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ZASTOSOWANIE STATISTICA PROFILE UWALNIANIA W PRACACH
BADAWCZYCH | PRZEMYSLE FARMACEUTYCZNYM

Bartlomiej Milanowski, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,
Katedra i Zaktad Technologii Postaci Leku

Prezentowany artykul poswigcony jest zagadnieniom zwigzanym z poréwnywaniem profili
uwalniania substancji leczniczej z postaci leku. Po przedstawieniu najwazniejszych infor-
macji koniecznych do zrozumienia idei tych metod zaprezentowane zostana przyklady ich
zastosowan. Przedstawione w pracy obliczenia oraz wykresy zostaly wykonane za pomoca
programu STATISTICA.

Wprowadzenie

Proces uwalniania substancji leczniczej z postaci leku, zwany dostepnoscia farmaceutycz-
na, jest waznym etapem dla efektu dziatania leku, niezaleznie od drogi podania. W zwiazku
z tym badanie uwalniania jest przyjgte jako jedna z metod oceny jako$ci preparatdéw na
etapie przygotowania nowej formulacji, a po ich rejestracji staje si¢ testem rutynowym,
majacym udowodni¢ powtarzalno$¢ procesu produkcyjnego dla kazdej serii preparatu.
Stuzy réwniez ocenie wptywu zamierzonych zmian sktadu formulacji, parametroéw procesu
produkcyjnego oraz warunkow przechowywania na wlasciwosci finalnego produktu.
Badanie to moze wykaza¢ réznorodne zmiany witasciwosci leku, nawet te trudne do wykry-
cia innymi metodami. W zwiazku z tym faramkopealne badanie dostgpnosci farmaceutycz-
nej stanowi wazny element catkowitej charakterystyki produktu leczniczego (Summary of
Product Characteristics — SPC).

Zaleznie od potrzeb, badania te mozna prowadzi¢, stosujac test jednopunktowy lub wielo-
punktowy. W tescie jednopunktowym okresla si¢ i1los¢ uwolnionej substancji leczniczej
(Q) do plynu akceptorowego po okreslonym czasie, a nastepnie uzyskany wynik odnosi si¢
do wczesniej przyjetych kryteriow akceptacji. W tescie wielopunktowym uzyskuje sie
informacje dotyczace zmian iloSci uwolnionej substancji leczniczej w kilku lub nawet
kilkunastu punktach czasowych. Na podstawie uzyskanych danych mozna wyznaczy¢
zalezno$¢ ilosci uwolnionej substancji leczniczej od czasu prowadzenia badania, tworzac
profil (krzywa) uwalniania substancji leczniczej. Profile uwalniania charakteryzuja produkt
leczniczy bardziej precyzyjnie niz test jednopunktowy i dlatego uznawane sa za wazny
element na etapie prac rozwojowych nad postacia leku, ktéry dodatkowo pozwala okresli¢
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predkos$¢ oraz stopien uwalniania substancji leczniczej. W zwiazku z tym najkorzystniej
jest sporzadzi¢ krzywe uwalniania substancji leczniczej dla roznych formulacji czy serii
produkcyjnych, a nastgpnie poréwnywaé podobienstwo uzyskanych profili, uzywajac
odpowiednich narzedzi matematycznych, takich jak metody: statystyczne, niezalezne badz
zalezne od modelu. Do tego celu doskonale nadaje si¢ jeden z moduléw dedykowanego
rozwigzania informatycznego STATISTICA Zestaw Farmaceutyciny: STATISTICA
Profile Uwalniania.

Metody

Porownanie profili uwalniania moze by¢ prowadzone r6znymi metodami, ktére ze wzgledu
na natur¢ procesow statystycznych zostaty podzielone na dwie grupy:

¢ metody niezalezne od modelu, m.in: test t-studenta, analiza wariancji (ANOVA), anali-
za kowariancji (ANCOVA) (w odniesieniu do jednopunktowego badania uwalniania
substancji leczniczej, jak 1 do wielopunktowych profili uwalniania); czynnikéw podo-
bienstwa 1roznicy, analiza wielowymiarowa (oparta na odlegtosci Mahalanobisa),
analiza split-splot;

¢ metody zalezne od modelu, takie jak: Weibulla, Gompertza, modelu logistycznego.

Weryfikacja podobienstwa profili uwalniania powinna by¢ zawsze poprzedzona poréwna-
niem na wykresie krzywych uwalniania dla zbioru testowego i referencyjnego (eksploracja
danych).

