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РАЗРАБОТКА, ВАЛИДАЦИЯ  
И АПРОБАЦИЯ МЕТОДИК  
ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИ-Хa-  
И АНТИ-IIa-АКТИВНОСТИ  
ЭНОКСАПАРИНА НАТРИЯ
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Резюме. Проведена разработка и валидация методик определения анти-Ха- и анти-IIа-активности 
эноксапарина натрия в условиях in vitro (лекарственные препараты) и in vivo (плазма крови) методом 
УФ-спектрофотометрии. Методики были апробированы на образцах лекарственных средств эноксапарина 
натрия и плазмы крови кроликов. Показано, что методики пригодны для решения поставленных аналити-
ческих задач, в том числе стандартизации лекарственных средств эноксапарина натрия.
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DEVELOPMENT, VALIDATION AND APPLICATION OF ANTI-Xa- AND ANTI-IIa-ENOXAPARINE SODIUM ASSAY

B.Yu. Margaeva1, I.E. Shohin2*

Abstract. Development, validation and application of in vitro (dosage forms) and in vivo (blood plasma) anti-Xa and anti-
IIa enoxaparine sodium assay by UV-spectrophotometer. Assay methods were applied for enoxaparine sodium dosage 
forms and rabbit plasma samples. It was shown that assay methods are suitable for these analytical purposes including 
standardization of enoxaparine sodium preparations. 
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УДК 615.03 Эффективность и безопасность лекарственных средств

ВВЕДЕНИЕ
Одной из актуальных задач здраво-

охранения РФ является своевременное 
обеспечение производства и надлежа-
щей оценки эффективности и безопаснос- 
ти лекарственных препаратов, входящих в 
список стратегически значимых ЛП в соот-
ветствии со Стратегией «Фарма-2020». В их 
число входят и препараты-биоаналоги низ-
комолекулярного гепарина (НМГ), а имен-
но эноксапарина натрия, который широ-
ко применяется в клинической практике 
и производство которого должно быть на-
лажено в стране в рамках государственно-
го проекта [1]. Для стандартизации препа-
ратов-биоаналогов эноксапарина натрия 
рекомендуется проводить сравнитель-
ную оценку активности (антифакторная 
активность к факторам свертывания кро-
ви II и Х: анти-Ха и анти-IIa) и фармакоки-
нетики в условиях in vitro и in vivo относи-
тельно препарата сравнения, в качестве 
которого, как правило, используется ори-
гинальный препарат – Клексан® [2]. В слу-
чае подтверждения сопоставимой ак-
тивности исследуемого и оригинального 
препарата эноксапарина натрия возможно 

сделать предположение об их взаимозаме-
няемости и биоаналогичности [3]. Следу-
ет отметить, что количественное опреде-
ление низкомолекулярных гепаринов, в 
том числе эноксапарина натрия в сложных 
матрицах, таких как плазма крови, затруд-
нено из-за неоднородности соединения, 
молекулярной массы и распределения в 
ней заряда дисперсии [4], в связи с чем 
оценку фармакокинетики таких ЛС прово-
дят косвенно, на основании антифактор-
ной активности.

На основании анализа литературных 
данных определение НМГ рекомендуется 
проводить коагулометрическим или хро-
могенным методом [4]. Следует отметить, 
что коагулометрические методики требу-
ют использования специализированного 
оборудования – коагулометры, которые 
обычно не представлены в аналитических 
лабораториях. В Фармакопее США (USP 
38-NF 33) и Европейской Фармакопее 
(Ph.Eur. 8.4) приведены общие подходы к 
определению антифакторной активности 
НМГ в препаратах, но не в биологических 
жидкостях [5, 6]. В публикациях по опреде-
лению анти-Ха- и анти-IIа-активности НМГ, 
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в том числе эноксапарина натрия, не приведены вали-
дационные характеристики методик [7, 8], что не поз- 
воляет удостовериться в надежности их применения 
для поставленных аналитических задач. Кроме того, 
при изучении публикаций по определению анти-Ха- 
и анти-IIа-активности НМГ в плазме крови было отме-
чено, что все они относились к плазме крови челове-
ка (пациенты либо добровольцы), но не плазме крови 
кроликов, используемых в качестве тест-систем на эта-
пе доклинических исследований. Согласно рекомен-
дациям Агентства по лекарственным средствам и пи-
щевым продуктам США, Европейского медицинского 
агентства, а также «Руководству по экспертизе ЛС» для 
новых биологических матриц необходимо повторно 
устанавливать валидационные характеристики био-
аналитических методик  [9–11]. В работе Sanderink с 
соавт. [12] было отмечено, что определение анти-IIа-
активности эноксапарина натрия в плазме крови зат- 
руднено в связи с его низкими уровнями, что опреде-
ляет необходимость разработки более чувствитель-
ных методик ее определения.

