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Для сравнительного изучения фармакодинамики и подтверждения эквивалент-
ности препаратов низкомолекулярных гепаринов (НМГ) согласно современным 
регуляторным требованиям необходимо сопоставить три фармакодинамических 
показателя: анти-Ха и анти-IIа активности и концентрацию ингибитора пути тка-
невого фактора (TFPI). Цель работы — анализ особенностей проведения биоана-
литической части исследования эквивалентности биоаналогичного препарата 
надропарина кальция при подкожном введении. Материалы и методы: опреде-
ление анти-Ха и анти-IIа активности НМГ и содержания TFPI в образцах плазмы 
крови человека, полученных после однократного подкожного введения тести-
руемого и референтного препаратов в одной дозе, выполнено с применением 
коммерчески доступных наборов реагентов и предварительно валидированных 
методик. Основные фармакодинамические параметры (суррогатные фармакоки-
нетические маркеры): максимальная активность или концентрация (Amax или Сmax), 
время достижения максимальной активности или концентрации (Тmax), площадь 
под кривой «активность (концентрация) — время» (AUC ), период полувыведения 
(T1/2) рассчитаны внемодельным методом статистических моментов и выполнена 
их дальнейшая статистическая обработка. Результаты: полученные результаты 
оценки анти-Ха активности и TFPI позволили рассчитать и сопоставить фармако-
динамические параметры (Аmax или Cmax, AUC0-24, AUC0-∞, Тmax, T1/2), а также оценить 
доверительные интервалы, необходимые для подтверждения эквивалентности 
исследованных препаратов. Данные по значениям анти-IIа активности имели 
характер колебаний в пределах одного уровня, что не позволило рассчитать и 
сопоставить фармакодинамические параметры. Выводы: выявлены особенности, 
которые необходимо учитывать при планировании исследований фармакодина-
мики препаратов надропарина кальция: целесообразность разделения каждого 
образца при отборе с получением двух испытуемых аликвот (одна для опреде-
ления анти-Ха и анти-IIа активностей, вторая — для анализа TFPI) для корректно-
го выполнения аналитического этапа; достаточность подтверждения отсутствия 
мешающего влияния действующего вещества на аналитическую процедуру при 
валидации биоаналитических методик оценки анти-Ха активности, анти-IIа ак-
тивности и содержания TFPI в плазме крови человека, валидированных в диапа-
зоне концентраций 0,024–0,182 МЕ/мл, 0,0069–0,052 МЕ/мл и 1,56–100 нг/мл 
соответственно; возможность получения данных, не позволяющих рассчитать 
фармакодинамические параметры и сопоставить доверительные интервалы для 
всех трех фармакодинамических показателей. Указанные особенности могут 
быть характерны для других препаратов НМГ.
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According to current regulatory views, a comparative study of the pharmacodyna-
mics (PD) of low molecular weight heparin (LMWH) products and confirmation of their 
equivalence require comparing three PD markers: the anti-Xa activity, the anti-IIa  
activity, and the tissue factor pathway inhibitor (TFPI) concentration. The aim of this 
study was to analyse the features specific to the bioanalytical part of an equivalence 
study of a nadroparin calcium biosimilar after single subcutaneous administration. 
Material and methods: the anti-Xa and anti-IIa activity values and TFPI content were 
determined in human plasma samples obtained after single subcutaneous adminis-
tration of the test and the reference product in the same dose, using commercially 
available reagent kits and pre-validated assays. The authors calculated the main PD 
parameters (surrogate pharmacokinetic markers), namely the maximum activity or 
concentration (Amax or Cmax), time to maximum activity or concentration (Tmax), area 
under the activity–time (or concentration–time) curve (AUC ), and half-life period 
(T1/2), by means of the model-independent statistical moment analysis and carried 
out further statistical testing of the parameters. Results: the anti-Xa activity and 
TFPI concentration results provided for the possibility of calculating and comparing 
the PD parameters (Amax or Cmax, AUC0-24, AUC0-∞, Tmax, T1/2) and estimating the con-
fidence intervals that are necessary to confirm the bioequivalence of the studied 
products. The anti-IIa activity data had a characteristic pattern of slight fluctuations 
around one level, which prevented the calculation and comparison of PD paramet-
ers. Conclusion: the study identified specific features to consider when planning 
comparative PD studies of nadroparin calcium products. Firstly, it is feasible to di-
vide samples into two test aliquots (one for anti-Xa and anti-IIa activity determina-
tion, the other for TFPI analysis) at the moment of collection in order to perform the 
analytical step correctly. Secondly, there is no need in full validation for the bioana-
lytical assays of the anti-Xa and anti-II activity and TFPI content in human plasma 
validated in the concentration ranges of 0.024–0.182 IU/mL, 0.0069–0.052 IU/mL 
and 1.56–100 ng/mL, respectively; a confirmation that the active ingredient does 
not interfere with the analytical procedure is adequate for the purpose. Finally, the 
data obtained may not allow for calculating PD parameters and comparing confid-
ence intervals for all three markers. The listed considerations may be relevant for 
other LMWH products as well.
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Введение
Исследования биоэквивалентности (БЭ) вос-
произведенного лекарственного препарата, 
направленные на доказательство его эквива-
лентности референтному лекарственному пре-
парату, являются одной из значимых частей его 
клинического исследования и регламентиро-
ваны требованиями нормативных документов1. 
В качестве основного критерия биоэквивалент-
ности используют 90% доверительный интервал 
для отношения средних геометрических значе-
ний исследуемых фармакокинетических пара-
метров (максимальной концентрации, площади 
под фармакокинетической кривой) тестируемо-
го лекарственного препарата (T) и референтно-
го лекарственного препарата (препарата срав-
нения, R)2.

Биологические лекарственные препараты 
в связи со сложной и неоднородной химиче-
ской структурой относят к биоаналогичным 
(биоподобным)3, а не воспроизведенным пре-
паратам. Для биоподобных препаратов раци-
онально проведение сравнительных исследо-
ваний, включающих оценку фармакодинамики 
с использованием не общепринятых фармако-
кинетических параметров, а так называемых 
суррогатных маркеров концентрации на основе 
фармакодинамических показателей. При пла-
нировании, проведении и оценке результатов 

такого рода исследований обычно руководству-
ются общими принципами исследований БЭ.

