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ПРИЛОЖЕНИЕ НА СТРАТЕГИЯТА ЗА D-ОПТИМАЛНИТЕ 

ВРЕМЕНА И ПОПУЛАЦИОННИЯ ФАРМАКОКИНЕТИЧЕН 

АНАЛИЗ ПРИ БИОФАРМАЦЕВТИЧНO ПРОУЧВАНE  

НА АМПИЦИЛИН 

Д. Терзииванов
1
, К. Божинова

1
, Ем. Христов

1
, Ив. Атанасова

2
 и В. Линдарева

1
 

1Клиника по клинична фармакология и фармакокинетика, УМБАЛ “Св. Ив. Рилски”, 
Медицински университет – София  

2Изпълнителна агенция по лекарствата – София 

Резюме. Целта на изследването беше приложението на D-оптималната стратегия при изгот-
вянето на дизайн на проучване за биоеквивалентност (БЕ) за намиране на оптималните вре-
меви точки и оценката на тяхната приложимост за реконструкция на профила плазмени кон-
центрации/време на референтен лекарствен продукт посредством Байесовско предсказване 
със създадения популационен фармакокинетичен (ФК) модел от оптималните плазмени 
концентрации на тествания лекарствен продукт. Бяха използвани концентрациите на ампи-
цилин от тествания и референтния продукт при 14 здрави доброволци. D-оптималните вре-
мена бяха определени на 1-вия, 4-тия и 6-ия час. С концентрациите на тези времена бяха 
създадени D-оптимални популационни ФК модели на теста и референтния продукт. Пара-
метризацията беше извършена по адсорбционна константа – КА (1/h); обем на разпределе-
ние, нормализиран към телесната маса – VS1 (L/kg), и клирънс, нормализиран към телесна-
та маса – CLS1 (L/h/kg). Не беше установена значима разлика на средните оценки на тези 
моделни параметри на тествания и референтния продукт на популационните ФК модели. 
Със създадения D-оптимален популационен ФК модел на тествания лекарствен продукт бя-
ха предсказани концентрациите, получени от референтния продукт на същите часове. Беше 
установен коефициент на корелация r = 0.874 при p < 0.001 между предсказаните и наблю-
даваните концентрации. Тест-моделът предсказваше концентрациите на референтния продукт с 
висока статистическа достоверност, което показва, че двата продукта са биоеквивалентни. 

Ключови думи: биоеквивалентност, ампицилин, популационна фармакокинетика, D-оптимална стратегия 

APPLICATION OF D-OPTIMAL TIMING STRATEGY  

AND POPULATION PHARMACOKINETIC ANALYSIS IN 

BIOPHARMACEUTICAL TRIALS OF AMPICILLIN 

D. Terziivanov
1
, K. Bozhinova

1
, Em. Hristov

1
, I. Atanasova

2
 and V. Lindareva

1 
 

1Clinic for Clinical Pharmacology and Pharmacokinetics, 
University Hospital “St. Ivan Rilsky”, Medical University – Sofia 

2Bulgarian Drug Agency – Sofia 

Summary. The objective of the study was to use D-optimal strategy in bioequivalence study design to 
search optimal time points and to estimate their ability to permit reconstruction of reference plasma 
concentrations/time relationship by test D-optimal population pharmacokinetic (PK) model with Bayes 
prediction. There were used test and reference products ampicillin concentrations from 14 healthy vo-
lunteers. D-optimal time points were defined at 1st, 4th and 6th hour. With concentrations at these time 
points were developed D-optimal population PK models of test and reference products. Parametrization 
was performed via absorption rate constant, KA (1/h), volume of distribution normalized to the body 
weight, VS1 (L/kg), and systemic clearance normalized to the body weight, CLS1 (L/h/kg). There were 
not observed significant differences between mean estimates of these model parameters of test and 
reference population PK models. Reference concentrations (at 1st, 4th and 6th h) were predicted by D-
optimal test population PK model. Correlation coefficient between predicted versus observed 
concentrations was r = 0.874, p < 0.001. The test model predicted reference concentrations with statistic 
significance, which presumes that two drug formulations were bioequivalent. 