W metodach niezaleznych od modelu nie ma znaczenia ksztalt porownywanych krzywych.
W przypadku metod zaleznych od modelu zaktada si¢, ze do danego profilu uwalniania
mozna dopasowac krzywa teoretyczna opisana rownaniem odpowiedniej funkcji. Wyko-
rzystujac metody tego typu, w pierwszym etapie do wynikow eksperymentalnych dopa-
sowuje si¢ odpowiednia krzywa, co pozwala ocenié, czy nie wystepuja znaczace roznice
pomiedzy ksztalttem zatozonej funkcji a rzeczywistym przebiegiem profilu, a nastepnie
oblicza si¢ parametry modeli dla zbioru referencyjnego oraz testowego. Kolejnym krokiem
jest porownanie parametréw uzyskanych dla obydwu modeli. W tego typu metodach wybor
odpowiedniej krzywej jest czynnikiem krytycznym. Jezeli ogdlny model dla krzywych
zostal niepoprawnie wybrany, zazwyczaj bedzie to prowadzi¢ do btednego pordwnania
profili uwalniania.

Ponizej zostana omowione trzy metody stuzace do poréwnywania profili uwalniania zaim-
plementowane w STATISTICA Profile Uwalniania.

Metoda czynnikow podobienstwa (f3) i roZnicy (f1)

Z grupy metod niezaleznych od modelu powszechnie zalecana, najprostsza i najcze¢sciej
stosowana metoda porownania profili uwalniania jest metoda czynnikow podobienstwa
1réznicy. Polega ona na wyznaczeniu dwoch czynnikow (f), f>) 1 poréwnaniu ich warto$ci
z ustalonymi warto$ciami progowymi.
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Warto$¢ czynnika réznicy (f;) oblicza si¢ za pomoca nastgpujacego wzoru:
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1

gdzie: R, 1 T, stanowia $redni procent uwolnienia w punkcie czasowym ¢, odpowiednio dla
proby referencyjnej i testowej; n jest liczba testowanych punktow w czasie ¢.

Czynnik f; wyraza procentowa roznicg pomigdzy dwoma profilami w poszczegdlnych
punktach czasowych i jest miara relatywnej rdéznicy (wzglednego btedu) pomigdzy dwoma
krzywymi.

Z kolei warto$¢ czynnika podobienstwa (f;) wyrazona jest nastgpujacym réwnaniem:
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Zgodnie z wytycznymi Amerykanskiej Agencji ds. Zywnosci i Lekow (FDA) poprawne
obliczenie czynnikow f; 1 f; wymaga nastepujacych warunkow:

¢

badania uwalniania substancji aktywnej z postaci leku nalezy prowadzi¢ w identycz-
nych warunkach w przypadku obydwu preparatow, z zachowaniem tego samego czasu
pobierania probek;

dla kazdego zporéwnywanych preparatoéw nalezy wykona¢ co najmniej 12 profili
uwalniania (12 jednostek dla kazdego produktu);

obliczenia powinny by¢ prowadzone w oparciu o dane uzyskane co najmniej w trzech
punktach czasowych;

nalezy uzy¢ $rednich warto$ci uwalniania dla kazdego punktu czasowego;

w obliczeniach nalezy uwzgledni¢ tylko jeden punkt czasowy, dla ktérego poziom
uwolnienia substancji aktywnej wynosi powyzej 85%, gdyz od pewnego stopnia uwol-
nienia (>85%) profile maja praktycznie przebieg rownolegly do osi odcigtych (czasu)
a wigkszo$¢ z obserwowanych roéznic wynika z niepewnos$ci pomiaru (uwzgledniajac
w obliczeniach odpowiednia liczbg takich punktow, zachodzi ryzyko wykazania podo-
bienstwa nawet tych krzywych, ktére wykazuja rdéznice w najbardziej interesujacym
zakresie 0-85% uwolnienia substancji czynnej);

wartos¢ wspotczynnika zmiennosci dla poszczegdlnych poziomdéw uwolnienia wyzna-
czonych w poczatkowej fazie badania (czas <15 min.) powinna by¢ mniejsza niz 20%,
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aw dalszych etapach mniejsza niz 10% (wymusza to na badaczu uzyskanie danych
o odpowiedniej jakosci, ktora zalezy m.in. od jako$ci pomiaru);

¢ w sytuacji gdy zmienno$¢ uzyskanych wynikéw jest zbyt duza, mozna wykorzystac
technike bootstrappingu w celu obliczenia przedzialu ufnos$ci lub metod¢ oparta na
wielowymiarowej analizie danych (metoda Mahalanobisa);

¢ w przypadku produktow leczniczych, dla ktorych 85% substancji leczniczej ulega
uwolnieniu w czasie krotszym niz 15 minut, matematyczne pordwnanie profili
uwalniania nie jest konieczne.

Przyjmuje sig, ze profile uwalniania wykazuja podobienstwo, gdy warto$¢ f; miesci sig
w granicach od 0 do 15, natomiast f; przyjmuje warto$¢ bliska 100 (sugerowane jest, aby
nie byla ona mniejsza od 50). Ogoélnie stwierdzono, ze im mniejsza rdznica (f;) iim
wigksze podobienstwo (f>), tym tatwiej wykaza¢ podobienstwo profili. W praktyce wyniki
obliczen czynnika podobienstwa wykazuja, ze roéznice pomig¢dzy profilami uwalniania
w poszczegdlnych punktach czasowych nie przekraczaja 10% (rys. 1).
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Rys. 1. Zalezno$¢ pomigdzy wartoscia wspotczynnika f5 a r6znica pomigdzy profilami uwalniania.