Стандартный дизайн изучения биоэквивалент-
ности предполагает сравнение двух лекар-
ственных препаратов в рамках рандомизиро-
ванного двухпериодного, перекрестного в двух 
последовательностях исследования с приемом 
однократной дозы и периодом отмывки4 (кли-
нический этап). Далее в рамках аналитическо-
го этапа в полученных пробах биологического 
материала проводят определение содержания 
действующего вещества сравниваемых пре-
паратов с помощью заранее разработанной 
и валидированной биоаналитической методи-
ки. На основании полученных данных прово-
дят расчет фармакокинетических параметров 
и дальнейшую статистическую обработку ре-
зультатов (постаналитический или статистиче-
ский этап).

Для некоторых препаратов, прежде всего био-
логической природы, прямая оценка концентра-
ции действующего вещества в биоматериале 
затруднительна или невозможна. В этом слу-
чае могут быть использованы так называемые 
биологические маркеры (биомаркеры, сурро-
гатные маркеры концентрации, конечные точки 
фармакокинетики)5. Для препаратов низкомо-
лекулярных гепаринов (НМГ) в связи с их вы-
сокой гетерогенностью согласно современным 
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нормативным требованиям6 для оценки фар-
макодинамики и эквивалентности следует со-
поставить анти-Ха, анти-IIа активности и кон-
центрацию ингибитора пути тканевого фактора 
(tissue factor pathway inhibitor, TFPI). Данный 
подход был успешно применен при изучении 
фармакокинетики и (или) эквивалентности 
различных гепаринсодержащих препаратов 
(на  основе эноксапарина, далтепарина и др.) 
[1–6]. Тот же принцип использован при пла-
нировании и выполнении работ по Протоколу 
клинического исследования № НДП-I-02/18 
«Открытое рандомизированное сравнитель-
ное перекрестное исследование безопасности, 
переносимости и фармакодинамики препара-
тов Надропарин кальция, раствор для подкож-
ного введения (ФГУП «Московский эндокрин-
ный завод», Россия), и Фраксипарин, раствор 
для подкожного введения («Аспен Фарма 
Трейдинг Лимитед», Ирландия), у здоровых до-
бровольцев».

Цель работы  — анализ особенностей проведе-
ния биоаналитической части исследования эк-
вивалентности, выявленных при изучении био-
аналогичного препарата надропарина кальция 
при однократном подкожном введении.

Материалы и методы
В ходе клинического этапа работы по Протоколу 
клинического исследования № НДП-I-02/18 
в рамках двух периодов были получены пробы 
плазмы крови от 26 добровольцев на 12 времен-
ных точках (через 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12 
и 24 ч) после введения препаратов Т: Надропарин 
кальция, раствор для подкожного введения 
9500 МЕ анти-Ха/мл (ФГУП «Московский эндо-
кринный завод», Россия)  — 7600 МЕ анти-Ха-
факторной активности/0,8 мл и R: Фраксипарин, 
раствор для подкожного введения («Аспен 
Фарма Трейдинг Лимитед», Ирландия) — 7600 МЕ 
анти-Ха/0,8 мл.

Пробы крови были отобраны в пробирки 
с цитратом натрия. После получения плазмы 
крови путем центрифугирования при комнат-
ной температуре (18–25 °С) в течение 15 мин 
при 3000 об./мин (1200 g) каждая проба была 
разделена на 3 части (аликвоты): 1-я часть — 
для определения анти-Ха и анти-IIа актив-
ности (объем не менее 0,3 мл); 2-я часть  — 
для определения содержания TFPI (объем  

не менее 0,4 мл); 3-я часть  — арбитражная 
проба (объем не менее 0,7 мл). Такое деле-
ние необходимо, поскольку в ходе дальней-
шего анализа допускается только однократ-
ное замораживание проб и определение всех 
трех предусмотренных фармакодинамиче-
ских показателей в одной аликвоте затруд-
нительно. Биопробы (части 1 и 2) переданы 
из клинического центра в аналитический 
с соблюдением температурного режима хра-
нения (минус 20 °С).

Протокол биоаналитической части исследова-
ния рассмотрен и одобрен на заседании экс-
пертной комиссии (ЭК) исследовательского 
учреждения, проводившего эту работу (АО «НПО 
«ДОМ ФАРМАЦИИ», заключение ЭК №  40/20 
от 28.09.2020).

Определение анти-Ха и анти-IIа активно-
сти плазмы крови человека выполнено с по-
мощью набора реагентов «Ренапарин-тест», 
(НПО «Ренам», кат. № ГП-6) с использованием 
хромогенного субстрата. Определение кон-
центрации TFPI в плазме крови человека вы-
полнено методом иммуноферментного анали-
за (ИФА) с помощью набора реагентов ELISA 
Kit for Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) 
(Cloud-Clone Corp., кат. № SEA394Hu). Работу 
с наборами вели согласно инструкциям произ-
водителей с предварительным подбором 
необходимого разведения для анализируемых 
проб. Кроме реагентов, входящих в состав на-
боров, для валидационных испытаний допол-
нительно использованы субстанция надропа-
рина кальция (в качестве стандартного образца 
(СО)) и смесь вспомогательных веществ, вхо-
дящих в состав готовой лекарственной формы 
(ГЛФ) препарата (плацебо препарата), предо-
ставленные ФГУП «Московский эндокринный 
завод». В качестве интактной или бланк-плаз-
мы использована референтная нормальная 
пулированная (РНП) плазма (ООО «Технология 
стандарт»), а также контрольная плазма двух 
уровней активности (норма и патология) 
из набора «Реахром-гепарин» (НПО  «Ренам», 
кат.  №  ГП-1). При выполнении валидацион-
ных испытаний применены модельные смеси 
интактного биологического материала (РНП-
плазмы крови человека) со СО, входящими 
в состав наборов: СО НМГ и калибровочным 
(стандартным) образцом TFPI (СО TFPI).

6 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-
дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».

 Guideline on non-clinical and clinical development of similar biological medicinal products containing low-molecular-weight-
heparins. EMEA/CHMP/BMWP/118264/2007 Rev.1. 2017.
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7 ICH, Q2A, Harmonised tripartite guideline, Text on validation of analytical procedures. Geneva: IFPMA; 1994.
 ICH, Q2B, Harmonised tripartite guideline, Guideline on validation of analytical procedures: methodology, IFPMA. In: Proceedings 

of the International Conference on Harmonisation. Geneva; 1996.
 Guidance for industry: Bioanalytical method validation. Rockville, MD; 2018.
 Guideline on bioanalytical method validation. EMEA/CHMP/EWP/192217/2009. London; 2011.
8 Изучение биоэквивалентности воспроизведенных лекарственных средств. В кн.: Руководство по экспертизе лекарствен-

ных средств. Т. 1. М: Гриф и К; 2013. С. 174–200.
 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-

дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».
9 ГОСТ Р 50779.42-99. Статистические методы. Контрольные карты Шухарта. М.: Стандартинформ; 2008.
10 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-

дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».
11 ICH, Q2A, Harmonised tripartite guideline, Text on validation of analytical procedures. Geneva: IFPMA; 1994.
 ICH, Q2B, Harmonised tripartite guideline, Guideline on validation of analytical procedures: methodology, IFPMA. In: Proceedings 

of the International Conference on Harmonisation. Geneva; 1996.
 Guidance for industry: Bioanalytical method validation. Rockville, MD; 2018.
 Guideline on bioanalytical method validation. EMEA/CHMP/EWP/192217/2009. London; 2011.