Key words: bioequivalence, ampicillin, population pharmacokinetics, D-optimality 
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Сред фундаменталните проблеми при проучва-
нията за биоеквивалентност (БЕ), в които се преп-
литат съображения от статистическо и клинично 
естество, са броят и обемът на взетите проби кръв 
по отношение на телесния размер на участващия 
доброволец (болен). Обикновена практика е при 
конвенционалните проучвания за БЕ да се вземат 
12-15 (до 20) проби кръв за химичен анализ, арит-
метично и/или геометрично разпределени във 
времето [2]. При такъв голям брой (обикновено в 
едно денонощие, а при лекарства с дълъг полужи-
вот и до 4-5 денонощия) е напълно възможно фи-
зиологичният профил на кръвта да се промени от 
първите спрямо последните проби – особено хе-
матокрита, който може да се увеличи. Този мо-
мент, тъй като трудно се контролира от един ин-
дивид на друг, може да бъде източник на грешка и 
да увеличи интра- и интериндивидуалната вариа-
билност (дисперсия) [2]. 
Затова възниква въпросът, възможно ли е да се 

намали броят на вземанията на кръв от всеки 
участник, без да се понижи статистическата си-
гурност при сравняване на разпределенията на 
концентрация/време профилите, генерирани от 
тествания и референтния лекарствен продукт (Т и 
РЛП), т.е. съществува ли възможност броят на 
тези вземания да се оптимизира? Отговорът на 
този въпрос с да или не е много съществен най-
малко поради две причини. Първо, бъдещите 
проучвания за БЕ ще вървят в посока на увели-
чен порядък, т.е. ще станат от 3-ти и 4-ти по-
рядък, за да могат да оценяват и индивидуална-
та био(не)еквивалентност и взаимодействието ин-
дивид-лекарствена форма. Този феномен наблю-
даваме и в момента. Това изисква увеличаване на 
броя участници в подобни проучвания, което не-
минуемо ги оскъпява. Експертите по фармакоки-
нетично (ФК) моделиране добре знаят, че не 
всички точки от кривата плазмени концентра-
ции/време – от 15 до 20 – носят критична инфор-
мация за формата на профила концентрация/вре-
ме. С увеличаването на броя на точките от кривата 
плазмени концентрации/време се намалява дис-
персията на ФК модел и един модел, макар и не 
истинският, може да покаже сравнително ниска 
дисперсия и да бъде приет като задоволителен [2]. 
За всеки ФК модел обаче съществува критичен 
минимум от точки върху кривата плазмени кон-
центрации/време, който позволява тя да бъде ре-
конструирана статистически достоверно само ако 
те са оптималните. 
Целта на проучването беше да се разработи 

приложението на D-оптималната стратегия при 

създаването на дизайн на реално клинично про-
учване за БЕ за установяване на оптималните 
времеви точки и за оценката на тяхната прило-
жимост при реконструкция на профила плазме-
ни концентрации/време на референтен лекарст-
вен продукт посредством Байесовско предсказ-
ване със създадения популационен ФК модел от 
оптималните плазмени концентрации на тества-
ния лекарствен продукт. 
Работната хипотеза беше, че популационният 

ФК модел на тествания лекарствен продукт ще 
реконструира плазмените концентрации на рефе-
рентния продукт само ако тестваният лекарствен 
продукт е биоеквивалентен на референтния. 

Дизайн на клиничното проучване  

и участници 

Изследването беше планирано като открито, 
рандомизирано, кръстосано с два периода на 
третиране с тествания (Аmpicillin Biovet) и 
референтния (Standacillin Biochemie) препарат. 
Подбрани бяха 14 здрави доброволци от мъжки 
и женски пол, на възраст между 18 и 45 години 
(median – 30 год.; min. – 19 год.; max. – 44 год.). 
Телесното тегло на участниците бе в границите 
± 20% от идеалното тегло по Broca (median – 
68 kg; min. – 50 kg; max. – 91 kg), а височината – 
median – 170 cm; min. – 150.00 cm; max. – 
183.00 cm [7]. 
По време на двата периода на клиничното из-

питване бяха приложени рандомизирано еднок-
ратни дози (1 капсула от 500 mg) от ТЛП 
Ampicillin (Biovet), капс. 500 mg и РЛП Standa-
cillin (Biochemie Austria), капс. 500 mg, с “отми-
ващ” период от 7 дни. 
Кръвта за определяне на индивидуалните 

плазмени концентрации на ампицилин след 
еднократна доза беше вземана в хепаринизира-
ни епруветки в следните часове: преди медика-
ция (0 h); и на 0.5, 1-вия, 2-рия, 4-тия, 6-ия, 8-ия, 
10-ия, 12-ия и 24-ия час след медикацията, като 
отделената след центрофугирането плазма беше 
съхранявана във фризер при –20°C до химичния 
анализ на лекарството. 