Metoda oparta na wielowymiarowej analizie danych (Mahalanobisa)

W przypadku danych o wigkszej zmiennosci (>15%) FDA proponuje inna, niezalezna od
modelu metodg, oparta na wielowymiarowej analizie danych. Wytyczne nie precyzuja
sposobu obliczania, a jedynie ogolne zatozenia, ktére metoda powinna uwzglednié:

¢ okreslenie kryterium akceptacji, ktore bedzie odpowiednie dla wielowymiarowe;j
odleglosci i zarazem poréwnywalne ze zmiennos$cia wewnatrz danych otrzymanych dla
proby referencyjnej (zatwierdzonego standardu);
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¢ wyznaczenie wielowymiarowej odlegto$ci pomigdzy §rednimi warto$ciami uwalniania
obliczonymi dla badanych serii w kolejnych punktach czasowych;

¢ obliczenie 90% przedziatu ufnosci dla powyzszej odleglosci;

¢ pordéwnanie obliczonego limitu z ustalonym kryterium akceptacji.

Dwa profile mozna uzna¢ za podobne, jezeli gorna granica przedziatu ufnos$ci jest mniejsza
lub rowna kryterium akceptacji.

W metodzie opartej na wielowymiarowej analizie danych wartosci kryteriow akceptacji
zaleza od zmiennosci, jaka charakteryzuje si¢ referencyjny zbior danych w odréznieniu od
narzuconych z gory warto$ci czynnikoéw f; 1 f; w metodzie poprzedniej. Kolejnym wyrdzni-
kiem jest uzycie o wiele bardziej zaawansowanych obliczen (nie omawianych w pracy),
wynikajacych z zastosowanego w metodzie rachunku macierzowego, opartego na teorii
statystycznej uwzgledniajacej zalezno$¢ pomigdzy kolejnymi punktami w przebiegu krzy-
wych uwalniania. Mamy tu do czynienia z autokorelacja, ktdra w teorii jest uwzgledniona
w tak zwanej przestrzeni Mahalanobisa. Jezeli jednak obliczenia zostang juz wykonane,
samo wnioskowanie na temat podobienstwa profili jest tak samo proste, jak w przypadku
czynnikow f;1 f>.

Metoda oparta na funkcji Weibulla

Funkcja dystrybuanty rozkladu Weibulla, wykorzystywana w modelowaniu krzywych
uwalniania, okres§lona jest nast¢pujacym wzorem:

m=m,|]- e_[t;r

gdzie: m - procent uwolnienia substancji leczniczej w czasie ¢, m., - asymptota uwolnienia
(m. = 100%), t, - parametr definiujacy skale¢ czasowa procesu, [ - parametr charkteryzu-
jacy ksztalt krzywej uwalniania (jezeli =1, to krzywa ma przebieg wyktadniczy, w przy-
padku gdy <1 - krzywa ma przebieg paraboliczny, natomiast gdy f>1 - mamy do czynie-
nia z krzywa sigmoidalng).

To wlasnie parametr ksztaltu krzywej uwalniania stanowi o tym, ze proponowany tutaj
model jest niezwykle elastyczny 1 pozwala opisa¢ niemal wszystkie przebiegi profilu uwal-
niania substancji leczniczej. Dzigki temu jest on polecany w wytycznych FDA do opisu
1 pordwnania profili uwalniania. Pomimo swej uniwersalnosci model Weibulla ma jednak
rowniez ograniczenia. Brak kinetycznych podstaw modelu (brak parametru bezposrednio
powiazanego z kinetyka uwalniania substancji leczniczej) pozwala jedynie opisa¢ profil
uwalniania bez mozliwos$ci charakterystyki kinetyki uwalniania substancji czynne;.

Stosujac ta metode, nalezy dla kazdego profilu czastkowego wyznaczy¢ parametry funkcji
teoretycznej, ktore zapewnia najlepsze dopasowanie. Jedyny problem to dobor optymal-
nych parametréw, ktére mozna sprowadzi¢ do dobrze znanego 1 opisanego zagadnienia
regresji liniowe;.
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Program STATISTICA Profile Uwalniania, po obustronnym zlogarytmowaniu funkcji
Weibulla, sprowadza ja do postaci liniowej y = ax + b, ktdra przyjmuje nastepujaca postac:

In[- In[1- ))= § In()- f Inz,)

gdzie: y = In|- Inf1- 2], a= §, x=In(t), b= - f In(t,)

Dla tak przeksztalconej funkcji, dla kazdej z 12 préb (odpowiadajacych postaciom leku),
moze zosta¢ dopasowana prosta za pomoca metody regresji liniowej. Wymagane jest, aby
wspotczynnik korelacji dopasowania prostej regresji byt wigkszy od 0,99. Otrzymana w ten
sposOb warto$¢ a bedzie odpowiadala parametrowi ksztaltu f, natomiast warto$¢ parametru
skali #; mozna obliczy¢ na podstawie wzoru:

