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Zusammenfassung

Finales Ziel des Projektes im Rahmen des IGF-Vorhabens Nr. 22947 N/1 mit dem Titel ,Nachweis der Eighung
der konfokalen Raman-Mikrospektroskopie zur Durchfiihrung von Biodquivalenzuntersuchungen von
Dermatika“ war es zu zeigen, dass die konfokale Raman-Mikrospektroskopie (CRS) als neuartige Methode fir
Wirkstoffpenetrationsuntersuchungen geeignet ist, um zukiinftig dermale Biodquivalenzuntersuchungen
durchfiihren zu kénnen.

Dieses Ziel ist auch vor dem Hintergrund der neu veroffentlichten European Medicines Agency (EMA) -
Leitlinie zur Aquivalenz und Qualitat kutaner Produkte, die seit April 2025 in Kraft ist, von hoher Relevanz.
Mit dieser Aktualisierung der Leitlinie kann nun anstelle kostenintensiver klinischer Endpunktstudien die
Tape-Stripping (TS) - Methode eingesetzt werden, um Biodquivalenz nachzuweisen. Die CRS-Methode ist
hingegen aufgrund der bislang noch begrenzten Datenlage derzeit nicht als alleinstehende Methode
vorgesehen, sondern lediglich in unterstiitzender Funktion einsetzbar.

Um das Projektziel erreichen zu kénnen, wurde zunachst die TS-Methode mit zugehoriger HPLC-Analytik fir
die beiden Wirkstoffe Salicylsdure und Diclofenac etabliert. Anschliefend erfolgte der Aufbau der
entsprechenden Raman-Analytik, deren Ergebnisse anhand der TS-Daten verifiziert wurden. Im Einklang mit
den Vorgaben der EMA-Leitlinie legten vorbereitende Untersuchungen geeignete Studienzeitpunkte fest;
parallel dazu wurden entsprechende Priifprodukte hergestellt. Da fiir kosmetische Salicylsdaure-Produkte kein
Generikamarkt existiert, musste fiir das Testprodukt dieser Untersuchungen zunachst eine moglichst
biodquivalente Nachbildung durch Reverse-Engineering eines Referenzproduktes entwickelt werden.

AnschlieBend erfolgten die vergleichenden Biodquivalenzuntersuchungen an identischen Hautproben. In den
ex-vivo Versuchen zu Salicylsaure liel§ sich ein zuséatzlicher Vergleich zwischen Schweinehaut und Humanhaut
durchfiihren, wobei bei beiden Hautmodellen Biodquivalenz gezeigt werden konnte. Die CRS-Ergebnisse
wurden stets mit den parallel erhobenen TS-Daten als Goldstandard verglichen und entsprechend verifiziert.
Damit lieR sich sowohl die Eignung der Methode als auch das erfolgreiche Reverse-Engineering des
nachgebildeten Testproduktes belegen. Entsprechende ex-vivo Studien zu Diclofenac an Schweinehaut
verliefen ebenfalls erfolgreich. Dabei zeigte sich die diskriminatorische Aussagekraft der Methode anhand
geeigneter Kontrollformulierungen fiir beide Wirkstoffe.

AbschlieBend bestéatigten die Ergebnisse zu Salicylsdure in einer kosmetischen in-vivo Humanstudie unter
strenger Befolgung der EMA-Leitlinie die zuvor gewonnenen Erkenntnisse. Die hierbei generierten Daten
stellen die ersten systematischen Ergebnisse dieser Art dar und wurden publiziert.

Somit konnte das Ziel, die Eignung der CRS-Methode fiir dermale Biodquivalenzuntersuchungen
nachzuweisen, erreicht werden. Die Resultate wurden zudem auf verschiedenen wissenschaftlichen
Kongressen vorgestellt. Kleine und mittelstandische Unternehmen kénnten bei Aufnahme der CRS-Methode
in eine zukiinftige aktualisierte Leitlinie aufgrund ihrer vergleichsweise guten Standardisierbarkeit
kostengiinstiger biodquivalente Dermatika zur Zulassung bringen und damit zu einer finanziellen Entlastung
der Gesundheitssysteme beitragen.
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1. Wissenschaftlich-technische und wirtschaftliche Problemstellung

Im Rahmen der Zulassung von Arzneimitteln sind Wirksamkeit und Unbedenklichkeit nachzuweisen. Die
Zulassung sogenannter Generika (Nachahmerprdparate) wird erleichtert, indem diese Bezug auf die
Zulassungsunterlagen des Originators nehmen diirfen. Es muss daher (blicherweise nur noch die
Biodquivalenz nachgewiesen werden. Auf umfangreiche Sicherheits- und Wirksamkeitsstudien kann
verzichtet werden, da diese bereits vom Originator durchgefiihrt wurden. Dermatika stellten hier bisher eine
Ausnahme dar. Auch im Rahmen der Generikazulassung mussten Wirksamkeitspriifungen am Patienten
durchgefiihrt werden. Diese sind zeit- und vor allem duRerst kostenintensiv. Daher missen die zu priifenden
Formulierungen im Vorfeld sorgfaltig ausgewahlt werden, um nicht unnétig hohe Kosten durch eine unnétig
hohe Anzahl von in-vivo-Untersuchungen zu erzeugen.

Die vorlaufige Version der Leitlinie der European Medicines Agency (EMA) , Draft guideline on quality and
equivalence of topical products” [1], die sich lange im Bearbeitungsmodus befand und nun seit April 2025
durch die aktive Leitlinie , Guideline on quality and equivalence of locally applied, locally acting cutaneous
products” [2] abgelost wurde, spezifiziert nun erstmals Kriterien fir die Anwendung von Permeations- und
Penetrationsuntersuchungen zum Nachweis der Biodquivalenz von Dermatika. Im Rahmen dieser Methoden
werden die Permeation eines Arzneistoffs durch oder die Penetration in die Haut mithilfe geeigneter
Methoden quantifiziert. Dazu werden das Test- und das Referenzprodukt zusammen mit einer
Negativkontrolle untersucht. Es wird die Aquivalenz von Test- und Referenzprodukt sowie die Nicht-
Aquivalenz zur Kontrollformulierung nachgewiesen. Die Permeationsuntersuchungen erfolgen ex-vivo
mithilfe exzidierter Haut und bestimmen die Menge Arzneistoff die im zeitlichen Verlauf tber die Haut in ein
geeignetes Rezeptormedium permeiert ist. Sie stellen damit im Grunde ein Modell fiir die transdermale
Absorption von Arzneistoffen dar. Die Penetrationsuntersuchungen erfolgen in-vivo an gesunden Probanden
und bestimmen die Menge Arzneistoff, die in das Stratum corneum (SC) aufgenommen wurde. Mithilfe von
Klebebandabrissen wird das SC sukzessive Schicht flir Schicht abgetragen, sodass nach Bestimmung des
Wirkstoffgehalts in den einzelnen Klebebandabrissen ein Konzentrations-Tiefen-Profil erstellt werden kann.
Bei beiden Untersuchungen fallt eine Vielzahl Proben an: Wahrend bei den Permeationsuntersuchungen
Proben zu mehreren Zeitpunkten entnommen und analysiert werden, werden bei den
Penetrationsuntersuchungen nur zu zwei Zeitpunkten Proben genommen. Diese bestehen jedoch aus einer
groBeren Anzahl von Klebebandabrissen (ca. 12 - 30), die einzeln analysiert werden. Bei beiden
Untersuchungen fordert die EMA, dass mit Haut von einer groBen Anzahl Spendern/Probanden (>12)
gearbeitet wird, sodass sich insgesamt eine sehr hohe Probenanzahl (je Formulierung bis zu 400 Proben)
ergibt. Die Analyse dieser Proben ist sowohl zeit- als auch kosten- und ressourcenintensiv.

CRS ist eine Methode, die sowohl ex-vivo als auch in-vivo die Detektion von Arzneistoffen in der Haut ohne
die Verwendung von Markersubstanzen zulasst und die zudem nicht invasiv und zerstorungsfrei ist. Sie ist
damit eine neuartige Alternativmethode anstelle der Tape-Stripping (TS) - Methode fir
Penetrationsuntersuchungen. Die Konfokalitdt garantiert dabei, dass Informationen aus verschiedenen
Tiefen des SC gewonnen werden konnen, sodass hier, vergleichbar mit den konventionellen
Penetrationsuntersuchungen, Konzentrations-Tiefen-Profile erhalten werden kdnnen. Zudem sind weitere
Schritte, wie die Segmentierung der Haut, Extraktion und nachfolgende Quantifizierung aufgrund der
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direkten Konzentrationsbestimmung lber die Raman Mikrospektroskopie nicht notwendig. Die eigentliche
Raman-spektroskopische Messung dauert nur wenige Minuten. Dies bedeutet, dass sich die Zeit bis zum
Erhalt der Ergebnisse auf kaum mehr als die Inkubationszeit beschrdankt und keine weiteren Kosten fir
Losemittel oder HPLC-Material sowie kein Sondermiill (Losemittel) anfallen. Dadurch kénnen deutlich Zeit
und auch Kosten eingespart werden. Bisherige Ergebnisse aus dem Bereich der Forschung haben gezeigt,
dass mit der Methode der konfokalen Raman Mikrospektroskopie vergleichbare Ergebnisse zu ex-vivo
Penetrationsuntersuchungen erhalten werden kénnen. Ebenso ist bekannt, dass die Methode auch in-vivo
zuverlassige Ergebnisse liefert. Dennoch weist der Richtlinienentwurf der EMA darauf hin, dass die konfokale
Raman Spektroskopie noch nicht ausreichend etabliert ist, um Aquivalenzdaten zu generieren, aber
unterstlitzende Daten liefern kann. Damit dokumentiert die EMA, dass generell Interesse an der
Implementierung der Methode besteht, gibt aber gleichzeitig den Auftrag an die Forschung sich eingehender
mit der Etablierung der Methode zu befassen.