Материал и методи 

За количествения анализ беше използван ви-
сокоефективен течнохроматографски (ВЕТХ) 
метод, модификация на предложения от Vree и 
сътр. [8] метод за количествено определяне на 
субстанцията ампицилин. Той беше валидиран 
съгласно изискванията на световните стандарти 
за биоаналитичен анализ. 
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Определянето на D-оптималните времена по 
D’Argenio (1981) беше извършено с програмата 
REUNEX (написана от R. W. Jelliffe) [4], в която 
при оптимизирането се използва критерият D-
оптималност. Този критерий намира времената, 
при които лекарствените плазмени концентра-
ции са най-чувствителни на всяка промяна в 
стойностите на структурните ФК параметри и 
минимизира детерминантата на обратната ин-
формационна матрица на Fisher. Вследствие на 
това се минимизира общата дисперсия на оцен-
ките на структурните ФК параметри. За D-опти-
малност се тестват различни комбинации от 
двойки актуални времена, принадлежащи към 
елиминационната log-линейна фаза на лекарст-
вото. В резултат на изискванията към актуални-
те времена за D-оптималност се установяват 
най-ниските стойности за коефициентите на 
вариация, дисперсиите на грешката и критерият 
D-оптималност за структурните параметри: аб-
сорбционна константа – КА (1/h); обем на разп-
ределение, нормализиран към телесната маса – 
VS1 (L/kg), и клирънс, нормализиран към те-
лесната маса – CLS1 (L/h/kg). Създават се два 
D-оптимални популационни ФК модела съот-
ветно за Т и РЛП, NPEM-OPT-TEST и NPEM-
OPT-REFERENT. По този начин създадените 
популационни ФК модели със средните на мо-
делните ФК параметри, като използват регист-
рираните плазмени нива на лекарството на тези 
часове, ще съдържат най-много информация, 
необходима за оценка на ФК параметри [7].  
За достоверността на двата популационни ФК 

модела се съдеше по точността, оценена чрез 
средната грешка – МЕ, и прецизността, оценена 
посредством корен квадратен от средната квад-
ратична грешка – RMSЕ, на разликите между 
наблюдаваните и предсказаните стойности на 
концентрациите [6]. 
Валидирането на работната хипотеза беше 

тествано чрез предсказване на наблюдаваните 
плазмени концентрации на РЛП на 1-вия, 4-тия 
и 6-ия час, които се използваха като Байесовска 
предварителна (Bayesian priors) информация, 
посредством създадения NPEM-OPT-TEST. 

Резултати 

Изискванията за D-оптималност, резултира-
щи в най-ниските стойности за коефициентите 
на вариация, дисперсиите на грешката и крите-
рия D-оптималност за структурните параметри 
KA, VS1 и CLS1, се изпълняваха от плазмените 
концентрации на ампицилина, наблюдавани на 

1-вия, 4-тия и 6-ия час след перорален прием на 
лекарственото средство. Така че създадените 
популационни ФК модели за Т и РЛП, използ-
вайки регистрираните плазмени нива на ампи-
цилина на тези часове (1 h, 4 h и 6 h), ще съдър-
жат най-много информация за съответните па-
раметри и ще възстановяват статистически най-
достоверно хода на плазмените концентрации 
във времето. Бяха създадени два D-оптимални 
популационни ФК модела за Т и РЛП: NPEM2-
OPT-TEST и NPEM2-OPT-REFERENT.  
Средните стойности на структурните ФК па-

раметри на двата D-оптимални популационни 
ФК модела на ампицилина и взаимното им 
сравнение са представени на табл. 1. 

Таблица 1. Сравнение между NPEM2 оценките на струк-

турните ФК параметри на ампицилин при здрави добро-

волци от двата D-оптимални популационни ФК модела 

(NPEM2-OPT-TEST и NPEM2-OPT-REFERENT) 

Средна стойност ± SD 

NPEM2-OPT-TEST 

(n = 14) 

NPEM2-OPT-

REFERENT (n = 14) 

p 

KA = 0.482 ± 0.241 0.698 ± 0.673 0.134 

(1/h)    (CV% = 49) (CV% = 96)  

VS1 = 1.859 ± 1.205 2.065 ± 1.322 0.335 

(L/kg)  (CV% = 65) (CV% = 63)  

CLS1 = 1.150 ± 0.434 1.122 ± 0.397 0.427 

(L/h/kg)  (CV% = 38) (CV% = 35)  

 
Точността на NPEM-OPT-TEST, оценена чрез 

ME се равняваше на 0.0255 mg/L, а прецизността, 
оценена чрез RMSЕ, се равняваше на 0.146 mg/L. 
Точността и прецизността на NPEM-OPT-
REFERENT се равняваха съответно на 0.0436 
mg/L и 0.246 mg/L. Тези грешки са практически 
несъществени в сравнение с наблюдаваната 
средна концентрация на ампицилина, равнява-
ща се на 0.922 mg/L. 
Не беше установена статистически значима 

разлика между средните стойности на моделните 
ФК параметри между двата модела, което предпо-
лагаше, че с D-оптималния популационен ФК мо-
дел на Т-продукта NPEM2-OPT-TEST ще могат да 
се предсказват с висока статистическа достовер-
ност оптималните концентрации на референтния 
продукт на 1-вия, 4-тия и 6-ия час (фиг. 1). 
D-оптималният популационен ФК модел 