[, = e_[T

W ten sposob otrzymujemy zbior danych, dla ktorego pozostaje przeprowadzié test
istotnosci roznic. Nastepnie, zgodnie z wymogami FDA, program okresla 90% przedziat
ufnosci dla réznicy pomigdzy dwoma profilami i pordwnuje z kryterium akceptacji — wyz-
naczonym Ww oparciu o zmienno$¢ parametrow dla zbioru referencyjnego. Uzywajac
jednoczynnikowej analizy ANOVA, przy zalozeniu standardowego poziomu istotnosci
0,05, zostaje zweryfikowana istotnos¢ roznicy pomigdzy warto$ciami srednimi parametrow
t; dla dwoch zbiordéw (referencyjnego 1 testowego). Analiza daje odpowiedz na pytanie, czy
wspomniane dwa zbiory rdznia si¢ od siebie w sposdb istotny statystycznie. Jezeli warto$¢
obliczonego prawdopodobienstwa p (istotno$¢ statystyczna wyniku) jest wigksza od 0,05,
wtedy nie ma podstaw, aby odrzuci¢ hipoteze o rownosci zbiordw - czyli pordwnywane
profile nie réznia si¢ od siebie. Standardowo w statystyce przyjmuje si¢, ze rdznica
pomigdzy dwoma profilami jest istotna w przypadku, gdy p<0,05. W przypadku tej
metody, bedacej metoda zalezna od modelu, wazne jest spelnienie zatozenia dobrego
przyblizenia profilu poprzez teoretyczny model Weibulla. Do zweryfikowania poprawnosci
dopasowania, po transformacji liniowej danych, program wykorzystuje statystyki R,

O programie

STATISTICA Profile Uwalniania pracuje wylacznie w $srodowisku wszechstronnego
programu STATISTICA Pakiet Podstawowy w wersji 8. Zestaw Profile Uwalniania na pod-
stawie danych zebranych dla serii referencyjnej oraz dla jednej lub kilku serii testowych
automatycznie przeprowadza odpowiednie testy statystyczne, ktoére w szybki sposob udzie-
laja odpowiedzi na pytanie, czy profile uwalniania dla rozwazanych serii nie r6znia si¢ od
siebie w istotny sposob. Warto podkresli¢, ze program nie naktada ograniczen co do liczby
tabletek wykorzystanych w tescie, ani co do maksymalnej liczby punktéw czasowych (co
najmniej 3), w ktorych byt badany stopien uwolnienia substancji czynnej z postaci leku.
Cecha ta jest niewatpliwa zaleta w przypadku prac badawczo-rozwojowych nad nowa
formulacja. W koncowym raporcie tworzone sa statystyki, ktére pozwalaja sprawdzic¢
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zatozenia dla wykonanego testu oraz sporzadzi¢ komentarz o jego wyniku, co utatwia
interpretacje. W zestawie dostepne sa trzy metody porownujace podobienstwo profili:

¢ metoda niezalezna od modelu - czynnikow podobienstwa i rdznicy (f7, /),
¢ metoda niezalezna od modelu oparta na odlegtosci Mahalanobisa,

¢ metoda zalezna od modelu oparta na funkcji Weibulla.

Wymienione metody zostaty zaproponowane w opublikowanym przez FDA dokumencie
“Guidance for Industry: Dissolution Testing of Immediate Release Solid Oral Dosage
Forms”. W przypadku pierwszej z przytoczonych wyzej metod dokument opisuje sposob
obliczania czynnikOw oraz podaje zatozenia, ktorych wypehienie jest niezbedne, aby
postuzy¢ si¢ wynikami testu. Dla pozostalych dwoch metod przytoczone zostaty ogdlne
zasady konstruowania testow, bez szczegdtowego opisu. Dlatego tez, bazujac na wlasnym
doswiadczeniu oraz uwzgledniajac sugestie i uwagi branzowe, firma StatSoft zapropono-
wala odpowiednie testy statystyczne, ktore zostaty zawarte w pakiecie.

Przykitad wykorzystania programu STATISTICA Profile Uwalniania

Dziatanie programu zostanie zaprezentowane na przykladzie wykorzystania wynikéw
otrzymanych w czasie ¢wiczenia realizowanego przez studentow V roku na kierunku
Farmacja, Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Cwiczenie
polega na okresleniu wplywu substancji wiazacych na szybkos$¢ i profil uwalniania kwasu
acetylosalicylowego (ASA) ztabletek. Badanie wykonywane jest zuzyciem tabletek
referencyjnych i testowych (wytworzonych w ramach ¢wiczen) o nastgpujacym sktadzie:

Tabletki referencyjne o skladzie:

Kwas acetylosalicylowy 500 mg
Celuloza i skrobia kukurydziana 100 mg
Tabletki badane o skladzie:

Kwas acetylosalicylowy 500 mg
Granulat prosty 500 mg
Talk 40 mg
Stearynian magnezu 10 mg

1% kleik z metylocelulozy (lub 5% kleik Zelatynowy lub skrobiowy) q.s.

