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Область примененияхромогенного метода

Нефракционированные гепарины (НФГ)
Показатели качества:
Подлинность А: ЛС проявляет анти-IIa факторную активность.
Подлинность Б: отношение значения анти-Ха факторной
активности к значению анти-IIa факторной активности.
Количественное определение: анти-IIa факторная активность.
Низкомолекулярные гепарины (НМГ)
Показатели качества:
Подлинность Б: отношение значения анти-Ха факторной
активности к значению анти-IIa факторной активности.
Количественное определение: анти-Хa факторная активность,
анти-IIa факторная активность



Основы хромогенного методаопределения анти-IIафакторной активности
Гепарин + АТ = [Гепарин� АТ]изб[Гепарин� АТ] + FIIa = [Гепарин� АТ� FIIa] + FIIaизб остFIIa + субстрат = пептид + pNAост FIIa
Гепарин –НФГ или НМГ, АТ – антитромбин, FIIa –фактор IIа
(тромбин), pNA – п-нитроанилин, субстрат – синтетическийFIIaпептидный субстрат, специфичный для FIIa.
Количество pNA обратно пропорционально анти-IIа факторной
активности гепарина.
Измеряют:
•изменение оптической плотности за единицу времени при 405 нм
или
•оптическую плотность после остановки реакции при 405 нм
Проверяют достоверность результатов испытания и
рассчитывают анти-IIа факторную активность гепарина, используя
статистическую модель параллельных линий.



Основы хромогенного методаопределения анти-Хафакторной активности
Гепарин + АТ = [Гепарин� АТ]изб[Гепарин� АТ] + FХa = [Гепарин� АТ� FXa] + FXaизб остFХa + субстрат = пептид + pNAост FXa
Гепарин –НФГ или НМГ, АТ – антитромбин, FXa –фактор Ха, pNA –

п-нитроанилин, субстрат – синтетический пептидный субстрат,FXaспецифичный для FХa.
Количество pNA обратно пропорционально анти-Ха факторной
активности гепарина.
Измеряют:
•изменение оптической плотности за единицу времени при 405 нм
или
•оптическую плотность после остановки реакции при 405 нм
Проверяют достоверность результатов испытания и
рассчитывают анти Ха-факторную активность, используя
статистическую модель параллельных линий.



Дизайн эксперимента:почему используют модельпараллельных линий
Нефракционированные гепарины - соединения природного
происхождения, выделяемые из слизистой оболочки кишечника
свиней.
Низкомолекулярные гепарины получают фракционированием или
деполимеризацией гепарина природного происхождения.
Поэтому необходимо при каждом испытании подтверждать, что
зависимость «доза-эффект» для стандартного образца и зависимость
«доза-эффект» для испытуемого лекарственного средства не имеют
статистически значимых отличий.

Рис. 1. График зависимости оптической
плотности стандартных растворов от
логарифма их анти-Ха факторной активности
(красная линия), график зависимости
оптической плотности испытуемых растворов
от логарифма заявленных значений анти-Ха
факторной активности (синяя линия).
Условия: Евр.Ф. (0828), 0,027 – 0,2 анти-Ха
МЕ/мл, фактор Ха 1,8 нкат/мл.



Дизайн эксперимента: выбор
рабочих концентраций

В каждом испытании готовят:
серии растворов стандартного образца S , S , S , S1 2 3 4серии растворов испытуемого образца Т , Т , Т , Т1 2 3 4
Требования к серии разведений стандартного образца:
1) Значения активностей растворов S - S должны находится в диапазоне,1 4указанном в фармакопейной статье.

ВАЖНО! S и S не обязаны совпадать с границами диапазона.1 4
2) Выбранные значения активностей

растворов S - S должны находиться в1 4области линейной зависимости оптической
плотности от логарифма активности.

3) Шаг разведения (отношение активности
предшествующего раствора S или Т кn nактивности последующего раствора Sn+1или Т , соответственно) должен бытьn+1постоянным и одинаковым для растворов
стандартного и испытуемого образца.
(обычно шаг разведения 1,25 – 1,5)



Дизайн эксперимента: выборрабочих концентраций
Требования к серии разведений испытуемого образца:
1) Значения активностей растворов стандартного образца S - S и1 4предполагаемые значения активностей растворов

испытуемого образца Т - Т , рассчитанные исходя из1 4заявленной активности, должны быть одинаковые.