Биоаналитические методики валидированы 
согласно рекомендациям7. В качестве основных 
валидационных параметров использованы: 
селективность, нижний предел количествен-
ного определения (НПКО), калибровочный 
диапазон, точность, прецизионность. В ходе 
валидационных испытаний также проверена 
возможность разбавления биопроб перед ана-
лизом.

Параметры фармакодинамики (суррогатные 
маркеры фармакокинетики: максимальная ак-
тивность или концентрация Amax или Сmax, время 
достижения максимальной активности или кон-
центрации Тmax, площадь под кривой «актив-
ность (концентрация)  — время» AUC, период 
полувыведения T1/2) рассчитаны внемодельным 
методом статистических моментов [7].

При статистической обработке данных рассчи-
тывали средние арифметические значения (X ), 
соответствующие им стандартные отклонения 
(SD), стандартные ошибки среднего значения 
(Sx), для фармакодинамических параметров до-
полнительно рассчитывали коэффициент вари-
ации (CV, %), среднее геометрическое, медиану, 
максимальное и минимальное значения.

В качестве основного критерия эквивалентно-
сти препаратов T и R использовали 90% дове-
рительный интервал для отношения средних 
геометрических значений исследуемых фарма-
кодинамических параметров (Amax или Сmax, AUC ), 
полученный с предварительным преобразо-
ванием данных на основе натурального лога-
рифма. Доверительный интервал должен быть 
в пределах 80–125% (или 0,8–1,25)8.

В связи с получением близких значений фарма-
кодинамического показателя (анти-IIа активно-
сти) на всех временных точках у подавляющего 
большинства добровольцев выполнена оценка 
попадания значений в диапазон ±3SD с помощью 
контрольной карты Шухарта9.

Расчет основных фармакодинамических па-
раметров выполнен с использованием при-
ложения PKSolver для Microsoft Office Excel. 
Статистический анализ выполнен с применени-
ем программ Microsoft Excel 2007 и Statistica 
10.0 (StatSoft).

Непосредственное доказательство эквивалент-
ности исследованных препаратов не входило 
в задачу данного исследования, поэтому ма-
териалы, касающиеся дизайна исследования, 
характеристик добровольцев, критериев их 
включения/невключения, статистического обос-
нования размера выборки и т.п., а также дета-
лизация результатов статистической обработки 
полученных данных не включены в текст работы.

Результаты и обсуждение
Процесс валидации биоаналитической методи-
ки является обязательным в практике изучения 
фармакокинетики, токсикокинетики и биоэкви-
валентности в доклинических и клинических ис-
следованиях. Объем и требования к валидации 
биоаналитических методик и анализу исследуе-
мых биологических образцов при изучении био-
эквивалентности регламентированы отдельным 
приложением соответствующего регуляторного 
документа10, который дополняет более общие 
рекомендации по валидации биоаналитических 
методик11.

Использование в биоаналитической работе ком-
мерчески доступных наборов реагентов имеет 
ряд особенностей. На начальном этапе необхо-
димо выполнить проверку работоспособности 
наборов применительно к условиям конкрет-
ной лаборатории, основанную на выполнении 
анализа стандартных образцов (калибраторов), 
входящих в состав наборов; затем оценить влия-
ние действующего вещества и плацебо исследу-
емых препаратов на результаты аналитической 
процедуры, подтвердить наличие активности 
in vitro и провести валидационные испытания.
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Данные по проверке работоспособности на-
боров реагентов с применением коммерчески 
доступных контрольных плазм с различным со-
держанием гепарина представлены в таблице 1. 
Полученные экспериментальные данные соот-
ветствовали показателям правильности опре-
деления анти-Xa и анти-IIа активности гепарина 
в плазме12, что позволило подтвердить их при-
годность для дальнейших испытаний.

По результатам анализа серий растворов СО 
надропарина кальция и СО НМГ, входящего 
в состав набора «Ренапарин-тест», были полу-
чены схожие зависимости оптической плотно-
сти растворов от их анти-Ха активности (рис. 1). 
На рисунке 2 представлены УФ-спектры, полу-
ченные при анализе интактного биоматериала 
(бланк-плазмы) и модельных смесей с добав-
ками СО НМГ или СО надропарина кальция. Их 
сопоставление позволило сделать заключение 
о том, что компоненты биоматериала (плазмы 
крови) не искажают спектров продуктов реак-
ции с СО надропарина кальция и СО НМГ, а так-
же подтвердить, что оптическая плотность сни-
жается схожим образом в присутствии как СО 
НМГ, так и СО надропарина кальция. Таким 
образом, подтверждено, что действующее ве-
щество исследуемого препарата в экспери-
менте in vitro проявляет тот вид активности, 

на котором основана его дальнейшая оценка 
в экспериментах in vivo (в данном случае срав-
нительная оценка фармакодинамики), что об-
основывает корректность использования дан-
ного аналитического подхода для дальнейшего 
исследования.

Результаты анализа, полученные при определе-
нии концентрации TFPI, для растворов плацебо, 
СО надропарина кальция и модельных смесей 
плазмы крови с добавками надропарина каль-
ция, представлены в таблице 2.

Установлено, что плацебо препарата 
и СО надропарина кальция в модельных сме-
сях с плазмой крови не оказывают влияния 
на уровень TFPI in  vitro и не оказывают меша-
ющего влияния на определение концентрации 
TFPI в плазме крови человека. Увеличение кон-
центрации TFPI-фактора при действии любого 
НМГ (в том числе надропарина кальция) можно 
зарегистрировать только in vivo или в специ-
альных клеточных системах, что связано с осо-
бенностями механизма его образования и ре-
гуляции в живом организме [9].

Таким образом, подтверждено отсутствие 
мешающего влияния надропарина кальция 
на результаты определения активности анти-Ха/ 
анти-IIа факторов и концентрации TFPI.

12 Инструкция по применению набора реагентов для определения активности низкомолекулярного гепарина «Ренапа-
рин-тест» (НПО «Ренам», Россия).