Hier setzte das abgeschlossene Projekt an. Es sollte anhand von zwei Modellarzneistoffen in zwei
Formulierungen gezeigt werden, dass CRS vergleichbare Ergebnisse mit den im Richtlinienentwurf
beschriebenen Penetrationsuntersuchungen zeigt. Damit kann erreicht werden, dass ihre Anwendung in der
Biodquivalenz Untersuchung von Dermatika moglich und von den Behorden zukiinftig akzeptiert wird. Dazu
soll das abgeschlossene Projekt nun einen Beitrag leisten.

Seite 2 Schlussbericht zu dem IGF-Vorhaben Nr.: 22947 N/1
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2. Wirtschaftliche Bedeutung der angestrebten Forschungsergebnisse fir
KMU

Das Projekt zielt auf die Verwendung einer innovativen Technologie in der mittleren bis spaten
Entwicklungsphase von Arzneimitteln zur duRerlichen Anwendung (Dermatika) ab. Der Vorteil der Methode
gegenlber den bisher verwendeten Methoden liegt darin, dass essentielle Daten Uber die
Arzneistoffaufnahme in die Haut deutlich schneller und mit geringerem, ressourcenschonendem Aufwand
gewonnen werden kdnnen. Bei Anwendung der konfokalen Raman Mikrospektroskopie in der Entwicklung
wird die Auswahl geeigneter Formulierungen fir spatere in-vivo Untersuchungen beschleunigt und bei
Aufnahme der Methode in eine spatere aktualisierte Version der neuen EMA-Leitlinie [2], kdnnten
Biodquivalenz-Daten generiert werden, welche teure in-vivo Wirksamkeitsuntersuchungen mit Endpunkt
ersetzen wiirden.

Die wirtschaftliche Bedeutung des Vorhabens fiir kleine und mittlere Unternehmen ergibt sich aus den
folgenden Uberlegungen: Der Umsatz der pharmazeutischen Industrie wird weltweit auf 115,24 Mrd USD
beziffert [3]. Davon entfallen 13,8 Mrd USD auf den Bereich Dermatika [4]. Die Umsatze auf dem deutschen
Pharma-Gesamtmarkt beliefen sich 2020 auf 49,5 Mrd Euro [5]. Deutschland liegt somit auf Platz vier hinter
den USA, China und Japan [6]. Die deutsche pharmazeutische Industrie stellte 2019 Produkte im Wert von
31,1 Mrd Euro her [7]. Immer noch ist der Grof3teil der deutschen pharmazeutischen Unternehmen, namlich
67 % den kleinen und mittelstdandischen Unternehmen zuzuordnen, obgleich der Anteil riicklaufig ist [8].
Diese vermarkten ihre Produkte zu einem grofRen Teil innerhalb Deutschlands, aber auch im europaischen
Ausland, wobei die Konzentration auf Deutschland als Absatzmarkt mit abnehmender GroéRe der
Unternehmen steigt [9]. Die Situation der mittelstdndischen deutschen Pharma-Unternehmen wird vom
Bundesverband der Pharmazeutischen Industrie (BPl) als immer schwieriger beschrieben, da sie im
Spannungsfeld zwischen direkten Mittbewerbern aus dem mittelstandischen, wie dem GroBunternehmens-
Sektor, neuen wissenschaftlichen Erkenntnissen und Technologien sowie einem immer starker regulierten
Gesundheitsmarkt bestehen missen wahrend Entwicklungs- und Marketingkosten weiterhin hoch sind. Die
mittelstandischen Unternehmen l6sen dies, indem sie sich erfolgreich auf einzelne Indikationsgebiete und
Nischenmarkte spezialisiert haben (dazu kénnen auch Dermatika gezahlt werden) und sich vor allem in
Schrittinnovationen engagieren [9, 10]. Gerade hier kann das vorgeschlagene Projekt eine Hilfe sein. Nach
erfolgreicher Etablierung der Methode kdnnen interessierte Unternehmen auf die Daten und Methodik
zugreifen und in ihren Betrieb integrieren bzw. im Auftrag die Erhebung solcher Daten vergeben. Dies kann
Neuentwicklungen wie auch Weiterentwicklungen auf Grundlage bestehender Arzneimittel beschleunigen
und kosteneffizienter gestalten und damit einen Wettbewerbsvorteil sichern. Aufgrund der zunachst hohen
Investitionskosten fiir ein konfokales Raman-Mikroskop und des erheblichen Aufwands zur Etablierung einer
Methode zur Biodquivalenzbestimmung mittels konfokaler Raman Mikrospektroskopie ist es
unwahrscheinlich, dass KMU die Entwicklung der vorgeschlagenen Methode selbst in die Hand nehmen
wirden. Deshalb sollte die Durchfiihrung eines solchen Projekts idealerweise im Rahmen eines
Forschungsvorhabens der industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF) erfolgen.

Des Weiteren profitieren Labore, welche ex-vivo Untersuchungen der Penetration von Arzneistoffen
durchfihren und Auftrags-Entwicklungslabore von den Ergebnissen des Projekts. Da die Anschaffungskosten
eines konfokalen Raman-Mikroskops vergleichsweise hoch sind und auch die Etablierung mit hohem Zeit-
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und Kostenaufwand verbunden ist, konnen sich viele, vor allem kleinere und mittlere Pharmaunternehmen
dies nicht leisten. Diese werden derartige Messungen an spezialisierte Labore vergeben. Die Labore ihrerseits
miissen den GroRteil ihrer Zeit auf die Durchflihrung von Untersuchungen aufwenden und kdénnen es sich
kaum leisten, einen grofRen zeitlichen Aufwand in die Entwicklung neuer Methoden zu investieren. Nach
Abschluss des Projekts werden die Daten, wie Versuchsprotokolle, Validierungsergebnisse etc. publiziert und
somit den Laboren zur Nutzung zur Verfligung stehen. Dadurch kénnen diese im Anschluss die Methode
libernehmen und nutzen, um Auftrage von Pharmaunternehmen zu generieren.

Seite 4 Schlussbericht zu dem IGF-Vorhaben Nr.: 22947 N/1



INDUSTRIELLE O r

GEMEINSCHAFTSFORSCHUNG

3. Stand von Forschung und Entwicklung zu Projektbeginn

In der Entwicklung dermaler Arzneimittel werden ex-vivo Permeations- und Penetrationsuntersuchungen
verwendet, um im Vorfeld von in-vivo Wirksamkeitsprifungen die vielversprechendsten
Formulierungskandidaten zu isolieren. Konventionelle Testmethoden beruhen auf der Inkubation exzidierter
Haut mit der Formulierung und der anschlieBenden Analyse des Arzneistoffgehalts in der Haut und/oder der
obersten Hautschicht, dem Stratum corneum (Penetrationsuntersuchungen) oder der Analyse des
Arzneistoffs, der durch die Haut in ein geeignetes Rezeptormedium permeiert st
(Permeationsuntersuchungen). Penetrationsuntersuchungen, die auf die Analyse des Arzneistoffgehalts im
Stratum corneum beschrankt sind, kbnnen auch in-vivo durchgefiihrt werden. Im Leitlinienentwurf der EMA
werden ex-vivo Permeationsuntersuchungen und in-vivo Penetrationsuntersuchungen beschrieben, in der
Forschung werden Penetrationsuntersuchungen auch ex-vivo durchgefiihrt. Penetrationsuntersuchungen
kénnen die Wirkstoffkonzentration in der Haut bestimmen, es handelt sich allerdings bezliglich der
verwendeten Haut um eine zerstorende Priifung. Daher ist fiir jeden Messzeitpunkt eine neue Probe
notwendig. Pro Messzeitpunkt fallen in der Regel 12-30 Klebebandabrisse als Proben an, die einzeln
analysiert werden missen. Die Analytik ist daher sehr zeit- und kostenintensiv. Gleichzeitig limitiert die
Menge der vorhandenen Haut pro Spender die Anzahl an Zeitpunkten bzw. Wiederholungsexperimenten, die
an ihr durchgefiihrt werden kénnen. Der Vorteil der Penetrationsuntersuchungen liegt darin, dass sie sowohl
ex-vivo als auch in-vivo in gleicher Weise durchgefiihrt werden kénnen, allerdings sind zum einen in-vivo
Messungen in friihen Entwicklungsstadien nicht zweckmaRig und zum anderen sind auch bei der in-vivo
Untersuchung die verflgbaren Hautflachen (also Applikationsstellen pro Proband, an denen man die
Penetration untersuchen kann) limitiert. Aufgrund einer hohen interindividuellen Variabilitdt miissen die
Untersuchungen an einer geeigneten Anzahl Probanden (mindestens zwd6lf) wiederholt werden, um
aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen. Neben den konventionellen Methoden werden auch konfokale
optische Methoden in der Untersuchung der Penetration eingesetzt. Diese umfassen die
Fluoreszenzmikroskopie, abgeschwachte Totalreflexions-Infrarot-Spektroskopie und -Mikroskopie (ATR-IR)
sowie die konfokale Raman-Mikrospektroskopie. Insbesondere letztere eignet sich ausgesprochen gut zur
Untersuchung der Arzneistoff Penetration in die Haut, da sie eine hohe Ortsauflésung mit einer hohen
Eindringtiefe kombiniert. Dadurch lassen sich exakte Konzentrations-Tiefen-Profile erstellen, die denen der
konventionellen ex-vivo Penetrationsuntersuchungen vergleichbar sind und zudem nicht-invasiver und nicht-
zerstorerischer Natur sind.