Таким образом, разработка и валидация анали-
тических методик, позволяющих проводить опреде-
ление активности анти-Ха и анти-IIa низкомолекуляр-
ных гепаринов в условиях in vitro (препараты) и in vivo 
(плазма крови), является важной задачей, необходи-
мой для сравнительной оценки препаратов эноксапа-
рина натрия: разрабатываемого препарата-биоанало-
га (эноксапарин натрия) и оригинального (Клексан®). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования были взяты: 

исследуемый препарат – препарат-биоаналог «Энок-
сапарин натрия», раствор для инъекций 10000 анти-Ха 
российского производства (более подробная инфор-
мация не может быть приведена в связи с конфиден-
циальностью данных); референтный препарат – Клек-
сан®, раствор для инъекций 8000 анти-Ха МЕ/0,8 мл 
производства «САНОФИ-АВЕНТИС ФРАНС», произведе-
но «Санофи Винтроп Индустрия», Франция. Для каждо-
го из исследуемых ЛС использовалось по 6 доступных 
серий.

Для проведения определения анти-Ха- и анти-
IIа-ктивности препаратов НМГ эноксапарина в ус-
ловиях in vitro и in vivo было использовано следую-
щее оборудование: микропланшетный ридер Mindray 
MR-96A, производитель Shenzhen Mindray Bio-Medical 
Electronics Co., Ltd.; УФ-спектрофотометр Agilent 
Technologies Cary 60 UV-Vis; УФ-спектрофотометр 
ПЭ-5400УФ, «ПРОМЭКОЛАБ», Санкт-Петербург; рН/мВ-
метр pH 330i; рН-метр 728 рН lab, MetrohmAG, термо-
шейкер Biosan PST-60HL для 96-луночных планшетов; 
термошейкер Biosan TS-100С для пробирок Эппендор-
фа, вортекс-шейкер Heidolph, Reaxtop; дозаторы од-
ноканальные переменного объема «Ленпипет Лайт» 

10–100  мкл, 100–1000 мкл, 1–10 мл; дозаторы восьми-
канальные переменного объема «Ленпипет Лайт» – 
5–50 мл и 30–300 мкл.

В работе использовали следующие реактивы и 
материалы: вода деионизированная; уксусная кис-
лота ледяная (Scharlau, Испания, х.ч.), натрия хло-
рид (х.ч.), реагенты для определения анти-Ха- и 
анти-IIa-активности НМГ в условиях in vitro (состав: ан-
титромбин III (1 IU/фл), лиофильно высушенный – 3 фла-
кона; фактор Xa (15 нкат/фл), лиофильно высушенный – 
1 флакон; тромбин (фактор IIa) (20 NIH/фл), лиофильно 
высушенный – 1 флакон; хромогенный субстрат для 
фактора Ха, лиофильно высушенный (2,0 мл) – 2 фла-
кона; хромогенный субстрат для тромбина, лиофиль-
но высушенный (2,0 мл) – 2 флакона; рабочий стан-
дартный образец НМГ – 1 флакон; концентрат буфера 
(5 мл) – 1 флакон; бычий сывороточный альбумин (1 г) – 
1  флакон), реагенты для определения анти-Ха-актив- 
ности гепарина оптическим методом «Реахром Гепа-
рин» (НПО «Ренам», Россия); реагенты для определе-
ния анти-Ха- и анти-IIа-активности гепарина оптичес- 
ким методом «ACTICHROME® Heparin (anti-IIa)».