Таблица 1. Результаты определения активности анти-Xa и анти-IIа факторов гепарина в образцах контрольной плазмы

Table 1. Results of heparin anti-Xa and anti-IIa activity evaluation in control plasma samples

Параметры
Parameters

Анти-Xa активность, МЕ/мл
Anti-Xa activity, IU/mL

Анти-IIа активность, МЕ/мл
Anti-IIa activity, IU/mL

контрольная 
плазма 1

control plasma 1

контрольная 
плазма 2

control plasma 2

контрольная 
плазма 1

control plasma 1

контрольная 
плазма 2

control plasma 2

Значения активности по паспорту производителя, 
(среднее и диапазон)*
Activity values according to the manufacturer’s product 
insert (mean and range)*

0,43
(0,33–0,53)

0,82
(0,72–0,92)

0,43
(0,33–0,53)

0,82
(0,72–0,92)

Экспериментально полученные значения (X ± SD)
Experimental values (X

—
 ± SD) 0,51 ± 0,02 0,89 ± 0,04 0,47 ± 0,03 0,76 ± 0,04

Коэффициент вариации результатов по паспорту 
производителя, %
Coefficients of variation for results according to the 
manufacturer’s product insert, %

10 10 10 10

Экспериментально полученные коэффициенты 
вариации результатов, %
Experimental coefficients of variation for results, %

4,2 4,8 6,4 5,2

 * Поскольку для нефракционированного гепарина, входящего в состав контрольных плазм из набора реагентов «Реахром-гепа-
рин», соотношение анти-Xa/IIa активности составляет 1:1 [8], то интервал допустимых значений для активности анти-Ха и 
анти-IIa фактора одинаков и соответствует значению, приводимому в паспорте к набору реагентов для определения актив-
ности анти-Ха фактора (анти-Ха/мл).
 * Taking into account the 1:1 ratio of anti-Xa to anti-IIa activity of unfractionated heparin from the control plasmas included into the 
Reachrom-Heparin kit [8], the ranges of acceptable anti-Xa and anti-IIa activity values are the same and correspond to the range given in 
the insert provided with the reagent kit for determination of anti-Xa activity (anti-Xa/mL).
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Основные результаты валидации методик оцен-
ки активности анти-Ха, анти-IIа факторов и кон-
центрации TFPI представлены в таблице 3.

Получены удовлетворительные результаты 
по всем необходимым валидационным пара-
метрам для всех анализируемых показателей. 

Необходимо подчеркнуть, что при выполнении 
валидационных испытаний использованы мо-
дельные смеси интактного биологического ма-
териала (РНП-плазмы) со СО, входящими в со-
став наборов (СО НМГ и СО TFPI). Применение 
СО надропарина кальция (действующего ве-
щества исследованных препаратов) было 

Рис. 1. Примеры калибровочных зависимостей оптиче-
ской плотности растворов от анти-Ха активности СО 
низкомолекулярного гепарина (1) и СО надропарина каль-
ция (2)

Fig. 1. Example calibration function of absorbance vs. anti-Xa 
activity of the low molecular weight heparin reference standard 
(1) and nadroparin calcium (2) solutions

Рис. 2. Типичные УФ-спектры, полученные при анализе 
анти-Xa активности плазмы крови человека: 1 — бланк-плаз-
ма; 2 — модельная проба плазмы крови с добавкой стандарт-
ного образца надропарина кальция, 3 — модельная проба с до-
бавкой стандартного образца низкомолекулярного гепарина

Fig. 2. Typical UV-spectra obtained when analysing human plasma 
anti-Xa activity: 1 — blank plasma, 2 — model plasma spiked with 
the reference standard of nadroparin calcium, 3 — model plasma 
spiked with the reference standard of low molecular weight heparin
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Таблица 2. Результаты определения концентрации ингибитора пути тканевого фактора (TFPI) для плацебо, растворов и мо-
дельных смесей с различными концентрациями СО надропарина кальция

Table 2. Results of tissue factor pathway inhibitor (TFPI) content determination for placebo, test solutions, and model mixtures with 
various concentrations of nadroparin calcium RS

Испытуемый образец
Test sample

Оптическая плотность 
(в растворителе  

для стандарта*), о.е.
Absorbance (in the RS solvent*), a.u.

Модельные смеси с плазмой крови
Model plasma mixtures

оптическая плотность, о.е.
absorbance, a.u.

концентрация TFPI, нг/мл
TFPI concentration, ng/mL

Растворитель для стандарта*
RS solvent* 0,113 0,209 ± 0,005 48,5 ± 2,3

Раствор CO TFPI 1,56 нг/мл*,**
TFPI RS solution 1.56 ng/mL*,** 0,171 0,123 ± 0,004 1,56

Плацебо
Placebo 0,111 ± 0,004 0,209 ± 0,005 48,5 ± 2,3

Растворы СО надропарина 
кальция, мкг/мл
Nadroparin calcium  
RS solution, μg/mL

20,0 0,105 – –

4,0 0,141 0,199 44,2

0,80 0,095 0,216 52,0

0,16 0,108 0,189 52,8

0,032 0,092 0,218 39,9

Примечание. СО — стандартный образец; «–» — не определялась. 
 * Входит в состав набора реагентов ELISA Kit for Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) (Cloud-Clone Corp., кат. № SEA394Hu). 
 ** Концентрация раствора соответствует нижнему пределу количественного определения (НПКО).
Note. RS — reference standard; — not determined. 
 * The solvent is provided with the ELISA Kit for Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) (Cloud-Clone Corp., SEA394Hu). 
 ** The concentration corresponds to the lower limit of quantification (LLOQ).
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Таблица 3. Основные валидационные параметры методик определения анти-Xa, анти-IIa активности и концентрации ингиби-
тора пути тканевого фактора (TFPI) в плазме крови человека

Table 3. Main validation parameters for assays of the anti-Xa activity, anti-IIa activity, and tissue factor pathway inhibitor (TFPI) concen-
tration in human plasma

Валидационный 
параметр
Validation 
parameter

Уровень 
концентрации

Concentration level
Критерий приемлемости

Acceptance criterion

Результат
Result

Вывод
Conclusion

анти-Xa 
активность, 

МЕ/мл
anti-Xa activity, 

IU/mL

анти-IIa 
активность,

МЕ/мл
anti-IIa activity, 

IU/mL

ингибитор 
пути тканевого 
фактора, нг/мл

TFPI, ng/mL

Селективность
Selectivity

Бланк-плазма, 
НПКО, ВПКО*
Blank plasma, 
LLOQ, ULOQ*

Способность диффе-
ренцировать аналит от 
эндогенных компонен-
тов матрицы и других 
компонентов образца
Ability to differentiate the 
analyte from the endo-
genous matrix and other 
sample components