Neben verschiedenen Untersuchungen zur Verteilung von hauteigenen Substanzen, wie Carotinoiden,
Harnstoff oder Wasser [11-16] umfassen bisherige Untersuchungen mittels konfokaler Raman
Mikrospektroskopie die Hautpenetration von verschiedenen lipophilen, wie hydrophilen Stoffen aus dem
Bereich der Arzneimittel und Kosmetik. So stellten Puppels und Caspers als zwei der ersten Forscher die
Machbarkeit der Raman-spektroskopischen Detektion von Xenobiotika in der Haut dar, indem sie die
Penetration von Retinol untersuchten [17, 18]. Daneben wurden von verschiedenen Forschergruppen die
Penetration von Metronidazol, Coffein, Resveratrol, Diclofenac, Lidocain, Sulfathiazol, Niacinamid und
Salicylsaure aus Loésungen untersucht [19-26]. Weitere Untersuchungen befassen sich auch mit dem Einfluss
von penetrationsfordernden Substanzen auf die Hautpenetration von Arzneistoffen [27-29]. In diesem
Kontext wurden in der durchfiihrenden Forschungseinrichtung der Einfluss von Penetrationsverbesserungen
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und Emulgatoren auf die Penetration von Coffein, Retinol und Procain in umfangreichen Untersuchungen
evaluiert [28, 30-35]. Obwohl allgemein bekannt ist, dass die Formulierungszusammensetzung einen groRen
Effekt auf die Hautpenetration auslibt, beriicksichtigten bisher nur wenige Forschungsarbeiten, unter ihnen
die Untersuchungen der durchfiihrenden Forschungseinrichtung die Penetration von Wirkstoffen aus einer
echten Formulierung, wahrend ansonsten die meisten Untersuchungen nur mit einfachen Wirkstofflésungen
durchgefiihrt wurden [28]. Auch hier hat die durchfiihrende Forschungseinrichtung einen entscheidenden
Beitrag geleistet, indem sie die Penetration von Coffein, Procain und Retinol aus Gelen und Emulsionen
untersucht hat [28, 32, 33, 36, 37]. Weitere Untersuchungen an Formulierungen befassen sich z.B. mit
kosmetischen Inhaltsstoffen [38]. Ebenso gibt es bisher kaum Raman-spektroskopisch erhobene Daten zur
Kinetik der Arzneistoffaufnahme bzw. des Arzneistofftransports in der Haut. Neben Flach und Tfayli, die die
Arzneistoffkonzentration in der Haut nach zwei Zeitpunkten untersuchten, um daraus kinetische Daten
abzuleiten, entstanden in der durchfiihrenden Forschungseinrichtung im Rahmen eines vorhergehenden IGF-
Projektes detaillierte Daten zur Kinetik der Arzneistoff Penetration mittels konfokaler Raman
Mikrospektroskopie [19, 27, 31, 36, 39]. Ebenso hat bisher einzig die durchfiihrenden Forschungseinrichtung
eine systematische Gegenliberstellung der etablierten Methoden der Permeations- und
Penetrationsuntersuchungen mit den Untersuchungen mittels konfokaler Raman Mikrospektroskopie
durchgefiihrt [26, 33]. Alle bisherigen Untersuchungen der durchfiihrenden Forschungseinrichtung wurden
mit postaurikuldarer Schweinehaut durchgefiihrt, dem bevorzugten und validen Tiermodell fir die
Humanhaut [40].

Es ist also inzwischen gezeigt, dass die Raman-mikroskopische Detektion der Hautpenetration von einer
breiten Auswahl von Arzneistoffen mit unterschiedlichsten physikalisch-chemischen Eigenschaften moglich
ist. Fur einen Technologietransfer in die pharmazeutische Industrie fehlen allerdings noch systematische
Untersuchungen zur Penetration von Arzneistoffen aus Fertigarzneimitteln. Anhand dieser Formulierungen
muss sodann gezeigt werden, dass mithilfe der konfokalen Raman-Mikrospektroskopie Ergebnisse erhalten
werden, welche denen der konventionellen Methoden &quivalent sind. Dieser Vergleich sollte moglichst
nahe an der von der EMA beschriebenen Versuchsdurchfiihrung der Biodquivalenz-Bestimmung gehalten
werden und moglichst sowohl Formulierungen umfassen bei denen von Biodquivalenz auszugehen ist als
auch Formulierungen bei denen davon auszugehen ist, dass sie keine Biodquivalenz zeigen werden. Die
entwickelte Methode muss dann zeigen, dass sie in der Lage ist biodquivalente und nicht-biodquivalente
Formulierungen zu unterscheiden.
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4. Arbeitshypothese

Die EMA beschreibt in ihrem Leitlinienentwurf [2] ex-vivo Permeationsuntersuchungen und in-vivo
Penetrationsuntersuchungen zur Bestimmung der Biodquivalenz je nach Komplexitat der zu untersuchenden
Formulierung. Die Durchfiihrung des vorgeschlagenen Projekts orientierte sich eng an dieser Beschreibung,
v.a. jedoch an der nun mit der neusten Aktualisierung der EMA-Leitlinie [2] akzeptierten konventionellen TS-
Methode als Goldstandard, bei der das SC der zu testenden Hautareale mit Klebeband nach Inkubation mit
den Formulierungen abgerissen wird.

Um die Eignung der neuartigen CRS-Methode zu belegen, wurden zunachst die konventionellen TS ex-vivo
Penetrationsuntersuchungen durchgefiihrt und simultan bzw. anschlieBend die ex-vivo und in-vivo
Penetrationsuntersuchungen mittels CRS durchgefiihrt. Diese Durchfiihrung sollte sich dabei eng an den
Vorgaben der EMA-Leitlinie orientieren, wobei nachfolgend die wichtigsten Aspekte beschrieben werden:

Die ex-vivo Penetrationsuntersuchungen erfolgten fiir beide Messmethoden (konventionelles TS und
neuartige CRS) an denselben drei exzidierten Hautproben (fir Schweinehaut und Humanhaut), um
interindividuellen Schwankungen addquat zu begegnen. Die Untersuchungen wurden mit einer finiten
Dosierung der Formulierung (= 15 mg Formulierung/cm?) [1, 41] und unter nicht okkludierten Bedingungen
durchgefiihrt, um den in-vivo Bedingungen maoglichst nahe zu kommen.

Um die spateren Studienzeitpunkte festzulegen, bei denen die finalen Biodquivalenzuntersuchungen von
Interesse durchgefiihrt werden sollten, wurden in separaten vorlaufigen Versuchsreihen fir alle Wirkstoffe
entsprechende TS-Untersuchungen durchgefiihrt. Die EMA fordert fir die nun akzeptierten TS-
Penetrationsuntersuchungen zwei Zeitpunkte: Einen Uptake-Zeitpunkt, bei dem die Aufnahme des
Wirkstoffes in das SC untersucht werden soll, und der sich im zeitlichen Steady-State (Gleichgewicht zwischen
Invasion und Clearance) befinden soll, sodass keine Verfalschungen durch einen zeitlichen Faktor entstehen
kénnen. Der zweite Zeitpunkt soll die Wirkstoffabnahme (Clearance) im SC fir alle Produkte untersuchen,
nachdem die Formulierungen nach der Invasionsphase von der Haut wieder abgetragen wurden und somit
den Abtransport des Arzneistoffs aus dem SC in tiefere Hautschichten beschreiben. Die Reduktionsrate der
kumulierten penetrierten Wirkstoffmenge soll nach EMA-Leitlinie [2] mindestens 25 % im Vergleich zum
Uptake-Zeitpunkt betragen.

Zur Bewertung der Biodquivalenz wurde die kumulierte penetrierte Arzneistoffmenge im SC am Ende des
Experiments flr beide Studienzeitpunkte und fiir jedes Produkt herangezogen. Die 90 %-Konfidenzintervalle
der Produkt-zu-Produkt-Verhéltnisse von Test- und Referenzprdparat missen innerhalb der Grenzen
80,00 - 125,00 % liegen. AuRerdem miissen die 90 %-Kls von Test- und Negativkontrolle sowie von Referenz
und Negativkontrolle auBerhalb der Grenzen 80,00 - 125,00 % liegen. Zum Nachweis der Massenbilanz
wurden nach dem beendeten Penetrationsexperiment die Massen des Arzneistoffs im Akzeptormedium, in
der Haut sowie in der verbleibenden Formulierung bestimmt. Die Massenbilanz sollte nach EMA [2] zwischen
90 und 110 % liegen.

In Abb. 1 sind alle von der EMA geforderten Kriterien fiir eine Biodquivalenzaussage nochmals lbersichtlich
grafisch dargestellt:
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—— Die Unversehrtheit der Haut soll verifiziert werden.

Vergleich der Produkte zu zwei Zeitpunkten (Uptake & Clearance):
Clearance soll eine Wirkstoffreduktion von min. 25 % zeigen.

Das 90 %-Konfidenzintervall fur die Verhaltnisse der geometrischen Mittelwerte
von Referenz- und Testprodukt sollte vollstédndig innerhalb des
Akzeptanzintervalls von 80,00 bis 125,00 % liegen.

Das 90 %-Konfidenzintervall fir den Vergleich zum Kontrollprodukt sollte
vollstdndig auBerhalb des Intervalls von 80,00 bis 125,00 % liegen.

Das 90 %-Konfidenzintervall fir die Verhaltnisse der Wirkstoffmengen
Clearancep,oqukt VS- Uptakegreserenz SOlIte vollstiandig unter 1,0 liegen; Gleiches gilt
fur das Verhaltnis Clearancep gy Vvs. Uptakepoquxi-

Abb. 1 EMA-Anforderungen an die Biodquivalenz [2].

Wenn alle in Abb. 1 genannten Anforderungen erfillt sind, kann von Biodquivalenz ausgegangen werden.

Mit den oben beschriebenen Anforderungen ergibt sich eine grolle Anzahl an Proben in denen der Arzneistoff
guantifiziert werden musste. Neben der Zeit, welche fiir die Durchfiihrung des Experiments benotigt wurde,
musste somit eine nicht unerhebliche Zeitdauer fiir die Analyse der Proben aufgewendet werden. AuRerdem
fielen hohe Kosten fiir HPLC-Material und Losungsmittel an. Insgesamt war dieses Vorgehen also sowohl zeit-
als auch kostenintensiv.