В качестве интактной матрицы использовалась 
пулированная нормальная плазма (не содержащая ге-
парин, собрана от 20 доноров в возрасте 20–40 лет, 
стабилизирована HEPES-цитратным буфером, лиофиль-
но высушенная), а также интактная матрица крови 
кроликов. 

В качестве стандартных и калибровочных об-
разов использовали плазму-калибратор для опре-
деления анти-Ха-активности гепарина (НПО «Ре-
нам», Россия); контрольную плазму для определения 
анти-Ха-активности гепарина (НПО «Ренам», Россия); 
эноксапарин-натрия, стандарт USP RS; пулирован-
ная нормальная плазма, набор плазм-калибраторов 
для определения анти-Ха-активности гепарина; на-
бор плазм контрольных для определения анти-Ха-
активности гепарина. Все вышеуказанные плазмы кро-
ви были собраны от 20 доноров в возрасте 20–40 лет, 
стабилизированы HEPES-цитратным буфером, лио-
фильно высушены, не содержали гепарина. Кроме то-
го, нами были использованы интактные плазмы крови 
кроликов-самцов породы шиншилла массой 2–4 кг. 

Для определения анти-Ха- и анти-IIа-активнос- 
ти использовались следующие растворы реактивов: 
рабочий буферный раствор, уксусной кислоты 70% 
раствор, раствор антитромбина III для определения 
анти-Ха-активности, раствор антитромбина III для 
определения анти-IIа-активности, раствор фактора Ха, 
раствор тромбина, раствор хромогенного субстрата 
для фактора Ха, раствор хромогенного субстрата для 
тромбина, раствор рабочего стандартного образца 
НМГ. HEPES-цитратный буферный раствор с рН 7,4 го-
товили из концентрированного буфера, входящего в 
состав набора реактивов «Ренапарин-тест», путем раз-
ведения 1:20 водой очищенной.

Биоаналитические методики
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Определение анти-Ха- и анти-IIа-активности  
эноксапарина натрия в условиях in vitro

Готовили серию разведений рабочего стандарт-
ного образца НМГ и серию разведений испытуемо-
го препарата НМГ перед проведением анализа. Опре-
деления проводили в полистирольных планшетах, 
помещая их в термошейкер при 37 °С. Ход анализа 
определения анти-Ха-активности проходил по схеме, 
представленной в таблицах 1 и 2.

Таблица 1. 

Схема распределения буферного раствора (В),  
разведения стандартного образца НМГ гепарина (S1 – S5),  

образца испытуемого препарата (Т1 – Т4)  
и референтного препарата (R1-R4)  
в лунках 96-луночного планшета

Ря
д Номер лунки в ряду

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 – B S2 S4 R1 R3 T1 T3 – – – –

2 – B S2 S4 R1 R3 T1 T3 – – – –

3 – B S2 S4 R1 R3 T1 T3 – – – –

4 – B S2 S4 R1 R3 T1 T3 – – – –

5 – S1 S3 S5 R2 R4 T2 T4 – – – –

6 – S1 S3 S5 R2 R4 T2 T4 – – – –

7 – S1 S3 S5 R2 R4 T2 T4 – – – –

8 – S1 S3 S5 R2 R4 T2 T4 – – – –

Примечание: «–» – незадействованная лунка планшета.

Таблица 2. 

Порядок внесения реактивов в лунки планшета

Раствор антитромбина III для определения 
анти-Xa-активности

20 мкл

Образец препарата или стандарта 20 мкл

Раствор фактора Ха 40 мкл

Инкубация при 37С и перемешивании 2 мин

Раствор хромогенного субстрата для 
фактора Ха

100 мкл

Инкубация при 37С и перемешивании 4 мин

 Уксусная кислота 40 мкл

Ход анализа определения анти-IIа-активности 
проходил по схеме, представленной в таблицах 3 и 4.

Далее измеряли оптическую плотность раство-
ров при 405 нм с помощью микропланшетного риде-
ра Mindray MR-96A. Выбор аналитической длины вол-
ны был обусловлен тем, что при данной длине волны 
наблюдалось максимальное светопоглощение и спе- 

цифичность определения, что связано со структурой 
и цветом продукта реакции фактора Ха или IIa с хро-
могенным субстратом (пара-нитроаналин, максимум 
поглощения при 405 нм). 