W eksperymencie uzyto po dwanascie tabletek dla kazdej z czterech serii (jedna referencyj-
na i trzy testowe). Badania uwalniania prowadzono w 500 ml ptynu akceptorowego (bufor
octanowy o pH 4,5 i temp. 37 + 0,5 °C) z wykorzystaniem aparatu topatkowego (szybkos¢
obrotéw mieszadta na poziomie 50 obrotow/min.). Ilos¢ uwolnionego ASA oznaczono
spektrofotometrycznie w sze$ciu punktach czasowych, tj. 5, 10, 15, 20, 25 1 30 min, przy
Amax = 267 nm. Na podstawie uzyskanych danych dla kazdej tabletki obliczono % uwolnio-
nego ASA w danym punkcie czasowym, a nastgpnie wykorzystujac STATISTICA Profile
Uwalniania, porownano krzywe uwalniania badanych tabletek i preparatu referencyjnego.
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W tym celu dane wprowadzono do arkusza STATISTICA i zapisano utworzony plik
(rys. 2). Nastgpnie uruchomiono program Profile, gdzie do analizy wybrano zapisany
wczesniej plik, test oraz jezyk raportu i wygenerowano analizg (rys. 3).

STATISTICA
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9 4354 | B4.92 79.16 83.99 87.56 59.12
10 4736 68.15 77.54 8476 89.04 91.33
11 4492 | 6697 7866 | 8614 | 8801 87.88
12 4977 69.77 80.18 84 20 87 54 | 88.88 |~ ]
Tabletki referencyine |

Rys. 2. Skoroszyt z arkuszami do wprowadzania danych referencyjnych i testowych (badanych).

Wybdr metody Jezyk Raportu
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Poziom podswietlania: 1= |15 f2 <50 PREncr EolaneTn

£ Metoda Weibulla |
Poziom istotnogci dla ANOVA: (0,05 Numer zalacznika:

" Metoda Mahalancbisa |
Odleglosé : |15 %
s - Unuchom Zamlnij

|C:"-.Documerrts and Settings"Administrator Desktop \Profile Uwalnianiz®Examples Table

Statsaft
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| Copyright © 2006-2008 StetSoft Polska Sp. z 0.0.

Rys. 3. Okno dialogowe programu Profile.

W oknie programu wybrano metod¢ oraz ewentualnie zmieniono domys$lne ustawienia
parametrow dla wybranej analizy. W wyniku dzialania kazdej z metod utworzone zostaty
arkusze podsumowujace. Dla kazdej z rozpatrywanych serii i dla kazdego punktu czasowe-
go program wyznaczyt statystyki opisowe (rys. 4). W raporcie podsumowujacym, niezalez-
nie od uzytej metody, znajduje si¢ rowniez wykres pomocny w graficznym pordéwnaniu
profili uwalniania (rys. 5).
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Tabletki z 1% roztworem metylocelulozy