Подтверж-
дена
Confirmed

Подтверж-
дена
Confirmed 

Подтверж-
дена
Confirmed 

Соответ-
ствует
Conforms

Нижний предел 
количественно-
го определения
Lower limit of 
quantification

НПКО
LLOQ

Точность, менее 20%
Accuracy, ≤20%
Прецизионность, менее 
20%
Precision, ≤20%

0,024

1,5–13,1%

11,6%

0,0069

4,7–10,2%

14,8%

1,56

8,2–12,5%

12,0%

Установлен
Determined
Соответ-
ствует
Conforms
Соответ-
ствует
Conforms

Калибровочный 
диапазон
Calibration range

Калибровочные 
стандарты не 
менее шести 
концентраций, не 
менее 3 серий
Calibration stand-
ards at a minimum 
of 6 concentrations, 
at least 3 runs

Коэффициент  
корреляции (r) ≥ 0,9
Correlation coefficient (r) 
≥ 0.9

0,024–0,182

r ≥ 0,99

0,0069–0,052

r ≥ 0,99

1,56–100

r ≥ 0,99

Установлен
Determined
Соответ-
ствует
Conforms

Точность**  
(|δ|, %)
Accuracy**,  
(|δ|, %)

ВПКО
ULOQ
Средний КК
Middle QC
Низкий КК
Low QC
НПКО
LLOQ

<15

<15

<15

<20

4,5–13,1

2,5–10,2

0,5–12,0

0,5–13,4

4,7–10,2

3,6–6,7

1,2–13,8

0,9–14,1

1,6–7,8

2,9–4,2

8,0–13,4

8,2–12,5

Соответ-
ствует
Conforms

Преци-
зионность  
в одном  
цикле***  
(RSD, %)
Intra-run  
precision***  
(RSD, %)

ВПКО
ULOQ
Средний КК 
Middle QC
Низкий КК
Low QC
НПКО
LLOQ

<15

<15

<15

<20

4,5–12,5

3,6–6,5

5,5–7,1

0,7–8,0

3,4–9,6

4,1–7,8

2,1–5,6

0,7–14,1

0,1–7,7

0,4–4,2

1,8–13,8

7,6–13,7

Соответ-
ствует
Conforms

Преци-
зионность  
между цикла-
ми*** (RSD, %)
Inter-run  
precision***  
(RSD, %)

ВПКО
ULOQ
Средний КК 
Middle QC
Низкий КК
Low QC
НПКО
LLOQ

<15

<15

<15

<20

13,3

6,6

8,6

11,6

13,1

6,8

6,5

14,8

6,4

4,7

9,0

12,0

Соответ-
ствует
Conforms

Примечание. ВПКО — верхний предел количественного определения, НПКО — нижний предел количественного определения, КК — 
контроль качества. 
 * Для оценки анти-Ха активности ВПКО — 0,182 МЕ/мл, средний КК — 0,121 МЕ/мл, низкий КК — 0,539 МЕ/мл, НПКО — 0,024 МЕ/мл, 
для оценки анти-IIа активности ВПКО — 0,052 МЕ/мл, средний КК — 0,0347 МЕ/мл, низкий КК — 0,0154 МЕ/мл, НПКО — 0,0069 МЕ/мл, 
для ингибитора пути тканевого фактора ВПКО — 100 нг/мл, средний КК — 50 нг/мл, низкий КК — 3,125 нг/мл, НПКО — 1,56 нг/мл. 
 ** Точность оценивали по принципу «внесено-найдено» как модуль относительной систематической погрешности (|δ|) в процен-
тах от внесенного количества. 
 *** Для оценки прецизионности использована величина относительного стандартного отклонения (RSD, %).
Note. ULOQ — upper limit of quantification, LLOQ — lower limit of quantification, QC — quality control. 
 * For the anti-Xa activity assay, the ULOQ was 0.182 IU/mL, the middle QC level was 0.121 IU/mL, the low QC level was 0.0539 IU/mL, and 
the LLOQ was 0.0240 IU/mL. For the anti-IIa factor activity assay, the ULOQ was 0.052 IU/mL, the middle QC level was 0.347 IU/mL, the 
low QC level was 0.0154 IU/mL, and the LLOQ was 0.0069 IU/mL. For the TFPI assay, the ULOQ was 100 ng/mL, the middle QC level was 
50 ng/mL, the low QC level was 3.125 ng/mL, and the LLOQ was 1.56 ng/mL. 
 ** Accuracy was estimated by recovery in absolute values of relative bias (|δ|) expressed as a percentage of the spiked amount. 
 *** Precision was evaluated using the relative standard deviation (RSD, %).
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целесообразным только на начальном этапе 
испытаний  — для подтверждения отсутствия 
его мешающего влияния на результаты анализа. 
Такая особенность валидационных испытаний 
связана с тем, что целью аналитической про-
цедуры было определение не самого вещества, 
а специфического биомаркера (анти-Ха/анти-IIа 
активность НМГ, концентрация TFPI), который 
является откликом на введение действующе-
го вещества. Поэтому в дальнейшем при ис-
пользовании валидированных ранее методик 
оценки указанных показателей нерациональ-
но проводить полную валидацию для каждо-
го нового действующего вещества группы НМГ. 
Целесообразно ограничиться проверкой при-
годности для анализа коммерчески доступных 
наборов реагентов и подтверждением отсут-
ствия мешающего влияния действующего веще-
ства (и, по возможности, плацебо исследуемой 
ГЛФ) на аналитическую процедуру.