Таблица 3. 

Схема распределения буферного раствора (В),  
разведения стандартного образца НМГ гепарина (S2 – S6) ,  

образца испытуемого препарата (Т1 – Т4)  
и референтного препарата (R1-R4)  
в лунках 96-луночного планшета

Ря
д Номер лунки в ряду

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 – B S3 S5 R1 R3 T1 T3 – – – –

2 – B S3 S5 R1 R3 T1 T3 – – – –

3 – B S3 S5 R1 R3 T1 T3 – – – –

4 – B S3 S5 R1 R3 T1 T3 – – – –

5 – S2 S4 S6 R2 R4 T2 T4 – – – –

6 – S2 S4 S6 R2 R4 T2 T4 – – – –

7 – S2 S4 S6 R2 R4 T2 T4 – – – –

8 – S2 S4 S6 R2 R4 T2 T4 – – – –

Таблица 4. 

Порядок внесения реактивов

Раствор антитромбина III для определения 
анти-IIa-активности

20 мкл

Образец препарата или стандарта 20 мкл

Раствор фактора IIа 40 мкл

Инкубация при 37С и перемешивании 2 мин

Раствор хромогенного субстрата для 
фактора IIа

100 мкл

Инкубация при 37С и перемешивании 4 минуты

70% раствор кислоты уксусной 40 мкл

Определение анти-Ха- и анти-IIа-активности  
эноксапарина натрия в условиях in vitro

Пробоподготовка образцов плазмы крови к ана-
лизу проводилась путем их разведения в буферном 
растворе с рН 7,4, приготовленном как описано ранее. 
Анализ проводили в полистирольном планшете при 
37 °С. С помощью одноканального дозатора в две лун-
ки 1-Fи 1-H ряда планшета вносили по 200 мкл рабо-
чего буферного раствора (раствор сравнения). Далее с 
помощью многоканального дозатора приготовленные 
рабочие растворы вносили в полистирольные план-
шеты по следующей схеме, представленной в табли-
цах 5 и 6.

Эффективность и безопасность лекарственных средств
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Таблица 5. 

Ход анализа

Вносили в лунки: Образец Бланк

Рабочий раствор фактора Xa или IIa 40 мкл ---

Раствор 2 40 мкл ---

Рабочий буферный раствор --- 200 мкл

Инкубировали при 37 °С точно 5 минут

Раствор хромогенного субстрата 40 мкл ---

Инкубировали при 37 °С точно 5 мин

70% раствор уксусной кислоты 80 мкл ---

Измеряли оптическую плотность образца на план-
шетном спектрофотометре при длине волны 405 нм и 
по калибровочному графику рассчитывали анти-Ха- 
активности эноксапарина натрия. 

Аналогичным образом проводили исследова-
ния анти-IIа-факторной активности эноксапарина нат- 
рия при использовании соответствующих реактивов 
и раствора фактора свертывания IIа с целью оценки 
анти-IIа-активности эноксапарина натрия. 

Кроме того, разработанная методика была мо-
дифицирована для использования на кюветном УФ-
спектрофотометре, поскольку объемы исследуемого 
образца (200 мкл) недостаточны для внесения в клас-
сическую кювету шириной 10 см. Для этого все объ-
емы вносимых образцов реактивов были пропорци- 
онально увеличены в 5 раз по сравнению с методи-
кой для планшетного спектрофотометра, при этом 
инкубирование образцов проводилось в пробирках 
Эппендорфа вместимостью 2 мл в соответствующем 
термошейкере.

Валидация методики

Валидацию методик определения анти-IIа- и 
анти-Ха-активности эноксапарина натрия в препа-
ратах и плазме крови кроликов проводили согласно 
ГФ  XIII ОФС «Валидация аналитических методик» по 
следующим характеристикам: специфичность, линей-
ность, правильность, прецизионность (на двух уров-
нях: сходимость, промежуточная прецизионность), 
аналитический диапазон.