NPEM2-OPT-TEST предсказваше с висока точ-
ност и прецизност апостериорните Байесовски 
предсказани концентрации на ампицилин–ре-
ферент. 
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Фиг. 1. Корелация между предсказаните с NPEM2-OPT-TEST 

и наблюдаваните концентрации на ампицилилин–референтен 

лекарствен продукт n = 38, r = 0.874, p < 0.001 

На фиг. 1 са показани наблюдаваните D-оп-
тимални плазмени концентрации на ампицили-
на (РЛП) и апостериорните Байесовски предс-
казани концентрации с NPEM2-OPT-TEST. Бе-
ше установена високосигнификантна корела-
ция между експерименталните и модел-пред-
сказаните концентрации на ампицилин РЛП  
(r = 0.874, p < 0.001, n = 38). 

На фиг. 2 са показани симулираните вре-
ме/концентрации криви на ампицилин при 4-ма 
здрави доброволци със съответно по 3 точки 
като Bayesian prior за РЛП. D-оптималният по-
пулационен ФК модел на тествания продукт – 
NPEM2-OPT-TEST, добре възстановява хода на 
зависимостта време/концентрация на РЛП. Край-
ната минимизирана стойност на оценъчната Байе-
совска функция беше в границите от 0.366 до 
2.253. 

Обсъждане 

Проблемът “оптимален експериментален ди-
зайн” за оценка на нелинейни параметри (как-
вито са ФК параметрите) е поставен още през 
1959 г. от Box и Lucas [3] и е намерил блестящо 
решение за ФК практика в разработките на 
D’Argenio (1981) от Лабораторията по приложна 
фармакокинетика на проф. Роджър Джелиф [4]. 
Работната хипотеза беше, че популационният 

ФК модел на ТЛП ще реконструира плазмените 
концентрации на РЛП само когато тестваният 
продукт е биоеквивалентен на референтния лекар- 

 

  
 

  
Фиг. 2. Симулация с D-оптималния популационен ФК модел – NPEM2-OPT-TEST, на време/концентрация зависимостта с 3 

точки като Bayesian prior на 4-ма здрави доброволци: № 007, 008, 011 и 01 
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ствен продукт. Това означава популационните 
ФК модели, създадени на основата на информа-
цията от D-оптималните плазмени концентра-
ции на ампицилина, генерирани от двата про-
дукта, да нямат статистически значима разлика, 
т.е. популационният модел, създаден от “тест”-
плазмените концентрации на ампицилина (тест-
популационен ФК модел – NPEM2-OPT-TEST), 
да предсказва статистически значимо плазмени-
те нива на лекарството от референтния продукт. 
Включените 3 плазмени концентрации на ам-

пицилин в изграждането на D-оптималния по-
пулационен ФК модел на ампицилина са повта-
рящи се в оптималните времена и отговарят на 
изискванията за D-оптималност [3, 4]. 
Резултатите от проучването недвусмислено до-

казват много добрите предсказващи способности 
на D-оптималния популационен модел на ампи-
цилин при здрави доброволци. Получените резул-
тати убедително показват несъмнените предимст-
ва на популационния D-оптимален дизайн пред 
стандартния D-оптимален дизайн. За разлика от 
стандартния D-оптимален дизайн, който игнорира 
вариабилността между субектите, използваният от 
нас популационен D-оптимален дизайн се съобра-
зява с различните източници на ФК вариабилност, 
включвайки популационната информационна 
матрица на Fisher при определянето на оптимал-
ния ФК протокол и се фокусира по-скоро върху 
оценката на разпределението на моделните ФК 
параметри в изучаваната популация, отколкото 
върху индивидуалните им стойности. 
D-оптималният ФК протокол в комбинация с 

непараметричен популационен ФК анализ могат 
да се окажат подходящият методичен подход за 
етични и икономически ефективни ФК проуч-
вания за сравнителна бионаличност върху болни 
и върху рискови популации (деца, хора в нап-
реднала възраст), където пробовземанията тряб-
ва да бъдат сведени до оптималния минимум. 

Заключение 

Резултатите, получени чрез популационния 
ФК анализ, потвърждават работната хипотеза. 
Те доказват, че D-оптималният популационен 

ФК модел на тестваната лекарствена форма дос-
товерно предсказва плазмените лекарствени 
нива, генерирани от референтната форма. 
Резултатите показват, че D-оптималната стра-

тегия, комбинирана с NPEM метода, е подходя-
ща и приложима за сравняване на средната био-
еквивалентност на две орални лекарствени фор-
ми, когато се налага лимитирано пробовземане 
при специални таргетни популации. 
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