Entsprechend den Anforderungen der EMA [2] wurde fiir die ex-vivo Penetrationsuntersuchung neben der
Schweinehaut auch Humanhaut verwendet - diese wurde von Kérperspendern des Universitatsklinikums
Tlbingen bezogen; das Ethikvotum hierzu liegt vor.

Im Rahmen des Projektes wurden fiir die ex-vivo Untersuchungen sowohl Salicylsaure als auch Diclofenac als
Modellsubstanzen eingesetzt, wahrend fiir die in-vivo Untersuchungen lediglich Salicylsdure eingesetzt
wurde. Eine Modellsubstanz war dabei ein Arzneistoff (Diclofenac), welcher verwendet wurde, um die
Relevanz der Methode fiir die pharmazeutische Industrie zu zeigen. Die andere Modellsubstanz (Salicylsaure)
war ein kosmetischer Wirkstoff, durch dessen Verwendung es erméglicht wurde in-vivo Untersuchungen
durchzufiihren, ohne dass es sich um eine Arzneimittelstudie handelte, welche den finanziellen Rahmen des
Projekts Gberstiegen hatte. Dadurch konnte sowohl die Anwendbarkeit der Methode auf Arzneimittel gezeigt
werden als auch die Ubertragbarkeit der ex-vivo Untersuchungen auf die in-vivo Situation.

Da fiir kosmetische Salicylsdaure-Produkte kein Generikamarkt existiert, musste fir das Testprodukt dieser
Untersuchungen zundchst eine moglichst biodquivalente Nachbildung durch Reverse-Engineering eines
Referenzproduktes entwickelt werden, nachdem die Referenzformulierung ausgiebig charakterisiert und
mogliche Penetrationsfaktoren auf die Salicylsdure-Penetration untersucht wurden.
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Das Ubergeordnete Ziel bestand darin, die Methode der CRS zur Untersuchung der Biodquivalenz topischer
Zubereitungen weiter zu etablieren und somit dazu beizutragen, dass diese Methode in eine zukiinftige EMA-
Leitlinie aufgenommen werden kann. Dadurch konnte sie klnftig von pharmazeutischen Unternehmen
genutzt werden, um die Generikazulassung zu vereinfachen, zu beschleunigen und kosteneffizienter zu

gestalten sowie gleichzeitig das Gesundheitssystem zu entlasten.

Seite 9 Schlussbericht zu dem IGF-Vorhaben Nr.: 22947 N/1



INDUSTRIELLE \7 r

GEMEINSCHAFTSFORSCHUNG

5. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

5.1 Arbeitspaket 1: Entwicklung einer HPLC-Analytik fiir Salicylsaure und Diclofenac
Ziel:

Ziel dieses Arbeitspaketes war die Entwicklung einer HPLC-Analytik flr die beiden Wirkstoffe Salicylsdure und
Diclofenac.

Details:

Im Labor wurden die beiden Analysenmethoden zunachst unabhangig voneinander entwickelt und optimiert.
Dabei wurde besonderer Wert daraufgelegt, die Wirkstoffsignale eindeutig und ausreichend getrennt von
potenziell storenden Analyten, wie beispielsweise aus der extrahierten Hautmatrix, zu detektieren.
Gleichzeitig dazu wurde die Methodendauer so optimiert, dass der bei der Tape-Stripping-Methode
anfallende hohe Probendurchsatz effizient bearbeitet werden kann.

Fiir Salicylsaure ergaben sich bei der Methodenentwicklung somit folgende Parameter:
*  FlieBmittelzusammensetzung: 37 % MeOH, 63 % H,0 (pH 2,65 - 0,1 % Ameisensaure)
e Flussrate: 1,2 mL/min
* Ofentemperatur: 37 °C
*  Wellenlange: 306 nm
e Dauer: 10 min
¢ Retentionszeit: ca. 5,9 min

In Abb. 2 wird das erhaltene Chromatogramm dargestellt:

uy
Data1:55-Kalibriergerade-Schiififeti-14-04-23_14.04.2023_070.lcd Detector ACh1:306nm
90004

80004
7000
60004
5000
40009
3000
2000

10004

Abb. 2 Chromatogramm der entwickelten Salicylsdure HPLC-Analytik mit separiertem Wirkstoffpeak bei einer Retentionszeit von
5,9 min. Entwickelt auf einer EC 125/4 NUCLEOSIL 100-5 C18 Séule und einem Shimadzu LC-20 System mit UV/Vis - Detektor.

Die Ofentemperatur und der pH-Werten des FlieBmittels wurden wie oben beschrieben entsprechend
angepasst, um auch bei veranderten Umgebungsbedingungen mdoglichst robuste Ergebnisse zu erhalten.

Nach Kalibrierung mit verschiedenen Verdiinnungsreihen und einem Injektionsvolumen von 20 - 30 pl wurde
die Nachweisgrenze nach Gottwald auf 0,016 pg/ml und die Bestimmungsgrenze auf 0,058 pg/ml bestimmt.
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Fir Diclofenac ergaben sich bei der Methodenentwicklung folgende Parameter:
*  FlieBmittelzusammensetzung: 50 % ACN, 50 % H,0 (pH 2,65 - 0,1 % Ameisensaure)
*  Flussrate: 1,1 mL/min
* Ofentemperatur: 37 °C
*  Wellenlange: 276 nm
* Dauer: 10 min

* Retentionszeit: ca. 6,2 min

In Abb. 3 wird das erhaltene Chromatogramm dargestellt:

v
110-JDetector A Ch1 276nm

R e N I L I L e e e
0,0 05 1.0 15 2,0 25 3,0 35 4,0 45 50 55 6.0 6,5 7,0 7.5 80 85 9,0 95  mn

Abb. 3 Chromatogramm der entwickelten Diclofenac HPLC-Analytik mit separiertem Wirkstoffpeak bei einer Retentionszeit von
6,2 min. Entwickelt auf einer EC 125/4 NUCLEOSIL 100-5 C18 Séule und einem Shimadzu LC-20 System mit UV/Vis - Detektor.

Nach Kalibrierung mit verschiedenen Verdiinnungsreihen und einem Injektionsvolumen von 20 - 30 pl wurde
die Nachweisgrenze nach Gottwald auf 0,017 pg/ml und die Bestimmungsgrenze auf 0,059 pg/ml bestimmt.
Bei der Kalibrierung wurde auf den Umrechnungsfaktor zwischen den Salzformen Diclofenac-Diethylamin
(Wirkstoff in den Fertigarzneimitteln) und Diclofenac-Natrium geachtet.

Zwischenfazit Arbeitspaket:

Nach Abschluss des Arbeitspakets standen zwei etablierte HPLC-Methoden fiir die Wirkstoffe Salicylsdure
und Diclofenac zur Verfligung. Diese ermoglichten im weiteren Projektverlauf die Quantifizierung der
Wirkstoffe mittels HPLC-UV/Vis-Detektion, insbesondere bei der Analyse extrahierter Klebebandabrisse aus
der TS-Methode. Nach entsprechender Kalibrierung konnten die Methoden zur Bewertung des
Penetrationsvermoégens der Wirkstoffe in das SC eingesetzt werden, wobei die TS-Methode als
Referenzmethode zur neuartigen CRS-Methode dienen sollte. Das Ziel des Arbeitspakets wurde damit
erreicht.
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5.2 Arbeitspaket 2: Reverse-Engineering bzw. die Nachbildung einer Salicylsaure-haltigen
Referenzformulierung

Ziel:

In diesem Arbeitspaket sollte eine geeignete Modellformulierung auf Basis einer kosmetischen Salicylsaure-
Creme entwickelt werden. Hintergrund war, dass fiir kosmetische Produkte - im Gegensatz zu Arzneimitteln
- kein Generikamarkt existiert und somit keine klar definierte Testformulierung anstelle der Referenz zur
Verfligung stand.

Fiir die Durchfiihrung der dermalen in-vivo Biodquivalenzstudie wurde mit einem kosmetischen
Referenzprodukt geplant, da Studien mit kosmetischen Produkten im Vergleich zu Arzneimittelstudien mit
deutlich geringerem regulatorischem Aufwand sowie einem geringeren finanziellen und ethischen Aufwand
verbunden sind. Um nun dennoch vergleichende Biodquivalenzuntersuchungen durchfiihren zu kénnen, war
es erforderlich, eine moglichst dquivalente Testformulierung durch gezielte Re-Formulierung der Referenz
herzustellen.

Hierzu wurden die physikochemischen Eigenschaften (u. a. Rheologie, TrépfchengréRe, Olgehalt,
PartikelgroBe, pH-Wert und mikroskopische Struktur) systematisch angepasst, um eine der
Ausgangsformulierung vergleichbare Zubereitung zu erhalten. Zusatzlich sollte durch gezielte
Modifikationen, eine bewusst nicht biodquivalente Variante erzeugt werden, um die diskriminatorische
Aussagekraft der eingesetzten CRS-Analytik zu tberprifen.

Fir die ex-vivo Untersuchungen mit Diclofenac sollten geeignete marktverfligbare Fertigarzneimittel als
Vergleichsprodukte in die Studien einbezogen werden: Eine genauere Charakterisierung oder Re-
Formulierung war hier nicht notig.
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Details:

5.2.1 Charakterisierung der Referenzformulierung

Als kosmetische Salicylsdure-Formulierung wurde die Creme V55 MAX Double Strength Salicylic Acid Skin
Cleansing Cream von V55 Max (London, UK) ausgewahlt (siehe Abb. 4):

(@ (b) (c)

?/55 ¥ STRENGT”
Sahcyhc w

“"‘ VSSma

Abb. 4 In dieser Studie verwendetes Referenzprodukt. (a) V55 MAX Double Strength Salicylic Acid Skin Cleansing Cream, (b) Aussehen
der Referenzcreme aus einer neu gedffneten Charge, (c) Aussehen der Referenzcreme aus einer bereits ldnger gedffneten Charge.