Tabletki z 5% kleikiem skrobiowym

1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 5 ‘ 6 1 2 3 4 ‘ 5 ‘ 6
tabletka/czas 3 10 15 20 25 30 tabletka/czas 5 10 15 20 25 30
1 17.99 47.77 65.69 75.69 81.37 89.39 |1 7.65 24.19 40.57 52.42 60.04 67.71
2 22.08 49.46 67.22 77.22 82.42 87.93 |2 10.74 25.88 421 53.95 61.09 66.25
3 23.93 47.76 65.25 75.25 83.49 88.19 |3 9.59 24.18 40.13 51.98 62.16 66.51
4 20.44 49.72 69.21 79.21 84.93 90.12 |4 10.04 26.14 44.09 55.94 63.62 68.44
5 25.67 52.68 71.51 81.51 86.61 90.8 |5 10.33 29.18 46.39 58.24 65.28 69.12
6 26.37 51.01 69.44 79.44 85.9 89.45 |6 8.03 27.43 44.32 56.17 64.57 67.77
7 25.44 48.45 72.01 82.01 81.99 90.77 |7 10.12 24.87 46.89 58.74 60.66 69.09
8 22.55 47.99 66.44 76.44 87.01 88.25 |8 9.21 24.41 41.32 53.17 65.68 66.57
9 23.44 52.16 68.99 78.99 83.55 88.66 |9 10.57 28.58 43.87 55.72 62.22 66.98
10 25.13 49.33 67.15 77.15 82.77 91.54 |10 9.79 25.75 42.03 53.88 61.44 69.86
11 18.79 48.72 69.55 79.55 83.14 87.08 |11 6.45 25.14 44.43 56.28 61.81 65.44
12 22.88 50.99 70.66 80.66 82.15 85.02 |12 9.54 27.41 45.54 57.39 60.82 63.34
Srednia 22.89 49.67 68.59 78.59 83.78 88.93 |Srednia 9.34 26.1 43.47 55.32 62.45 67.26
Minimum 17.99 47.76 65.25 75.25 81.37 85.02 | Minimum 6.45 24.18 40.13 51.98 60.04 63.34
Maksimum 26.37 52.68 72.01 82.01 87.01 91.54 | Maksimum 10.74 29.18 46.89 58.74 65.68 69.86
Odchylenie standardowe 27 1.69 2.23 2.23 1.89 1.82 | Odchylenie standardowe 1.31 1.7 2.23 2.23 1.89 1.81
Wspotezynnik zmiennosci (%) 11.8 3.4 3.26 2.84 2.26 2.05 | Wspotezynnik zmiennosci (%) 14 6.53 5.14 4.04 3.03 27
Tabletki z 5% kleikiem zelatynowym Tabletki referencyjne
1 ‘ 2 ‘ 3 4 5 6 1 2 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6
tabletka/czas 5 10 15 20 25 30 tabletka/czas 5 10 15 20 25 30
1 5.74 16.34 27.18 42.65 55.06 62.95 |1 42.06 65.58 7777 8567 90.41 93.14
2 8.05 18.14 33.24 48.86 58.07 64.34 |2 44.16 67.17 76.11 83.27 86.64 88.01
3 7.99 17.98 31.46 47.22 59.02 66.38 |3 4563 65.56 76.92 83.91 86.37 86.83
4 7.58 18.94 33.14 49.71 62.14 69.91 |4 48.52 66.51 78.54 84.99 8749 88.11
5 7.75 19.37 33.89 46.84 63.55 61.52 |5 50.49 69.06 78.99 86.86 89.28 89.71
6 6.02 14.06 28.35 43.52 57.41 65.58 |6 40.56 66.33 7485 84.33 89.42 9252
7 7.87 18.94 33.04 48.72 54.14 69.91 |7 48.23 68.01 7713 82.55 86.86 89.16
8 6.91 17.27 30.22 45.33 56.66 63.75 |8 46.13 67.13 76.55 8543 87.21 87.02
9 7.13 18.32 31.89 49.83 54.24 59.91 |9 4354 64.92 79.16 83.99 87.56 89.12
10 7.34 18.35 32.16 44.19 60.73 67.76 |10 47.36 68.15 77.54 84.76 89.04 91.33
11 4.84 12.09 25.95 35.75 47.65 54.64 |11 44.92 66.97 78.66 86.14 88.01 87.88
12 7.16 17.89 27.31 46.96 58.69 66.03 |12 49.77 69.77 80.18 84.21 87.54 88.88
Srednia 7.03 17.31 30.65 45.8 57.28 64.39 |Srednia 4595 67.1 7.7 84.67 87.99 89.3
Minimum 4.84 12.09 25.95 35.75 47.65 54.64 |Minimum 40.56 64.92 7485 82.55 86.37 86.83
Maksimum 8.05 19.37 33.89 49.83 63.55 69.91 | Maksimum 50.49 69.77 80.18 86.86 90.41 93.14
Odchylenie standardowe 1 217 2.77 3.96 4.24 4.33 | Odchylenie standardowe 3.07 1.45 1.49 1.22 1.27 2.05
‘Wspotezynnik Sci (%) 14.29 12.55 9.03 8.65 7.4 6.72 | Wspblezynnik zmiennosci (%) 6.67 217 1.92 1.45 1.44 2.3

Rys. 4. Arkusze podsumowujace zebrane dane z policzonymi statystykami opisowymi.
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Rys. 5. Profile $rednie (n=12) uwalniania kwasu acetylosalicylowego (ASA) z tabletek
referencyjnych i badanych.
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Po wybraniu w oknie dialogowym (rys. 3) pierwszej z metod i1 okresleniu kryteriow akcep-
tacji (poziomow podswietlania) dla czynnikow kliknigto przycisk OK. Wynikiem dziatania
programu byt raport w programie STATISTICA. Podsumowanie wynikow zilustrowano na
rys. 6.

f1. Profile podobne gdy czynnik f1 < 15.
1 2 B
Tabletki_z_1%_roztworem_ |Tabletki_z_5%_kleikiem_ |Tabletki_z_5%_kleikiem_
metylocelulozy skrobiowym zelatynowym
a) Tabletki_referencyjne 13.31
f2. Profile podobne gdy czynnik f2 > 50.
1 2 3
Tabletki_z_1%_roztworem_ | Tabletki_z_5%_kleikiem_ | Tabletki_z_5%_kleikiem_
metyloceluloz skrobiowym zelatynowym

b) Tabletki_referencyjne

Rys. 6. Wyniki poroéwnania profili uwalniania metoda czynnikow: a) rdznicy f;; b) podobienstwa f>.

Podswietlenie komorek z wartosciami f; 1 f> oznacza, ze odpowiednie wartosci przekraczaja
zatozone kryteria akceptacji. W tym przypadku serie badane wykazaty brak podobienstwa
z seria referencyjna.