Валидированные методики определения ан-
ти-Ха, анти-IIа активности НМГ в плазме крови 
человека и концентрации TFPI были применены 
для анализа проб плазмы крови добровольцев, 
полученных при проведении клинического ис-
следования. Для успешного выполнения анали-
тического этапа имеет значение аликвотирова-
ние проб, предусмотренное при их отборе (две 
части  — для проведения анализов, передавае-
мые в аналитический центр, и одна арбитраж-
ная часть, хранящаяся в клиническом центре). 
Обычно при использовании биоаналитических 
методик с хроматографическим определением 
одного целевого аналита для анализа исполь-
зуют одну аликвоту образца плазмы крови. 
Согласно рекомендациям по выполнению ис-
следований БЭ для снижения вариабельности 
результатов анализ всех образцов, полученных 
от одного субъекта на всех временных точках, 
предусмотренных дизайном исследования, 
должен быть выполнен в рамках одного анали-
тического цикла, т.е. в совокупности образцов, 
приготовленных в одно и то же время, одним 
аналитиком с использованием одинаковых ре-
активов в сходных условиях13. Традиционно 
в рамках исследования БЭ предусмотрено раз-
деление каждого отобранного образца на две 
равнозначные части: испытуемую пробу и ар-
битражную. Данное аликвотирование проводят 
сразу после отбора образцов крови и получе-
ния плазмы крови, до первого замораживания 
образцов. Арбитражную пробу обычно хранят 
в клиническом центре, а испытуемую передают 

для дальнейшего анализа, предусмотренного 
протоколом исследования. При необходимости 
анализа нескольких соединений или парамет-
ров, выполняемых разными методами, в разных 
аналитических условиях или с использованием 
различных процедур подготовки проб, для вы-
полнения всего комплекса аналитических работ 
может потребоваться повторная заморозка/
разморозка образцов. Если она недопустима, 
то до первой заморозки полученных образцов 
плазмы крови рационально предусмотреть их 
аликвотирование не на две части, как это приня-
то, а на большее число частей (например, на три) 
с учетом особенностей дальнейшего аналитиче-
ского этапа. В случае изучения фармакодинами-
ки препаратов надропарина кальция, учитывая 
необходимость определения в каждом образ-
це трех показателей и рекомендации произ-
водителей наборов реагентов, исключающие 
повторную заморозку проб, выполнение такой 
аналитической работы одновременно из одной 
аликвоты может быть затруднительно и при-
вести к получению некорректных результатов. 
Кроме того, линейность используемых биоана-
литических методик для определения анти-Xa 
и анти-IIa активности НМГ в плазме крови че-
ловека отличается достаточно узким диапазо-
ном; выход за пределы диапазона линейности 
приводит к существенным ошибкам опреде-
ления анти-Xa и анти-IIa активности. Поэтому 
для каждого анализируемого образца плазмы 
крови необходимо подбирать соответствующее 
разбавление проб таким образом, чтобы актив-
ность аналита находилась в пределах установ-
ленных калибровочных диапазонов методик 
(табл. 3). При этом разведения могут отличаться 
в зависимости от пути введения исследуемых 
препаратов, временных точек отбора проб, ин-
дивидуальных особенностей конкретных до-
бровольцев, что обуславливает необходимость 
экспериментального подбора в рамках кон-
кретного исследования. В связи с этими факто-
рами наличие двух отдельных аликвот каждого 
образца (одна для определения анти-Ха и ан-
ти-IIа активности, вторая  — для определения 
концентрации TFPI) позволяет ускорить и оп-
тимизировать работу биоаналитической лабо-
ратории и выполнение аналитического этапа 
сравнительного исследования фармакодинами-
ки препаратов надропарина кальция. Очевидно, 
что указанные аналитические особенности 
будут характерны и для других препаратов 
группы НМГ, поскольку для исследования их 

13 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-
дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».
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эквивалентности, так же как и для надропарина 
кальция, необходимо определение трех обсу-
ждаемых фармакодинамических показателей, 
выполняемое по тем же методикам. Следует 
отметить, что разделение отобранного образца 
не на две аликвоты, а на большее количество яв-
ляется непривычным для клинических центров 
и должно быть заранее оговорено и предусмот-
рено при планировании исследования. Поэтому 
авторы считают важным подчеркнуть выявлен-
ную особенность и акцентировать на данном 
вопросе внимание специалистов, отвечающих 
за планирование такого рода исследований 
(подготовку протоколов исследований), про-
ведение их клинического этапа, но не прини-
мающих участие в выполнении аналитических 
работ. Обсуждаемое аликвотирование отобран-
ных образцов, которое следует предусмотреть 
и выполнить в клиническом центре, является 
залогом успешного выполнения аналитическо-
го этапа исследования. Корректное проведе-
ние аналитического этапа работы необходимо 
для получения достоверных данных и является 
ключевым для успешного выполнения всего ис-
следования в целом.

При выполнении анализа проб, полученных 
в ходе клинического этапа, был выявлен базовый 
уровень (оценка диапазона выполнена на осно-
вании всех значений, полученных в «нулевых» 

точках) для всех трех анализируемых показа-
телей: для анти-Ха фактора на уровне 0,10–
0,56 МЕ/мл, для анти-IIа фактора на уровне 0,14–
0,65 МЕ/мл, для TFPI на уровне 12,1–77,5 нг/мл. 
Поскольку определяемые показатели являлись 
эндогенными, для каждого добровольца зна-
чения, полученные в «нулевой» точке, вычита-
ли из значений на всех остальных временных 
точках14. Таким способом получены значения, 
которые характеризовали изменения, обуслов-
ленные экзогенными факторами (в данном слу-
чае  — введением препаратов). Значения ниже 
базового уровня принимали равными нулю.

Усредненные фармакокинетические кривые 
в линейных координатах приведены на рисун-
ке 3, средние значения фармакодинамических 
параметров, рассчитанные на основании полу-
ченных данных, и результаты оценки довери-
тельных интервалов для основных фармакоди-
намических параметров приведены в таблице 4.

Для зависимостей активности анти-Ха факто-
ра и концентрации TFPI от времени для препа-
ратов T и R наблюдали схожие по форме фар-
макокинетические кривые. Максимальную 
анти-Ха активность в плазме крови наблюдали 
через 3–5  ч после введения препарата, макси-
мальную концентрацию TFPI — через 1–4 ч по-
сле введения, далее наблюдали постепенное 
снижение регистрируемых значений (рис. 3a 

1
2

0

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,3

0,1

0,4

0,2

0 4 8 16 2412 20

Ан
ти

-Х
а 

ак
ти

вн
ос

ть
, М

Е/
м

л
An

ti-
Xa

 a
ct

iv
ity

, I
U/

m
L

Время, ч
Time, h

1
2

0

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,3

0,1

0,4

0,2

0 4 8 16 2412 20

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 и
нг

иб
ит

ор
а 

пу
ти

 
тк

ан
ев

ог
о 

ф
ак

то
ра

, н
г/

м
л

Co
nc

en
tr

at
io

n 
of

 ti
ss

ue
 fa

ct
or

 p
at

hw
ay

 in
hi

bi
to

r, 
ng

/m
L

Время, ч
Time, h

ba

Рис. 3. Изменение анти-Ха активности (a) и содержания ингибитора тканевого фактора (b) в плазме крови после однократ-
ного подкожного введения тестируемого (1) и референсного (2) препаратов в одной дозе (число добровольцев n = 26, X ± Sx )

Fig. 3. Time courses for anti-Xa activity (a) and tissue factor pathway inhibitor concentration (b) in plasma after single subcutaneous 
administration of test (1) and reference (2) products in the same dose (n = 26, X ± Sx )

14 Изучение биоэквивалентности воспроизведенных лекарственных средств. В кн.: Руководство по экспертизе лекарствен-
ных средств. Т. 1. М: Гриф и К; 2013. С. 174–200.