Die laut Hersteller angegebene Zusammensetzung umfasst: Wasser, Cetylstearylalkohol,
Glycerolmonostearat, PEG-100-Stearat, Glycerin, Schwefelpulver, fliissiges Paraffin, Salicylsdure,
Phenoxyethanol, Melaleuca alternifolia (Teebaumdl), Xanthangummi, Imidazolidinylharnstoff,
Ethylhexylglycerin und Limonen. Die Formulierung ahnelt in ihrer Grundstruktur pharmazeutischen O/W-

Cremegrundlagen wie z. B. Basiscreme oder nichtionischer hydrophiler Creme und eignet sich daher als
Modellformulierung.

Der mittels HPLC bestimmte Wirkstoffgehalt lag dabei bei etwa 2,00 % Salicylsaure.

Um die Referenzcreme moglichst exakt re-formulieren zu konnen, wurden zunéachst ihre physikochemischen

Eigenschaften charakterisiert. Hierzu wurde die Mikrostruktur der Creme mittels Polarisationsmikroskopie
untersucht, siehe Abb. 5:
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Abb. 5 Polarisationsmikroskopisches Bild der Referenzcreme aufgenommen mit einem 10-fach-Objektiv und einem Zeiss Imager Z1
mit einer Axiocam 105-Farbkamera. Charakteristische Strukturen sind fortlaufend gekennzeichnet: Gelbe Pfeile zeigen Salicylsdure
(APl)-Nadeln an, Gelbe Quadrate zeigen Luftblasen an, Gelbe Kreise zeigen Schwefelpulver an, Weife Kreise zeigen Oltrépfchen an.

Dabei konnten charakteristische Strukturen identifiziert werden, darunter nadelformige Kristalle der
Salicylsdure mit einer GroRe von ca. 150 um, ebenfalls suspendierte Schwefelpulver-Partikel sowie
dispergierte Oltropfchen der inneren Phase.

Nachdem nun die Mikrostruktur aufgeklart war, wurde die Phasenlage durch die Anfarbemethode
mit lipophilen Sudanrot und hydrophilem Methylenblau tGberprift:

Abb. 6 Uberpriifung der Phasenlage der Referenz. Mit lipophilem Sudanrot gefirbte Referenzcreme (links); mit hydrophilem
Methylenblau gefdrbte Creme (rechts).

Da die dullere Phase mit hydrophilem Methylenblau gleichmiRig angefarbt wurde und die dispergierten
Oltrépfchen der inneren Phase mit lipophilem Sudanrot angefirbt werden konnten (siehe Abb. 6), wurde die
Formulierung als Ol-in-Wasser-Creme charakterisiert.

AnschlieBend wurden weitere quantitative Analysen durchgefiihrt. Neben der Bestimmung des pH-Wertes
wurde der Olgehalt mittels eines Stresstestprotokolls ermittelt. Dabei wurden wiederholte
Temperaturzyklen durchgefiihrt, bestehend aus einer Erwdarmungsphase bei 80 °C, gefolgt von einer
Abkiihlphase auf Raumtemperatur und einer weiteren Abklhlphase auf 4 °C. Nach einer ausreichenden
Anzahl Zyklen konnte der Olgehalt bestimmt werden, der iiberwiegend aus fliissigem Paraffin bestand. Die
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TropfchengrofRe variierte zwischen den untersuchten Tiegeln, konnte jedoch mikroskopisch im Mittel auf
unter 5 um eingegrenzt werden.

Da das rheologische Verhalten einer halbfesten Formulierung nicht nur fir das Auftragungsgefiihl und die
gleichmalige Verteilung auf der Haut entscheidend ist, sondern auch einen Einfluss auf das
Penetrationsvermégen des Wirkstoffs ausiiben kann [42-44], wurde das rheologische Verhalten als
physikochemische  Eigenschaft der Referenzcreme  zusatzlich  untersucht. Hierzu  wurden
Rotationsmessungen an einem Platte-Platte-Aufbau durchgefiihrt, siehe Abb. 7:

N

300 E

Shear stress 1 (Pa)
Viscosity n (Pa-s)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
shear rate y (1/s)

Abb. 7 Rheologische Charakterisierung der Referenzcreme fiir die Scherspannung (t) sowie die dynamische Viskositdt (n) im Verhdltnis
zur Schergeschwindigkeit (y) durch Rotationsuntersuchung.

Aus den Messungen (vgl. Abb. 7) ging hervor, dass die Referenzcreme ein scherverdiinnendes Verhalten mit
einer FlieRgrenze sowie einer moderaten Hystereseflache zeigte. Sie ist somit dem Casson-Typ zuzuordnen.

Da neben der Viskositdt insbesondere die thermodynamische Aktivitat des Wirkstoffes in der Formulierung
entscheidend fiir das Penetrationsvermégen ist [42], war auch die Charakterisierung der Salicylsdure-
NadelgréRe von zentraler Bedeutung. Ziel war es, eine Testformulierung zu entwickeln, die a) mikroskopisch
der Referenzcreme entspricht und b) im Idealfall ein gleiches, moéglichst dquivalentes Penetrationsvermaogen
der Salicylsdure in das SC aufweist. Hierflir wurde die NadelgroRRe von sieben verschiedenen Referenzcremes
mikroskopisch untersucht und anschlieend mithilfe der Software Image) quantitativ ausgewertet. Der
Medianwert fiir die NadelgroRe, abgeleitet aus allen analysierten Referenzprodukten, wurde auf +150 um
bestimmt.

Diese oben beschriebenen charakterisierten Parameter dienten als Ausgangspunkt fiir die Re-Formulierung,
um eine Testformulierung zu entwickeln, die der Referenzcreme in ihren physikochemischen Eigenschaften
moglichst nahekommt und im spateren Projektverlauf idealerweise auch biodquivalente Ergebnisse liefert.
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5.2.2 Etablierung einer Herstellmethode

Vor Herstellung der Testproben der Nachbildung musste zunachst eine Herstellmethode etabliert werden,
die zu stabilen Cremes mit akzeptablen physikochemischen Eigenschaften flhrt:

Die Herstellung der O/W-Creme erfolgte phasenweise (siehe Abb. 8). Zundchst wurde Phase A vorbereitet,
indem die Salicylsdure in Glycerin gelést und in einem Melaminschalchen erhitzt wurde, um eine gute
Loslichkeit der Salicylsaure zu gewahrleisten und die Re-Kristallisation zu stabilen Nadeln zu unterstitzen. In
Vorversuchen wurde die zu verwendete Temperatur im Wasserbad evaluiert, die im Nachgang der
Herstellung zu einem raschen Nadelwachstum fiihrt, um die gewlinschte NadelgréBe von +150 um
schnellstmoglich zu erreichen. Parallel dazu wurde Phase B hergestellt, indem die drei Emulgatoren in
flissigem Paraffin auf dem Wasserbad geschmolzen und gelegentlich geriihrt wurden, bis eine vollstandig
homogene Flissigkeit entstand.

Fiir die Wasserphase wurde zusatzlich die benotigte Menge Wasser auf dem Wasserbad erwarmt, sodass sie
dieselbe Temperatur wie Phase A und B erreichte. Xanthangummi wurde in warmem Wasser als Hydrogel
(Phase C) dispergiert und hydratisiert, wobei kontinuierlich gerihrt wurde, um Klumpenbildung zu
vermeiden.

PhaseAﬁ Phase B ﬁ) Phase C

Y 1 S ) ﬁ& E

M N N
T 7 L T L 7 [® |

Abb. 8 Schematische Darstellung des Erhitzungsprozesses bei der entwickelten Herstellungsmethode der Testformulierungen mit
verschiedenen Phasen im selben Wasserbad.

Zur Mischung wurden die Komponenten nacheinander in ein GefaR Uberfihrt: zunachst die Halfte des
warmen Wassers, dann Phase A, Phase B, das XG-Hydrogel, Schwefelpulver sowie das restliche warme
Wasser. Die Mischung wurde anschliefend homogenisiert. Wahrend des gesamten Riihrvorgangs wurde die
Mischung in einem Kaltwasserbad gekiihlt, um eine stabile, gleichmallige Creme mit der gewiinschten
Konsistenz zu erhalten.
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5.2.3 Reverse-Engineering der Testformulierung fiir spatere Biodquivalenzuntersuchungen

Bei der Re-Formulierung wurde bewusst auf Teebaumol (Melaleuca alternifolia), Imidazolidinylharnstoff,
Ethylhexylglycerin und Limonen verzichtet, da diese entweder keinen relevanten Beitrag zur Penetration der
Salicylsdure leisten und/oder in pharmazeutischen Dermatika Ublicherweise nicht eingesetzt werden. Die
Ubrigen Bestandteile wurden zunachst in liblichen Konzentrationen (ilbernommen. AnschlieBend wurde die
Formulierung schrittweise optimiert, sodass ihre Eigenschaften (Rheologie, TrépfchengréRe, Olgehalt,
PartikelgroBe der Salicylsdure, pH-Wert und mikroskopische Struktur) moglichst denen des Kosmetikums
entsprechen.

Eine statistische Versuchsplanung wurde durchgefiihrt, um die Einfliisse mehrerer Formulierungsparameter
auf die rheologischen Eigenschaften der Salicylsaure-Creme systematisch zu untersuchen. Sie ermdglicht es,
die wichtigsten Einfllsse effizient zu erfassen und die Anzahl der Versuche gezielt zu reduzieren, wodurch
sowohl Zeit als auch Material eingespart werden kdnnen, da nicht alle moéglichen Kombinationen der
Faktoren einzeln getestet werden missen. Die rheologischen Eigenschaften wurden dabei als ZielgrofRen
ausgewahlt, da sie einen quantitativen Ansatz zur Beurteilung der Formulierung liefern und zudem einen
Einfluss auf das Penetrationsvermogen des Wirkstoffs haben kénnen [42].