Цель эксперимента в рамках хромогенного
кинетического метода определения
активности гепарина состоит в том, чтобы
экспериментально измерить значение
коэффициента, связывающегодействительную активность образца с его
предполагаемой активностью, которую
брали в расчет при разведениилекарственного средства в ходе испытания.



Стандартные образцы

В качестве стандартов НФГ используют:
Международный стандартный образец: 6th International Standard for Unfractionated
Heparin, WHO International Standard (NIBSC code 07/328)
Вторичные стандартные образцы:

❖Heparin Sodium BRP, Ph.Eur.Reference Standard (cat. code H0200000)
❖Heparin Sodium for Assays, USP Reference Standard (cat. No.: 1304016)
❖Стандарт фирмы

В качестве стандартов НМГ используют:
Международный стандартный образец: 3rd International Standard for Low Molecular
Weight Heparin, WHO International Standard (NIBSC code 11/176)
Вторичные стандартные образцы:

❖Heparin low-molecular-mass for assay BRP, Ph.Eur.Reference Standard (cat. code
H0185000)
❖Low Molecular Weight Heparin for Bioassays, USP Reference Standard (cat. No.:
1304016)
❖Enoxaparin Sodium for Bioassays, USP Reference Standard (cat. No.: 1235831)
❖Стандарт фирмы (определённый НМГ, например эноксапарин натрия,
надропарин кальция и др.)



Техника проведения
эксперимента

+ АТизб + FXaизб + субстратFXa
2 3 41
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Инкубация Инкубация Инкубация
37С 37С 37С

(1) – гепарин, (2) – [гепарин� АТ], (3) – FХaост.

+ АТизб + тромбинизб + субстратFIIa
42 3

Инкубация Инкубация Инкубация
37С 37С 37С

(1) – гепарин, (2) – [гепарин� АТ], (3) – тромбиност.



Техника проведения испытания:критичные факторы
Факторы, определяющие правильность результатов испытания:
1) Температура реакционной смеси.

Термостатируют при 37С: пробирки/планшет до внесения в них
образцов и реагентов, реагенты (антитромбин, фактор Ха/ тромбин,
субстраты).
Если антитромбин или фактор Ха/тромбин при внесении имеют
комнатную температуру, целесообразно увеличить время инкубации
после внесения реагента.

2) Время инкубации на каждом этапе.
Отсчёт времени инкубации проводят с момента внесения реагента в
реакционную смесь.

3) Перемешивание.
Перемешивание проводят сразу после внесения реагента, а не через
неопределенный промежуток времени после раскапывания серии
пробирок/всего планшета.
Исключение: допускается раскапывать гепарин и антитромбин во все
лунки планшета, и только после этого проводить перемешивание.



Обработка результатовиспытания: пример расчётов

Расчет активности: модель параллельных линий
• Используют специализированное программное обеспечение

(необходимо указать в НД).
Пример расчетов в программе Combistats, версия 7.0



Обработка результатов:
критерии приемлемости

Критерии приемлемости результатов испытания:
•

•

•

«Линейная регрессия» (Regression) значима, если рассчитанное значение
вероятности (Probability) менее 0,05.
«Непараллельность» (Non-parallelism) незначима, если рассчитанная
вероятность (Probability) составляет 0,05 более.
«Нелинейность» (Non-linearity) незначима, если рассчитанная вероятность
(Probability) составляет 0,05 более.

ИЛИ
Критерии приемлемости результатов испытания:

•

•

•

Для источника вариации «Линейная регрессия» найденное значение F-
критерия должно быть больше, чем критическое значение F-критерия при
уровне значимости 0,05;
Для источника вариации «Непараллельность» найденное значение F-критерия
должно быть меньше, чем критическое значение F-критерия при уровне
значимости 0,05.
Для источника вариации «Нелинейность» найденное значение F-критерия
должно быть меньше, чем критическое значение F-критерия при уровне
значимости 0,05.



Обработка результатовиспытания: расчёты
Расчет активности: модель параллельных линий
• Используют математический аппарат для модели параллельных линий

(формулы расчёта необходимо привести в НД).



Обработка результатовиспытания: пример расчётов
Расчет активности: модель параллельных линий
• Используют математический аппарат для модели параллельных линий

(формулы расчёта необходимо привести в НД).



Обработка результатов
испытания: примеры

Пример 1: Евр.Ф. (0828) Пример 2: Евр.Ф. (0828)

В том случае, если на стадии валидации установлено, что верхняя и
нижняя границы доверительного интервала выходят за пределы
спецификации ЛС, необходимо провести расследование причин и
устранить их.