 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-
дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».
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Таблица 4. Показатели фармакодинамики (суррогатные маркеры фармакокинетики) после однократного подкожного введения 
тестируемого и референтного препаратов в одной дозе (n = 26, X ± SD*)

Table 4. Pharmacodynamic parameters (pharmacokinetic surrogate markers) after single subcutaneous administration of test and 
reference products in the same dose (n = 26, X ± SD*)

Параметр
Parameter

Тестируемый 
препарат (T)

Test product (T) 

Референтный 
препарат (R)

Reference product (R) 

90% доверительные 
интервалы

90% confidence intervals

Анти-Ха активность
Anti-Xa activity

Максимальная активность (Аmax), МЕ/мл
Maximum activity (Аmax ), IU/mL

0,84 ± 0,36 0,88 ± 0,40 1,0071–1,1662

Время достижения максимальной активности (Тmax), ч
Time to maximum activity (Тmax ), h

3,9 ± 1,3 4,0 ± 1,3 –

Площадь под кривой «активность–время» (AUC0-24), ч×МЕ/мл
Area under the activity–time curve (AUC0-24 ), h×IU/mL

4,87 ± 2,45 5,19 ± 2,80 0,9876–1,1879

Площадь под кривой «активность-время» (AUC0-∞) , ч×МЕ/мл
Area under the activity–time curve (AUC0-∞ ), h×IU/mL

5,19 ± 2,77 5,68 ± 3,02 0,9657–1,1667

Период полувыведения (T1/2), ч
Half-life period (T1/2 ), h

3,1 ± 2,7 3,8 ± 2,1 –

Концентрация ингибитора пути тканевого фактора
Concentration of tissue factor pathway inhibitor

Максимальная концентрация (Cmax), нг/мл
Maximum concentration (Cmax ), ng/mL

72,2 ± 27,1 70,1 ± 36,6 0,9401–1,0978

Время достижения максимальной концентрации (Тmax), ч
Time to maximum concentration (Тmax ), h

2,8 ± 1,0 2,4 ± 1,3 –

Площадь под фармакокинетической кривой (AUC0-24), ч×нг/мл
Area under the pharmacokinetic curve (AUC0-24 ), h×ng/mL

425,2 ± 248,9 402,7 ± 220,8 0,8949–1,1029

Площадь под фармакокинетической кривой (AUC0-∞), ч×нг/мл
Area under the pharmacokinetic curve (AUC0-∞ ), h×ng/mL

474,0 ± 338,2 508,1 ± 320,4 0,8692–1,0960

Период полувыведения (T1/2), ч
Half-life period (T1/2 ), h

3,2 ± 2,8 3,3 ± 2,1 –

Примечание. «–» — оценка доверительных интервалов не предусмотрена регуляторными документами. 
 * Для упрощения восприятия материала в таблице не приведены значения других статистических параметров (стандартная ошибка 
среднего значения, коэффициент вариации, среднее геометрическое, медиана, максимум, минимум), рассчитанных согласно регулятор-
ным требованиям.
Note. — regulatory documents do not require confidence interval assessment. 
 * For simplicity, the table does not show values for other statistical parameters calculated according to regulatory requirements (standard 
error of the mean, coefficient of variation, geometric mean, median, maximum, and minimum values).

и 3b соответственно); через 24 ч после введе-
ния анти-Ха активность составила около 3–4% 
от максимального уровня, концентрация TFPI — 
около 3,6% от максимального уровня.

Полученные результаты оценки анти-Ха ак-
тивности и TFPI позволили рассчитать и сопо-
ставить основные фармакодинамические па-
раметры (Аmax или Cmax, AUC0-24, AUC0-∞, Тmax, T1/2) 
исследованных препаратов, а также оценить 
доверительные интервалы по параметрам Аmax 
или Cmax, AUC0-24, AUC0-∞, необходимые для под-
тверждения эквивалентности исследованных 
препаратов (табл. 4).

Для анти-IIа активности при усреднении всех 
данных наблюдали незначительное нараста-
ние значений во времени после введения ис-
следованных препаратов. Уровень анти-IIа ак-
тивности примерно в 4 раза ниже, чем анти-Ха 

активности (отношение анти-Ха/анти-IIа актив-
ность по средним значениям активностей со-
ставило 4,2 и 4,6 для препаратов T и R соответ-
ственно). При рассмотрении индивидуальных 
кривых выявлено, что анти-IIа активность 
после введения препаратов нарастала лишь 
у некоторых добровольцев; во многих случа-
ях получены значения близкие к нулю, свиде-
тельствовавшие скорее о колебаниях данного 
показателя вокруг одного уровня. Отсутствие 
значимого отклика по анти-IIа активности на-
блюдали как для тестируемого препарата, так 
и для препарата сравнения, что подтвержда-
ло схожее влияние исследованных препара-
тов на анти-IIа активность и не противоречило 
предположению об их эквивалентности.

Учитывая характер полученных данных, 
они представлены в форме контрольной 
карты Шухарта (рис. 4), где средняя линия 
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соответствует среднему значению, верхняя 
и нижняя пунктирные линии — верхней и нижней 
контрольной границе, определяемой как ±3SD. 
Попадание экспериментальных значений в ука-
занный диапазон свидетельствует о том, что ха-
рактеризуемый ими процесс является стабиль-
ным с вероятностью 99,7%15.

Большинство полученных эксперименталь-
ных значений укладывались в диапазон ±3SD, 
что подтверждало предположение о том, что ан-
ти-IIа активность носит характер колебаний во-
круг одного уровня. Поэтому дальнейший расчет 
и сопоставление фармакодинамических пара-
метров на основании полученных данных по ан-
ти-IIа активности нецелесообразен.