Для методик определения анти-IIа- и анти-Ха- 
активности в плазме крови кроликов валидация про-
водилась как для методики в модификации как для 
планшетного, так и кюветного УФ-спектрофотометра.

Специфичность. Для оценки специфичности ме-
тодики определения активности анти-IIа- и анти-
Ха-активности эноксапарина натрия в препаратах (in 
vitro) и плазме крови кроликов (in vivo) для каждой из 
методик проводили определение активности для хо-
лостого образца (для определения анти-IIа- и анти-
Ха-активности эноксапарина натрия в препаратах в 
качестве холостого образца использовали воду очи-
щенную). Для определения для анти-IIа- и анти-Ха-
активности эноксапарина натрия в качестве холостого 
образца использовали интактную плазму кроликов от 
6 разных животных, а также интактную плазму крови 
человека и рассчитывали в каждом из случаев сигнал 
УФ-СФМ для данного образца. 

Для каждой из разработанных методик отклик 
сигнала для холостого образца как для плазмы кро-
ви человека, так и плазмы крови кроликов, уровень 
анти-IIа- и анти-Ха-активности эноксапарина натрия 
не отличался от нуля. Таким образом, было показано, 
что при использовании разных биологических матриц 
(плазма крови человека или кроликов) сохраняется 
специфичность разработанной методики.

Таблица 6. 

Схема внесения образцов в лунки планшета

Ряд
Номер лунки в ряду

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Контроль 1 …. …. …. …. …. …. …. …. …. Х Бланк

B Контроль 2 …. …. …. …. …. …. …. …. …. Х Бланк

C Калибровка 0 …. …. …. …. …. …. …. …. …. Х Х

D Калибровка 1 …. …. …. …. …. …. …. …. …. Х Х

E Калибровка 2 …. …. …. …. …. …. …. …. …. Х Х

F Х …. …. …. …. …. …. …. …. …. Х Х

G Х …. …. …. …. …. …. …. …. …. Х Х

H Х …. …. …. …. …. …. …. …. …. Х Х

Примечание: Х – пустая лунка;
«…» – образцы исследуемой плазмы кроликов.

Биоаналитические методики
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Линейность

Определение анти-Ха-активности эноксапарина 
натрия in vitro

Готовили 5 образцов стандартных растворов 
эноксапарина натрия с активностью 0,212 МЕ/мл, 
0,141 МЕ/мл, 0,094 МЕ/мл, 0,0628 МЕ/мл, 0,0418 МЕ/мл. 
Для построения калибровочных кривых использова-
ли линейную регрессию с нормированием 1/x. Про-
водили линию тренда в диапазоне активности 0,2– 
0,04 МЕ/мл. По полученным значениям был постро-
ен калибровочный график (рисунок 1) совместно 
с уравнением калибровочной кривой. Коэффици-
ент корреляции составил 0,98 для этого и последую-
щих определений. Во всех случаях была отмечена об-
ратная пропорциональная зависимость активности 
эноксапарина натрия от оптической плотности об-
разца. Рекомендуемые координаты калибровочных 
графиков были приведены в информационных мате-
риалах к реактивам и различались для оценки анти-IIа- 
и анти-Ха-активности.

Определение анти-IIа-активности эноксапари-
на натрия in vitro. Проводили измерение оптической 
плотности 5 образцов стандартных растворов энокса-
парина натрия с активностью 0,041 МЕ/мл, 0,0277 МЕ/мл, 
0,0184 МЕ/мл, 0,0123 МЕ/мл, 0,0082 МЕ/мл.

Определение анти-Ха-активности эноксапари-
на натрия in vivo. Проводили измерение оптичес- 
кой плотности 3 стандартных растворов эноксапа-
рина натрия с активностью 0,00 МЕ/мл, 0,48 МЕ/мл, 
0,93 МЕ/мл.

Определение анти-IIа-активности эноксапари-
на натрия in vivo. Проводили измерение оптичес- 
кой плотности 4 образцов стандартных растворов 
эноксапарина натрия с активностью 0,000 МЕ/мл,  
0,0150 МЕ/мл, 0,300 МЕ/мл, 0,600 МЕ/мл.