Fiir die Re-Formulierung der Salicylsdure-Creme wurde ein Vollfaktorplan mit drei Faktoren und drei Stufen
durchgefiihrt. Die Auswahl der Faktoren basierte auf Vorversuchen, in denen die Wirkung verschiedener
Parameter auf die rheologischen Eigenschaften untersucht wurde. Dabei zeigte sich, dass der Olphasenanteil
einen deutlichen Einfluss auf die scheinbare Viskositat und die Schubspannung ausiibt; dieser wurde daher
als Faktor aufgenommen. Die Konzentration des Xanthangummis (XG) wurde ebenfalls beriicksichtigt, da sie
die FlieReigenschaften und Stabilitdt der Creme beeinflusst. Als dritter Faktor wurde der Gesamtgehalt an
Emulgator aufgenommen, der fiir die Stabilisierung der Ol-in-Wasser-Emulsion entscheidend ist.

Die Stufen der Faktoren entsprechen jeweils den niedrigen (Modus: 1), mittleren (Zentralpunkt, Modus: 2)
und hohen (Modus: 3) Werten aus den Vorversuchen. Vorversuche zeigten auBerdem, dass die
Rihrgeschwindigkeit des Homogenisators zwar leichte Abweichungen in den rheologischen Eigenschaften
erzeugt, diese jedoch deutlich geringer waren als die Effekte des Olgehalts; daher wurde sie nicht als Faktor
in die statistische Versuchsplanung aufgenommen.

Als ZielgroRen (Responses) wurden die Hysteresefliche sowie die maximale Schubspannung gewahlt, die
zuvor in den Vorversuchen rheologisch bestimmt wurden. Die oberen und unteren Grenzwerte dieser
ZielgroBen wurden auf £ 10 % des Mittelwerts der sechs Referenzcremes festgelegt, sodass die durch die
statistische Versuchsplanung berechnete ideale Formulierung innerhalb dieses Bereichs liegt. Auf diese
Weise konnten die wichtigsten EinflussgrofRen gezielt untersucht und eine Formulierung entwickelt werden,
die den rheologischen Eigenschaften der Referenzcreme moglichst nahekommt.

Auf Grundlage der oben beschriebenen Annahmen wurde mithilfe der verwendeten JMP 16-Software ein
statistischer Versuchsplan erstellt, der insgesamt 30 herzustellende und zu untersuchende Proben umfasste.
Um einer moglichen Variabilitdt durch Herstellung und andere Einflussfaktoren entgegenzuwirken, wurden
hierbei zusatzlich drei Proben mit der Kombination aller Zentralwerte der Faktoren inkludiert.
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Nachdem alle 30 Proben hergestellt und fir denselben Zeitraum (mindestens jedoch 7 Tage) gelagert
wurden, um eine gleichmalig stabile Ausbildung der inneren Struktur zu gewahrleisten, wurden sie
rheologisch untersucht. Die Messungen erfolgten wie in den Vorversuchen mithilfe eines Platte-Platte-
Aufbaus und Rotationsversuchen.

Basierend auf den Ergebnissen der vorgeschlagenen Proben der statistischen Versuchsplanung wurde die
Zielzusammensetzung der Nachbildung (Emulgator-Anteil, XG-Gummi-Anteil sowie Olphasen-Anteil) mittels
JMP 16 Software berechnet: Aus der Analyse der statistischen Versuchsplanung ergab sich nicht nur die
vorhergesagte Zusammensetzung der Nachbildungsformulierung sondern es lieRen sich auch
Zusammenhange zwischen den untersuchten Faktoren und den rheologischen Eigenschaften ableiten. Dabei
zeigte sich, dass eine steigende Konzentration der O/W-Emulgatoren, insbesondere von Cetylstearylalkohol
(Lanette O) mit zusatzlicher Funktion als Gerustbildner, den grofRten Einfluss auf eine Zunahme der Viskositat
hatte. Demgegenuber fiihrte eine erhéhte Konzentration von Xanthangummi v.a. zu einer deutlichen
Verringerung der Hystereseflache, da die innere Struktur nach Beanspruchung wieder schneller aufgebaut
werden konnte.

Da fur eine moglichst gute Stabilisierung der dispergierten Phase ein 1:1-Verhéltnis der beiden O/W-
Emulgatoren Glycerolmonostearat und PEG-100-Stearat empfohlen wird [45], wurde in Vorversuchen vor
der statistischen Versuchsplanung das Verhiltnis der drei in der Referenz eingesetzten Emulgatoren
Glycerolmonostearat : PEG-100-Stearat : Cetylstearylalkohol auf 1 : 1 : 3,5 festgelegt. Hieraus ergab sich die
finale Zusammensetzung der Nachbildungsformulierung.

Nachdem die finale Zusammensetzung der Nachbildungsformulierung festgelegt war, wurde diese gemaR
der zuvor beschriebenen Herstellmethode als Triplikat (F1 - F3) hergestellt. AnschlieRend wurde die
Nachbildung wie zuvor die Referenzcreme charakterisiert und hinsichtlich ihrer physikochemischen
Eigenschaften mit dieser verglichen, um die pharmazeutische Aquivalenz zu tiberpriifen. Zunichst wurde das
rheologische Verhalten einer der drei Formulierungen untersucht und zusatzlich bestimmt, wie lange es
dauert, bis sich die innere Struktur vollstandig aufgebaut hat und die Viskositat stabil bleibt: In den
rheologischen Untersuchungen wurde deutlich, dass die Viskositat drei Tage nach Herstellung noch etwas
niedriger als die der Referenzcreme war. Nach sieben Tagen zeigte die Nachbildung jedoch eine sehr dhnliche
Viskositdt sowie eine vergleichbare Hystereseflache, die sich anschliefend nicht mehr veranderte und stabil
blieb. Somit wurde das Ziel eines vergleichbaren rheologischen Verhaltens erreicht. Hierfiir mussten die
nachgebildeten Testformulierungen zunachst fiir mindestens drei Tage gelagert werden. Dies konnte durch
eine weitere Analyse aller drei als Triplikat hergestellten Cremes nochmals bestatigt werden.

Alle drei hergestellten finalen Nachbildungen (F1 — F3) wiesen unter Bertlicksichtigung kleiner Abweichungen
also eine sehr dhnliche rheologische Charakteristik wie die der Referenzcreme auf, was das erfolgreiche
Reverse-Engineering mithilfe der statistischen Versuchsplanung erneut bestatigte. Die Nachbildung lag
innerhalb des von der EMA-Leitlinie empfohlenen +10 %-Bereichs beziiglich der pharmazeutischen
Aquivalenz in Bezug auf die physikochemischen Eigenschaften [2].

Nachdem die rheologische Aquivalenz nachgewiesen werden konnte, wurde anschlieBend auch die innere
Struktur der hergestellten Nachbildung mittels Polarisationsmikroskopie untersucht und mit der Struktur des
Referenzproduktes verglichen: Auch hier zeigte sich, dass die innere Struktur der hergestellten
Nachbildungen eine hohe Ahnlichkeit mit der Referenzcreme aufwies. Die Oltrépfchen lagen ebenfalls in
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GroRenbereichen von deutlich unter 5 um, und auch die Verteilung der dispergierten Partikel entsprach
weitgehend der Referenzcreme. Auch der mittels HPLC bestimmte Gehalt an Salicylsdure lag mit 2 % im
erwarteten Bereich.

AbschlieBend wurde die GroRe der Salicylsdure-Nadeln in den hergestellten Nachbildungen analysiert. Aus
theoretischer Sicht sollte die NadelgroRe keinen signifikanten Einfluss auf die thermodynamische Aktivitat
haben, da die Salicylsdure in jedem Fall innerhalb der Creme in einem Bereich oberhalb ihrer
Sattigungsloslichkeit dispergiert vorliegt. Dabei gilt die thermodynamische Aktivitat als malRgeblicher Faktor
fiir das Penetrationsvermégen in das SC [42, 46]. Dennoch ist im Hinblick auf die pharmazeutische Aquivalenz
ein moglichst vergleichbares mikroskopisches Erscheinungsbild der Formulierung anzustreben, weshalb
dieser Aspekt ebenfalls fiir die Testformulierung untersucht wurde: Unmittelbar nach der Herstellung der
Nachbildung lag die NadelgroRe noch deutlich unter der angestrebten ZielgroRe der Referenz von ca.
+150 um, was auf eine unvollstdndige Re-Kristallisierung sowie eine noch nicht ausreichend fortgeschrittene
Ostwald-Reifung zurickzufihren war. Dementsprechend wurde die hergestellte Nachbildung tGber mehrere
Wochen bei Raumtemperatur gelagert und das Wachstum der NadelgroRe beobachtet. Nach einer Lagerzeit
von 3 Monaten erreichten die Nadeln eine mit der Referenzcreme vergleichbare GrolRe, wodurch die
pharmazeutische Aquivalenz weiter komplementiert werden konnte.

Zwischenfazit Arbeitspaket:

Nach Abschluss des Arbeitspakets war die Referenzformulierung mit dem Wirkstoff Salicylsdure umfassend
charakterisiert. Im Rahmen eines Reverse-Engineering-Ansatzes unter Anwendung einer statistischen
Versuchsplanung wurde eine Testformulierung entwickelt und schrittweise optimiert, sodass ihre
physikochemischen Eigenschaften weitgehend denen der Referenz entsprachen. Neben der rheologischen
Stabilitdat wurde insbesondere das Wachstum der suspendierten Salicylsdaure-Nadeln untersucht. Durch
Lagerung bei Raumtemperatur konnte die angestrebte Zielgrofle entsprechend der Referenz erreicht
werden.

Damit wurde das Arbeitspaket erfolgreich abgeschlossen und die Voraussetzung geschaffen, die geplanten
dermalen Bioaquivalenzstudien mit einem geeigneten und vergleichbaren Testprodukt durchzufihren.