Alternatywnie, dla tego samego pliku danych, wybrano metode Weibulla (rys. 3). Rowniez
w tym przypadku w wyniku analizy statystycznej z uzyciem testu ANOVA hipoteza o réw-
nosci profili uwalniania dla serii referencyjne;j i serii badanych zostata odrzucona (rys. 7).

p. Profile podobne gdy p > 0.05
1 2 3
Tabletki_z_1%_roztworem_ | Tabletki_z_5%_kleikiem_ | Tabletki_z_5%_kleikiem_
metylocelulozy skrobiowym zelatynowym
Tabletki_referencyjne

Rys. 7. Wynik analizy podobienstwa profili uwalniania metoda Weibulla (komorki
z prawdopodobienstwem testowym sa pod$§wietlone na czerwono).

Zestawienie wspotczynnikdéw determinacji (R*2).
1 2 3 4
. . Tabletki_z 1% _roztworem_ | Tabletki_z 5% kleikiem_ | Tabletki_z 5% kleikiem__
Tabletki_referencyjne . .
metylocelulozy skrobiowym zelatynowym

1 0.999 0.983 0.987 0.998
2 0.983 0.987 0.992 0.994
3 0.979 0.998 0.994 0.996
4 0.982 0.986 0.989 0.998
5 0.986 0.992 0.981 0.989
6 0.994 0.995 0.974 0.993
7 0.995 0.98 0.977 0.995
8 0.971 0.992 0.989 0.998
9 0.983 0.985 0.984 0.989
10 0.998 0.996 0.994 0.998
11 0.969 0.969 0.961 0.995
12 0.983 0.962 0.964 0.992
Sr. 0.985 0.985 0.982 0.995

Rys. 8. Zestawienie wspotczynnikow determinacji (R?).
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Poprawne stosowanie metody wymaga odpowiedniego dopasowania dystrybuanty rozktadu
Weibulla do danych, dlatego dla kazdej z prob zostat obliczony parametr R (rys. 8), ktory
powinien przyjmowaé wartosci R>>0,95.

W przypadku analizy podobienstwa profili, dla rozwazanego pliku danych, metoda nieza-
lezna od modelu oparta na odlegtosci Mahalanobisa, w gléwnym oknie programu wybrano
trzecia z opcji (rys. 3). W raporcie wygenerowana zostaje tabela z wynikami testu (rys. 9).

Dopuszczalna odlegto$¢: 15%.

1 2 3
Tabletki_z_1%_roztworem_ | Tabletki_z_5%_kleikiem_ |Tabletki_z_5%_kleikiem_
metylocelulozy skrobiowym zelatynowym

Tabletki_referencyjne Podobienstwo

Rys. 9. Wynik analizy podobienstwa profili uwalniania metoda oparta na odlegtosci Mahalanobisa.

Aby przyjac hipotez¢ o rdownosci dwoch profili uwalniania, przedziat ufnosci dla réznicy
pomiedzy profilami musi miesci¢ si¢ w zalozonym przedziale zdefiniowanym przez
parametr Dopuszczalna odleglos¢ profili w % (rys. 3). Wynik tego testu zostal rowniez
przedstawiony w formie tabeli (rys. 10).

1 2 3
Serie GGPU DR
Tabletki_referencyjne - Tabletki_z 1% _roztworem_metylocelulozy 2.03 15

Tabletki_referencyjne - Tabletki_z 5% _kleikiem_skrobiowym _—
Tabletki_referencyjne - Tabletki z 5% kleikiem zelatynowym

Rys. 10. Poréwnanie obliczonego limitu z ustalonym kryterium akceptacji, gdzie: GGPU oznacza
gorna granicg przedziatu ufnosci, DR to dopuszczalna réznica.

Opisany przyktad doskonale ilustruje tatwos¢ uzytkowania, szybko$¢ wykonywania analiz
1 funkcjonalno$¢ pakietu STATISTICA Profile Uwalniania.

OCENA: Preparat referencyjny oraz badany z dodatkiem 1% roztworu metylocelulozy
spelniaja normy farmakopealne dla tabletek konwencjonalnych (uwalniaja >80%
substancji aktywnej w ciagu 30 min). Na podstawie przeprowadzonego eksperymentu
mozna stwierdzi¢, ze procentowa zawarto§¢ ASA oraz substancji pomocniczych w tabletce
ma decydujacy wplyw na stopien uwolnienia substancji leczniczej. Najmniejsza szybkos$¢ i
stopien uwalniania, a tym samym najsilniejsze wtasciwosci wiazace (w poréwnaniu do
preparatu referencyjnego), wykazuja tabletki z dodatkiem 5% kleiku zelatynowego > 5%
kleiku skrobiowego > 1% roztworu metylocelulozy. Wykazano, ze profile uwalniania ASA
z badanych formulacji sa statystyczne istotnie rézne od krzywej uwalniania sporzadzonej
dla tabletek referencyjnych.