Правильность и прецизионность

Определение анти-Ха- и анти-IIа-активнос- 
ти эноксапарина натрия in vitro. Проводили ана-
лиз 3 образцов активности стандартных раство-
ров эноксапарана натрия 0,212 МЕ/мл, 0,0940 МЕ/мл, 
0,0418 МЕ/мл для определения анти-Ха- и 0,0410 МЕ/мл, 
0,0184 МЕ/мл, 0,0082 МЕ/мл для определения анти-
IIа-активностей. Каждый раствор измеряли на спек-
трофотометре 3 раза. Исследование проводили в двух 
последовательностях, с участием двух разных анали-
тиков. Для полученных значений анти-Xa-активности 
концентраций были рассчитаны величины стандарт-
ного отклонения (S.D. inter-day: 0,0103; 0,0072; 0,0035, 
intra-day: 0,0192; 0,0066; 0,0041), относительного стан-
дартного отклонения (RSD, %, inter-day: 5,24; 7,67; 7,57; 
intra-day: 9,33; 7,06; 9,48) и относительной погрешнос- 

Рисунок 1. Калибровочный график для определения анти-Хa-
активности препарата

Рисунок 2. Калибровочный график для определения анти-IIa-
активности препарата

Рисунок 3. Калибровочный график зависимости оптической 
плотности эноксапарина от его активности (анти-Ха)

Рисунок 4. Калибровочный график зависимости оптической 
плотности эноксапарина от его активности (анти-IIа)
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ти (ε, % inter-day: 7,70; 0,00; 10,45; intra-day: 2,91; 0,74; 
3,27). Для полученных значений анти-IIa-активности 
концентраций были рассчитаны величины стандарт-
ного отклонения (S.D. inter-day: 0,0024; 0,0018; 0,0008, 
intra-day: 0,0023; 0,0014; 0,0007), относительного стан-
дартного отклонения (RSD, % inter-day: 6,07; 9,91; 9,30; 
intra-day: 5,84; 7,54; 7,82) и относительной погрешнос- 
ти (ε, % inter-day: 3,41; 0,36; 2,44; intra-day: 2,44; 0,45; 
2,24).

Определение анти-Ха- и анти-IIа-активностей 
эноксапарина натрия in vivo. Проводили анализ 3 об-
разцов активности стандартных растворов энокса-
раина натрия 0,00 МЕ/мл, 0,48 МЕ/мл, 0,93 МЕ/мл для 
определения анти-Ха- и 0,150МЕ/мл, 0,300МЕ/мл, 
0,600МЕ/мл для опредедения анти-IIа-активности. 
Каждый раствор измеряли на спектрофотометре 3 
раза. Исследование проводили в двух последователь-
ностях, с участием двух разных аналитиков. Для полу-
ченных значений анти-Xa-активности концентраций 
были рассчитаны величины стандартного отклоне-
ния (S.D. inter-day: 0,00; 0,04; 0,07, intra-day: 0,00; 0,05; 
0,06), относительного стандартного отклонения (RSD, 
% inter-day: 0,00; 7,21; 7,24; intra-day: 0,00; 9,40; 6,07) и 
относительной погрешности (ε, % inter-day 0,00; 4,17; 
2,87; intra-day: 0,00; 2,08; 2,15). Для полученных значе-
ний анти-IIa-активности концентраций были рассчита-
ны величины стандартного отклонения (S.D. inter-day: 
0,015; 0,011; 0,015, intra-day: 0,014; 0,009; 0,018), относи-
тельного стандартного отклонения (RSD, % inter-day: 
9,96; 3,45; 2,50; intra-day: 9,43; 2,97; 2,92) и относитель-
ной погрешности (ε, % inter-day: 2,22; 1,56; 0,28; intra-
day: 0,00; 1,25; 0,53). Полученные величины относи-
тельного стандартного отклонения (прецизионность) 
и относительной погрешности (правильность) не пре-

вышали 10,00% (максимально допустимое отклонение, 
приведенное в инструкциях по применению наборов 
для нализа анти-Ха- и анти-Xa-активности).

Таким образом, по результатам валидации мето-
дик определения анти-Ха- и анти-IIа-активности энок-
сапарина натрия в препаратах и плазме крови кро-
ликов было показано, что разработанные методики 
пригодны для указанных аналитических задач. 