Fir die ex-vivo Diclofenac-Studien wurde das Voltaren Schmerzgel forte (23,2 mg Diclofenac-Diethylamin
prog) als Referenzpriparat ausgewahlt, wahrend flir das zugelassene Generikum Diclox Forte
(20 mg Diclofenac-Natrium pro g) als Testprodukt festgelegt wurde.
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5.3 Arbeitspaket 3: Evaluierung relevanter Einflussfaktoren auf die Penetration von Salicylsaure
& Entwicklung der Studien-Kontrollformulierungen

Ziel:

Ziel dieses Arbeitspaketes war es, ein besseres Verstiandnis verschiedener Einflussfaktoren auf die
Penetration von Salicylsdure zu erlangen und damit das Penetrationsvermogen der eingesetzten
Prifprodukte fur die spateren Biodquivalenzstudien besser einschatzen zu kénnen. Auf dieser Grundlage
sollte anschlielend durch gezielte Anpassung der Referenzformulierung eine Kontrollformulierung
entwickelt werden, die sich statistisch signifikant von der Referenz unterscheidet, um die diskriminatorische
Aussagekraft der beiden Penetrationsuntersuchungsmethoden (TS und CRS) belegen zu kénnen.

Details:

Um Einflussfaktoren auf die Penetration von Salicylsdure untersuchen zu koénnen, wurden
Penetrationsuntersuchungen durchgefiihrt. Diese wurden zunidchst als Vorversuche ex-vivo mit
Schweinehaut unter Anwendung der TS-Methode durchgefiihrt. Hierzu wurde die Referenzcreme
schrittweise hinsichtlich verschiedener Formulierungsparameter angepasst und anschliefend das
Penetrationsverhalten in das SC untersucht. Die Bewertung erfolgte anhand der kumulierten
Wirkstoffmengen, die in das SC penetrierten, und wurde mit den entsprechenden Werten der
Referenzformulierung verglichen.

Fir die Entwicklung einer geeigneten Kontrollformulierung fordert die EMA, dass das 90 %-KI des Produkt-
zu-Produkt-Verhéltnisses vollstandig aulRerhalb des Akzeptanzintervalls fir Biodquivalenz von 80,00 bis
125,00 % liegen soll [2]. Im spdteren Rahmen des Projektes wurde entschieden, die Kontrollformulierung so
zu entwickeln, dass sich deren 90 %-KI vollstandig unterhalb der unteren Grenze von 80,00 % befinden soll.

Zunachst wurden verschiedene Formulierungsparameter der Referenzcreme gezielt verandert. Dazu
gehorten der Zusatz von POE-23-Laurylether als Penetrationsbeschleuniger, die Anpassung des pH-Wertes
von etwa 3 auf 10 sowie die Verdiinnung der Formulierung mit einer amphiphilen Creme (Basiscreme DAC).
Dabei sollte die untere Akzeptanzgrenze von 80,00 % gezielt unterschritten werden, um eine ausreichende
Verschiedenheit zur Referenz darstellen zu kdnnen. Gleichzeitig sollte die untere Nachweisgrenze der
SkinTools-Raman-Software (RiverD International B.V., Rotterdam, Niederlande) nicht unterschritten werden,
um eine zuverldssige Bestimmbarkeit der Salicylsdure-Konzentration in der geplanten in-vivo Humanstudie
mittels Raman-Spektroskopie sicherzustellen.

Aus den Penetrationsuntersuchungen ging hervor, dass der Zusatz von Penetrationsbeschleunigern keinen
vergleichbar signifikanten Einfluss auf das Penetrationsvermdgen ausiibte wie der primare Einflussfaktor, die
thermodynamische Aktivitdt, was auch in den Arbeiten von Gaiser und Lunter [46] sowie Herbig et al. [42]
bereits beschrieben wurde.

Auch die Modifikation des pH-Wertes erwies sich als ungeeignet: Zwar stellte der pH-Wert einen kritischen
Parameter fiir die Veranderung des Penetrationsvermogens dar, jedoch konnte eine Anhebung nicht stabil
und reproduzierbar realisiert werden und fiihrte zusatzlich zu deutlich reduzierten Penetrationswerten. Ziel
der pH-Anpassung war es, die thermodynamische Aktivitat durch eine Erhéhung der Sattigungsloslichkeit zu
maximieren, da dissoziierte Salicylsdure in der duReren Phase der Creme deutlich besser wasserloslich ist als
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ungeladene Salicylsdure. Da jedoch nur die ungeladene Form von Salicylsdaure die Haut penetrieren kann,
wahrend die geladene Form dies nicht tut, erklarte dies das beobachtete geringe Penetrationsvermogen der
pH verdnderten Creme.

Unter den getesteten Ansatzen erwies sich daher die Verdliinnung der Referenzcreme mit der Basiscreme als
die am besten geeignete Methode zur Reduktion des Penetrationsvermoégens, da sie sowohl reproduzierbar
als auch prazise einstellbar war.

Durch die Verdiinnung der Referenzcreme mit der Basiscreme verringert sich erwartungsgemal} auch die
Salicylsdure-Konzentration der Formulierung. Da sich die thermodynamische Aktivitat jedoch, wie zuvor
beschrieben, erst verandert, wenn sich die effektive geloste Salicylsdaure-Konzentration dndert, muss die
Verdiinnung ausreichend hoch sein, sodass die Sattigungsloslichkeit von Salicylsdure in der verdinnten
Formulierung unterschritten wird. In diesem Fall liegt die Salicylsdure nicht mehr dispergiert, sondern
vollstandig gel6st vor. Nur gel6ste, ungeladene Salicylsdure ist in der Lage, die Hautbarriere zu penetrieren.
Folglich kann eine merkliche Reduktion des Penetrationsvermogens nur durch eine Verringerung der effektiv
gelosten Salicylsdure-Konzentration erreicht werden. Hier hat die Entwicklung der Kontrollformulierung
angesetzt.

Um das exakte Verdiinnungsverhaltnis zu ermitteln, ab dem die Sattigungsloslichkeit von Salicylsdure in der
Referenzformulierung unterschritten wird, wurde eine schrittweise Verdiinnungsreihe hergestellt. Nach
Homogenisation und einer Wartezeit von mindestens einem Tag wurden die Proben mikroskopisch
untersucht, um die Verdiinnung zu bestimmen, ab der keine dispergierten Salicylsdure-Nadeln mehr sichtbar
sind und somit die Sattigungsloslichkeit unterschritten wurde.

Es war erkennbar, dass mit zunehmender Verdliinnung die Anzahl der dispergierten Salicylsdure-Nadeln
zugunsten weniger, dafiir groBeren Nadeln abnahm. Mit dem Unterschreiten der Sattigungsloslichkeit in der
Referenzformulierung I6ste sich schlielRlich auch die letzte verbliebene groRte Nadel vollstéandig auf.

Um die pharmazeutische Aquivalenz der re-formulierten Nachbildung der Referenzcreme zu bestétigen,
wurde zusatzlich wie oben beschrieben eine mikroskopische Untersuchung der Salicylsdure-
Sattigungsloslichkeit mittels Verdiinnungsreihe durchgefiihrt. Vergleicht man die erhaltenen 90 %-KI
Ergebnisse der Sattigungsloslichkeiten der verdiinnten Referenzcreme und der verdinnten Nachbildung,
zeigte sich, dass der Unterschied, analog zum rheologischen Verhalten, kleiner war als die in der EMA-Leitlinie
empfohlenen 10% [2]. Dies sprach erneut fir das erfolgreiche Reverse-Engineering der
Referenzformulierung.

Die Kontrollformulierung ermdglichte ein signifikant niedrigeres Penetrationsniveau im Vergleich zur
Referenzcreme, ohne gleichzeitig die zuverldssige Bestimmbarkeit der Salicylsdure zu gefdhrden. Da die
effektive Konzentration unterhalb der ermittelten Sattigungsloslichkeit lag, lasst sich das reduzierte
Penetrationsvermogen durch die entsprechend herabgesetzte thermodynamische Aktivitat auch quantitativ
erklaren.
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Zwischenfazit Arbeitspaket:

Mit dem erfolgreichen Abschluss dieses Arbeitspaketes konnte ein vertieftes Verstandnis fiir das
Penetrationsverhalten der Salicylsdure in den untersuchten Formulierungen gewonnen werden, was fir die
Planung der nachfolgenden Biodquivalenzstudien von zentraler Bedeutung war. Darliber hinaus standen nun
mit der Referenzcreme, der erfolgreich nachgebildeten Testformulierung sowie der definierten
Kontrollformulierung alle Prifprodukte fir die Biodquivalenzstudien des Wirkstoffs Salicylsdure zur
Verfligung.

Die fiur Diclofenac entwickelte Kontrollformulierung besteht dahingehend ebenfalls aus einer Verdiinnung:
Die Referenzcreme wurde mit Carbomer-Gel nach NRF 13.2. [47] verdiinnt, wobei Carbomer bereits als
Bestandteil des Voltaren forte Referenz-Gels enthalten ist.
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5.4 Arbeitspaket 4: Penetrationsuntersuchungen zur Festlegung geeigneter Studienzeitpunkte fiir
Salicylsdure und Diclofenac

Ziel:

Ziel dieses Arbeitspakets war es zum einen, die zuvor etablierte TS-Methode einschlieBlich der zugehoérigen
HPLC-Analytik fur beide Wirkstoffe weiter zu validieren. Zum anderen sollten geeignete Studienzeitpunkte
far die nachfolgenden pivotalen Penetrationsstudien im Rahmen der dermalen
Biodquivalenzuntersuchungen festgelegt werden.

Diese Studien sollten dann anschliefend sowohl mit der TS-Methode als Referenzmethode als auch mit der
neuartigen CRS-Methode  durchgefiihrt werden, um deren Eignung fiir entsprechende
Biodquivalenzuntersuchungen nachzuweisen.

