îòêëîíåíèå îò ëèíåéíîñòè íå ïðåâûøàåò 4 %.

Ëèíåéíîñòü îïðåäåëÿåìûõ çíà÷åíèé àíòèIIà-àêòèâ-

íîñòè ÍÌÃ ëåæèò â äèàïàçîíå îò 0,06 äî 0,008 ÌÅ/ìë;

ïðè ýòîì îòêëîíåíèå îò ëèíåéíîñòè íå ïðåâûøàåò 6 %.

Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè (ñëó÷àéíàÿ ïîãðåøíîñòü)

ðåçóëüòàòîâ îïðåäåëåíèÿ àíòèÕà- è àíòèIIa-àêòèâíî-

ñòè ÍÌÃ íå ïðåâûøàåò 5 è 1,5 % ñîîòâåòñòâåííî.

×óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ àíòèÕà- è

àíòèIIà-àêòèâíîñòåé ñîñòàâëÿåò 0,01 ÌÅ/ìë.

Äîïóñòèìûé ðàçáðîñ ðåçóëüòàòîâ ïðè èñïîëüçîâà-

íèè ðàçíûõ íàáîðîâ îäíîé ñåðèè íå ïðåâûøàåò 10 %.

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàííîå òåñòèðîâàíèå ÍÌÃ

õðîìîãåííûì, ðåêîìåíäóåìûì Åâðîïåéñêîé ôàðìàêî-

ïååé ìåòîäîì ñîîòâåòñòâóåò ïðåäúÿâëÿåìûì ê àíàëè-

òè÷åñêîìó êîíòðîëþ òðåáîâàíèÿì è ìîæåò áûòü ïðè-

ìåíåíî äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ýòàïîâ ïðîöåññà

ïðîèçâîäñòâà è öåëåâûõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ

ÍÌÃ.
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EVALUATING ACTIVITY OF LOW-MOLECULAR-WEIGTH HEPARIN

IN PREPARATIONS AND SUBSTANCES

A. L. Berkovskii, E. V. Sergeeva, A. V. Suvorov, and A. A. Kozlov

Scientific Hematological Center, Russian Academy

of Medical Sciences, Moscow, 125167, Russia

The task of developing effective production of low-molecular-weight (LMW) heparins, which are widely used in clinical practice, is topical. The system of

maintenance of the quality of pharmaceutical preparations under WHO guidance stipulates, in particular, the application of specific and selective quality mo-

nitoring of the activity of heparin in preparations and substances. Using a test system based on purified reactants (thrombin, factor Xa, antithrombin III), a

technique for the measurement of LMW heparin according to the anti-Xa/anti-IIa chromogenic method recommended by the European Pharmacopoeia has

been developed. The proposed technique has been evaluated with respect to the main analytical characteristics. The established accuracy, precision, linearity,

and reproducibility allow the validated chromogenic method, adapted for the proposed test system, to be recommend for introduction in the quality control of

LMW heparin production.

Key words: low-molecular-weight heparins, chromogenic methods, test systems, manufacture quality control
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