Апробация методики определения анти-Ха-  
и анти-IIa-активности эноксапарина натрия  
в условиях in vitro

В ходе количественного определения анти-Ха- и 
анти-IIа-активности препаратов эноксапарина натрия 
по разработанной методике были получены величи-
ны анти-Ха- и анти-IIа-активности для исследуемого и 
референтного препаратов, соответствующие нормам 
отношения активностей по USP (таблица 7). Кроме то-
го, было показано, что при анализе различных серий 
исследуемого и референтного препаратов данные со-
отношения не меняются от серии к серии. Таким об-
разом, было установлено, что исследуемый разраба-
тываемый препарат «Эноксапарин натрия» обладает 
межсерийной однородностью по величинам анти-Ха- 
и анти-IIa-активности in vitro, а также их соотношению 
(RSD не более 5%).

Апробация методики определения анти-Ха-  
и анти-IIa-активности эноксапарина натрия  
в условиях in vivo

Определение антифакторной активности энокса-
парина натрия (для оригинального и воспроизведен-
ного препаратов) в условиях in vivo (доклиническое 

Таблица 7. 

Результаты определения анти-Ха- и анти-IIа-активности исследуемых препаратов

серия №
Эноксапарин натрия, активность Клексан®, активность

анти-Ха анти-IIа соотношение анти-Ха анти-IIа соотношение

1 10 480 2 840 3,69 10 264 2 668 3,85

2 10 077 2 590 3,89 10 297 2 565 4,01

3 10 527 2 680 3,93 10 672 2 759 3,87

4 9 834 2 660 3,70 10 843 2 735 3,96

5 10 665 2 788 3,83 10 634 2 760 3,85

6 10 319 2 493 4,14 10 225 2 631 3,89

Ср.знач. 10 317 2 675 3,86 10 489 2 686 3,91

RSD,% 3,01 4,75 4,32 2,48 2,94 1,68

Биоаналитические методики
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исследование) проходило в два этапа: биологический 
и аналитический. Биологический этап исследова-
ния проводился на 8 кроликах-самцах породы шин-
шилла. Забор венозной крови для определения кон-
центрации исследуемых препаратов производили у 
экспериментальных животных из ушной вены: до вве-
дения препаратов, через 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 и 24 ч. 
Анализ образцов проводился по приведенной выше 
методике. 

По результатам фармакокинетических исследо-
ваний как для анти-Ха-, так и для анти-IIа-активнос- 
ти препарата-биоаналога эноксопарина натрия бы-
ло установлено, что характер фармакокинетических 
кривых, полученных после введения препаратов 
эноксапарин натрия (T) и Клексан (R), в целом схо-
ден, причем индивидуальная вариабельность зна-
чений активностей эноксапарина натрия в обоих 
случаях примерно одинакова. Эквивалентность фар-
макокинетических профилей препаратов Т и R была 
подтверждена при помощи математических методов 
(f, f’, f’’), которые укладывались в допустимый интер-
вал (80,00–125,00%). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1.	 Были разработаны методики определения 

анти-Ха- и анти-IIа-активностей эноксапари-
на натрия в условиях in vitro и in vivo метода-
ми УФ-спектрофотометрии и планшетной УФ-
спектрофотометрии, установлены их основные 
валидационные характеристики согласно ГФ 13. 
Показано, что разработанные методики могут 
быть использованы для указанных аналитических 
задач. 

2.	 Проведена апробация разработанной методики 
для сравнительного исследования активности 
выбранных препаратов-биоаналогов в условиях 
in vitro. Установлено, что соотношение активнос- 
тей анти-Ха и анти-IIа для исследуемых препара-
тов является сопоставимым. 

3.	 Осуществлена апробация разработанной методи-
ки для сравнительного исследования активности 
выбранных препаратов-биоаналогов в условиях 
in vivo. Было определено, что фармакокинетика 
исследуемых ЛС является эквивалентной. На ос-
новании результатов сравнительных исследова-
ний in vitro и in vivo показана биоаналогичность ис-
следуемых ЛС на доклиническом этапе.
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