'Wykonata: Grupa 6a Data: 13/11/2008r Podpis: c.ooeeevieieeeeen

Zatwierdzit: mgr farm. Bartlomiej Milanowski Data: 14/11/2009 Podpis: .....ccueenee.

Rys. 11. Okno z wnioskami z przeprowadzonej analizy wygenerowane w raporcie
programu STATISTICA.
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Wida¢, ze po wprowadzeniu danych, program automatycznie przeprowadza odpowiednie
analizy statystyczne oraz generuje kompleksowy, gotowy do wykorzystania raport w jezy-
ku polskim lub angielskim, zawierajacy zestawienie wynikéw w formie tabelarycznej,
graficznej oraz w postaci wnioskOw osoby przeprowadzajacej analizg (rys. 11).

Wygenerowany raport moze zosta¢ zapisany w postaci pliku raportu STATISTICA, pliku
w formacie PDF lub w postaci pliku Microsoft Word.

Zastosowanie

Wiasciwie opracowana metodyka badan dostepnosci farmaceutycznej, na ktora sktada sig
réwniez poréwnanie profili uwalniania, powinna dostarcza¢ informacji z trzech podstawo-
wych dziedzin. Po pierwsze badania uwalniania powinny odzwierciedla¢ zmiany wiasci-
wosci fizyko-chemicznych produktu leczniczego, na skutek ktéorych zmienia si¢ ilos¢ lub
szybko$¢ uwalniania substancji leczniczej. Po drugie powinny umozliwia¢ réznicowanie
preparatow produkowanych innymi metodami, zawierajacych inne substancje pomocnicze.
Po trzecie, gdy istnieje korelacja pomigdzy wynikami uzyskanymi w warunkach in vitro
1in vivo (In vitro in vivo correlation — IVIVC), uwalnianie substancji leczniczej powinno
odzwierciedla¢ jej dostepnos¢ biologiczna.

O niezmiernej istotnos$ci badania uwalniania substancji leczniczej z postaci leku swiadczy
fakt opublikowania szeregu wytycznych porzadkujacych zwiazane z nim zagadnienia. Wy-
tyczne opracowane przez Europejska Agencje ds. Lekow (EMEA) dotycza przede
wszystkim zastosowania badan dostepnosci farmaceutycznej jako wstepnego badania w ra-
mach badan dostgpnosci 1 rownowaznosci biologicznej oraz kontroli jakosci produktow
leczniczych o przedluzonym uwalnianiu. W zwiazku z tym przedstawione sa w nich nas-
tepujace aspekty badania uwalniania substancji leczniczej z oceng uzyskanych profili:

¢ pordéwnanie preparatow referencyjnych z roznych krajow;
¢ pordéwnanie roznych formulacji;

¢ clement kontroli jako$ci wytwarzania produktu leczniczego (m.in. poroOwnanie
powtarzalno$ci serii, badania stabilnosci produktow leczniczych);

¢ 7zrodio informacji, zarowno na temat produktu referencyjnego, jak i informacji uzupet-
niajacych, w badaniach dostgpnosci i rownowaznosci biologicznej;

¢ clement badan rownowaznosci biologicznej zastepujacy w uzasadnionych przypadkach
badania in vivo.

W odroznieniu od wytycznych europejskich (EMEA), wytyczne opracowane przez FDA
prezentuja wielokierunkowe podejscie do problematyki dotyczacej badan dostepnosci far-
maceutycznej. Podstawowe kierunki, dla ktorych opracowano wytyczne, obejmuja:

¢ metody badania dostepnosci farmaceutycznej ze stalych doustnych postaci leku
o natychmiastowym uwalnianiu substancji leczniczej;
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zastosowanie badan uwalniania substancji leczniczej z preparatéw o przedtluzonym
dziataniu w badaniach IVIVC;

uzasadnienie rezygnacji z badan dost¢pnosci 1 rtwnowaznos$ci biologicznej (biowaiver)
w oparciu o wlasciwosci biofarmaceutyczne produktu leczniczego;

charakterystyke zmian porejestracyjnych zwiazanych ze zwigkszeniem skali wytwarza-
nia (SUPAC) produktow leczniczych o natychmiastowym i przedtuzonym uwalnianiu.

Podsumowanie

STATISTICA Profile Uwalniania, na podstawie uzyskanych danych automatycznie wyko-
nuje niezbedne, czgsto skomplikowane matematycznie obliczenia oraz przygotowuje goto-
we do wydruku raporty podsumowujace wyniki analiz w postaci przejrzystych tabel,
wykresow oraz wnioskow czy komentarzy uzytkownika. Zastosowanie takiego rozwiaza-
nia pozwala na ogromna oszczedno$¢ czasu, a dodatkowo fakt, ze jest ono walidowane,
gwarantuje poprawne wykonanie oraz interpretacje analiz i raportow, co jest szczegolnie
wazne w obliczu rosnacych wymagan rynku, przyjetych przez branze¢ standardow oraz
rygorystycznych norm narzucanych przez organy regulacyjne.
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