По данным литературы, анти-Ха активность 
надропарина кальция приблизительно в 4 раза 
превосходит его анти-IIа активность [9–11]16; 
фармакокинетические свойства препарата 
«Фраксипарин форте» определяются его анти-Ха-
факторной активностью, поскольку активность 
данного фактора выше, чем анти-IIа фактора17; 
низкомолекулярные гепарины, к которым отно-
сят дальтепарин натрия, надропарин кальция 
и эноксапарин натрия, сильнее влияют на фактор 
Ха, чем на фактор IIа, что приводит к более вы-
раженному подавлению образования тромбина, 

а также сильнее влияют на фактор ингибитора 
активатора плазминогена [12]. Авторы [13, 14] от-
мечают, что избирательность действия в отноше-
нии анти-Ха активности падает в ряду эноксапа-
рин → надропарин → далтепарин → тинзапарин. 
Таким образом, данные литературы свидетель-
ствуют об отсутствии выраженного влияния дей-
ствующего вещества исследованных препаратов 
(надропарина кальция) на анти-IIа активность 
плазмы крови, что согласуется с полученными 
нами данными как in vitro, так и in vivo.

Отметим также, что в литературе нет единого 
мнения о возможности расчета фармакодина-
мических параметров на основании всех трех 
фармакодинамических показателей (анти-Ха, 
анти-IIа активности и концентрация TFPI), опре-
деляемых для препаратов данной фармаколо-
гической группы. Ряд работ содержит данные 
по фармакодинамическим параметрам, получен-
ные на основании анти-IIа-факторной активно-
сти после подкожного и внутривенного введения 
препарата Цертопарин (Новаритис, Германия) 
[1], подкожного введения препаратов далтепа-
рина [4], эноксапарина [3, 6] наряду с данными 
для других показателей (анти-Ха, TFPI).

Вместе с тем авторы публикации [3] отмеча-
ют слабо выраженный эффект сравниваемых 

15 ГОСТ Р 50779.42-99. Контрольные карты Шухарта. 2000.
16 Надропарин кальция. Инструкция по медицинскому применению. https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid-

=1fb59f3d-37f9-4922-a04c-680f0edbe405&t=
 Фраксипарин форте. Инструкция по медицинскому применению. https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid-

=5922a504-bd7e-43ef-89dd-0fae986b5267&t=
 Australian Public Assessment Report for Nadroparin. 2018. https://www.tga.gov.au/sites/default/files/auspar-nadroparin-180904.pdf 
17 Фраксипарин форте. Инструкция по медицинскому применению. https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid-

=5922a504-bd7e-43ef-89dd-0fae986b5267&t=
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Рис. 4. Контрольная карта Шухарта анти-IIа активности в плазме крови добровольцев (после вычитания базового уровня) 
после однократного подкожного введения тестируемого (T  ) и референтного (R ) препаратов в одной дозе (объединенные 
данные для препаратов Т и R, n = 52)

Fig. 4. Shewhart control chart for anti-IIa activity in plasma of volunteers (after baseline subtraction) after single subcutaneous 
administration of test (T  ) and reference (R ) products in the same dose (pooled T and R data, n = 52)

https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=1fb59f3d-37f9-4922-a04c-680f0edbe405&t=
https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=1fb59f3d-37f9-4922-a04c-680f0edbe405&t=
https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=5922a504-bd7e-43ef-89dd-0fae986b5267&t=
https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=5922a504-bd7e-43ef-89dd-0fae986b5267&t=
https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=5922a504-bd7e-43ef-89dd-0fae986b5267&t=
https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=5922a504-bd7e-43ef-89dd-0fae986b5267&t=
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препаратов эноксапарина по отношению к ан-
ти-IIа активности, а авторы работы [6] подчерки-
вают наибольшее значение анти-Ха активности 
для оценки фармакологического действия и без-
опасности сравниваемых препаратов. Авторы 
[15] при сопоставлении фармакокинетики пре-
паратов НМГ (дальтепарина натрия и надропа-
рина кальция) у детей с онкологическими забо-
леваниями, осложненными тромбозом, а также 
авторы ряда других работ, связанных с оценкой 
фармакокинетики препаратов данной фармако-
логической группы (например, [16–20]), опери-
руют только параметрами, основанными на ан-
ти-Ха активности.

В работе [2] суммированы результаты исследо-
ваний биоэквивалентности сразу нескольких 
препаратов группы НМГ — эноксапарина, далте-
парина, тинзапарина и фондапаринокса (надро-
парина) при подкожном введении. Авторы 
рекомендуют использовать для оценки биоэк-
вивалентности этих препаратов параметры, по-
лученные на основе оценки анти-Ха активности, 
а результаты по анти-IIа активности считают 
необходимым представлять в качестве дока-
зательства сопоставимого терапевтического 
воздействия. Эта позиция согласуется с полу-
ченными нами результатами. С нашей точки 
зрения, схожее отсутствие значимого отклика 
в отношении одного из показателей (анти-IIа ак-
тивности) для обоих сравниваемых препаратов 
при соблюдении необходимых критериев экви-
валентности по результатам оценки двух других 
показателей (анти-Ха активности и концентра-
ции TFPI) является достаточными аргументами 
для подтверждения их эквивалентности.

Заключение
При сравнительном исследовании фармако-
динамики и оценке эквивалентности биоана-
логичного препарата «надропарин кальция» 

при подкожном введении выявлен ряд особен-
ностей, которые важны для планирования ана-
логичных исследований.

Отмечена необходимость дополнительного 
разделения (аликвотирования) каждого биооб-
разца при их отборе с получением двух испы-
туемых аликвот (одна для определения анти-Ха 
и анти-IIа активностей, вторая  — для анализа 
TFPI) для корректного выполнения их дальней-
шего анализа. Показано, что валидация биоана-
литических методик оценки анти-Ха активности, 
анти-IIа активности и содержания TFPI в плазме 
крови человека, валидированных в диапазо-
не концентраций 0,024–0,182 МЕ/мл, 0,0069–
0,052  МЕ/мл и 1,56–100 нг/мл соответственно, 
в полном объеме для каждого нового действу-
ющего вещества нецелесообразна, достаточно 
проверки отсутствия мешающего влияния изу-
чаемого препарата и его плацебо на аналитиче-
скую процедуру с одновременным подтвержде-
нием активности препарата in vitro (в отношении 
анти-Ха и анти-IIа активностей).

При планировании сравнительных исследова-
ний фармакодинамики и оценки эквивалент-
ности препаратов надропарина кальция необ-
ходимо учитывать возможность отсутствия 
значимого изменения анти-IIа активности плаз-
мы крови на введение препарата и получения 
данных, не позволяющих рассчитать фармако-
динамические параметры и сопоставить дове-
рительные интервалы для трех анализируемых 
фармакодинамических показателей.

Указанные особенности могут быть характер-
ны и для других препаратов НМГ, поскольку 
при сравнительном исследовании фармако-
динамики и оценке эквивалентности таких 
препаратов используют суррогатные маркеры 
концентрации, а не содержание исходного дей-
ствующего вещества.
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