Die hierfiir erforderlichen TS-Penetrationsuntersuchungen mit den beiden Wirkstoffen Salicylsdure und
Diclofenac wurden in zwei separaten Projektabschnitten durchgefihrt.

Die aktualisierte Leitlinie der EMA zu dermalen Biodquivalenzuntersuchungen [2] fordert fir die Anwendung
der mittlerweile akzeptierten TS-Methode die Bestimmung der penetrierten Wirkstoffmenge zu zwei
definierten Zeitpunkten fir alle Prifprodukte. Ein Zeitpunkt soll dabei innerhalb der Anstrdmphase des
Wirkstoffs liegen (= Uptake-Zeitpunkt) und sich idealerweise in einem quasi-stationdren Zustand (steady
state) befinden. In diesem Gleichgewichtszustand stehen Wirkstoffaufnahme in das SC und Wirkstoffabgabe
durch Diffusion in tiefere Hautschichten in einem dynamischen Gleichgewicht. Dadurch soll der Einfluss des
zeitlichen Verlaufs als potenzieller Storfaktor reduziert und eine zuverldssige sowie reproduzierbare
Bewertung der Penetrationskinetik ermoglicht werden.

Ein zweiter Zeitpunkt soll innerhalb der Auswaschphase (= Clearance-Zeitpunkt) liegen, um die zeitabhangige
Abnahme der Wirkstoffkonzentration erfassen zu kénnen. Hierzu wird nach Ablauf der Anstrémphase
(Uptake-Zeitpunkt) die verbliebene Formulierung von der Haut entfernt und die Haut anschlieRend fiir einen
weiteren definierten Zeitraum inkubiert. Zur Charakterisierung dieser Auswaschphase empfiehlt die EMA
eine pharmakokinetische Abnahme der Wirkstoffkonzentration von mindestens 25 % (Clearance) im
Vergleich zum Uptake-Zeitpunkt.

Auf diese Weise soll mit den eingesetzten analytischen Methoden nachgewiesen werden kdnnen, dass die
Wirkstoffkonzentration im Zeitverlauf tatsachlich abnimmt und somit die Elimination des Wirkstoffs aus dem
SC zuverldssig abgebildet werden kann.

Details:

Die im Vorfeld der Biodquivalenzstudien durchgefiihrten Penetrationsuntersuchungen zur finalen Festlegung
der Studienzeitpunkte wurden fiir beide Wirkstoffe separat mittels TS-Methode ex-vivo an Schweinehaut
durchgefiihrt (siehe Prozessschema: Abb. 10). Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten wurde das SC
schrittweise durch aufeinanderfolgende Klebebandabrisse bis zu einer angestrebten Tiefe von 10 um
entfernt. AnschlieRend wurde die kumulativ penetrierte Wirkstoffmenge aus den einzelnen extrahierten
Tape-Strips mittels zuvor etablierter HPLC-Analytik (siehe ,5.1 Arbeitspaket 1: Entwicklung einer HPLC-
Analytik fur Salicylsaure und Diclofenac”) quantifiziert. Zur Bestimmung der abgezogenen SC-Tiefe wurden
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die Tapes vor und nach dem Tape-Stripping jeder SC-Schicht mittels einer Mikrowaage (AX26DR, d = 2 ug,
Mettler Toledo, Columbus, Ohio, USA) gewogen. Die Quantifizierung von Salicylsdure und Diclofenac erfolgte
entsprechend mittels HPLC.

Fir beide Wirkstoffe wurde eine Applikationsmenge von 26,5 mg der Referenzformulierung gewahlt. Bei
einer Penetrationsfliche von 1,77 cm? innerhalb der Franz-Diffusionszelle entspricht dies einer
aufgetragenen Menge von 15 mg Formulierung pro cm?. Diese begrenzte Menge kann verlasslich appliziert
und quantifiziert werden und entspricht der von der FDA empfohlenen topischen Auftragsmenge bei
Penetrationsuntersuchungen [41] und liegt zugleich innerhalb des im Leitlinienentwurfs der EMA
beschriebenen Bereichs von 2 - 15 mg/cm? [1]. Fir jeden untersuchten Zeitpunkt wurden jeweils drei
Hautproben als Stichprobenumfang verwendet.
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5.4.1 Untersuchung fiir Salicylsdure-Studien

In Abb. 9 sind die Versuchsergebnisse fir den Uptake-Zeitpunkt (links) sowie fir den Clearance-Zeitpunkt
(rechts) fur die Salicylsdure-Referenzformulierung dargestellt. Fiir den Clearance-Zeitpunkt wurde die Haut
zunachst Gber die zuvor fiir den Uptake-Zeitpunkt festgelegte Zeitperiode inkubiert, anschlieBend die
verbleibende Formulierung von der Hautoberfliche entfernt und die Haut danach fiir einen weiteren
definierten Zeitraum inkubiert:
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Abb. 9 Steady-State-Studie zur Bestimmung des Uptake-Zeitpunkts (links) und Clearance-Studie fiir den Clearance-Zeitpunkt (rechts).
Mit TS wurden die nach Inkubation mit einer finalen Dosis (15 mg Produkt/cm?) einer 2 %igen Salicylsdure-haltigen Referenzcreme
penetrierten Salicylséure-Mengen bestimmt und auf eine SC-Tiefe von 9,71 um normiert. (n = 3, geometrischer Mittelwert + GSD,
* p < 0,05). Adaptiert nach Link et al. [48].

Zunachst wurde der finale Uptake-Zeitpunkt festgelegt. Wie aus Abb. 9 (links) hervorgeht, erreicht die im SC
nachgewiesene Wirkstoffmenge bereits nach einer Inkubationszeit von etwa 30 Minuten ein anndhernd
konstantes Niveau. Um mit ausreichender Sicherheitsmarge sicherzustellen, dass der Gleichgewichtszustand
tatsachlich erreicht ist, wurde der Uptake-Zeitpunkt auf eine Applikationsdauer von 1 Stunde festgelegt.

Bei Betrachtung der Clearance von Salicylsdure aus dem SC zeigt sich in Abb. 9 (rechts), dass bereits nach
4 Stunden eine signifikante Abnahme der Wirkstoffmenge vorliegt. Die Reduktion lbersteigt dabei die in der
Leitlinie der EMA empfohlene Mindestabnahme von 25 % [2]. Um die Dauer der Versuchstage in der spateren
Humanstudie flr die Probanden moglichst gering zu halten, wurde der Clearance-Zeitpunkt daher auf
4 Stunden festgelegt.
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5.4.2 Untersuchung fiir Diclofenac-Studien

Bei der Untersuchung der Studienzeitpunkte fiir die vergleichenden ex-vivo-Biodquivalenzuntersuchungen
mit der TS- und der CRS-Methode fiir den Modellwirkstoff Diclofenac wurde das zugelassene Dermatikum
Voltaren Schmerzgel forte als Referenzformulierung verwendet. Dabei wurde analog zu den
Penetrationsuntersuchungen mit der TS-Methode fir Salicylsdure vorgegangen.

Aus den Untersuchungen ging hervor, dass fiir Diclofenac ebenfalls ein Uptake-Zeitpunkt von 1 Stunde sowie
ein Clearance-Zeitpunkt von 4 Stunden nach Entfernung der Formulierung festgelegt werden konnte. Diese
Zeitpunkte entsprechen denen der Salicylsdure-Untersuchungen, wodurch spater ein direkter und
konsistenter Vergleich der penetrierten Wirkstoffmengen sowohl zwischen den beiden Methoden (TS und
CRS) als auch zwischen den beiden Wirkstoffen ermdglicht wird.

Zwischenfazit Arbeitspaket:

Nach Abschluss des Arbeitspakets wurden die Studienzeitpunkte erfolgreich festgelegt: Fiir den Uptake-
Zeitpunkt wird eine Applikationsdauer von 1 Stunde und fir den Clearance-Zeitpunkt eine Inkubationsdauer
von 4 Stunden nach Entfernung der Formulierung verwendet. Damit standen nun die definierten Zeitpunkte
fir die nachfolgenden Penetrations- und Biodquivalenzstudien zur Verfligung, wobei fiir Salicylsaure sowohl
ex-vivo (Human- und Schweinehaut) als auch in-vivo Untersuchungen durchgefiihrt werden, wahrend fir
Diclofenac ex-vivo-Untersuchungen an Schweinehaut durchgefiihrt werden. Hierbei sollte die CRS-Methode
mit der TS-Methode zu beiden Zeitpunkten verglichen werden.
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5.5 Arbeitspaket 5: Ex-vivo Penetrations- und Biodquivalenzuntersuchungen mittels Tape-
Stripping (TS) und konfokaler Raman-Mikrospektroskopie (CRS) (Diclofenac: Schweinehaut;
Salicylsdure: Schweinehaut und Humanhaut)

Ziel:

Die ex-vivo-Biodquivalenzuntersuchungen sollten dazu dienen, die Eignung der neuartigen CRS-Methode
nachzuweisen, indem die zuvor festgelegten Priifprodukte und Studienzeitpunkte gleichzeitig sowohl mit der
offiziell akzeptierten TS-Methode als auch mit der CRS-Methode an denselben drei Hautproben untersucht
werden. Der direkte Vergleich der Ergebnisse beider Methoden an denselben Proben ermdglichte dabei eine
verlassliche Bewertung der CRS-Methode hinsichtlich ihrer Eignung flir dermale Biodquivalenzstudien.

Flr Salicylsdure konnten sowohl ex-vivo-Untersuchungen an Human- und Schweinehaut als auch in-vivo-
Studien durchgefiihrt werden, wahrend fir Diclofenac ausschlieRlich ex-vivo-Untersuchungen an
Schweinehaut vorgesehen waren. Somit ermdoglichte der ex-vivo-Methodenvergleich sowohl den Vergleich
zweier Wirkstoffe als auch zweier Hautmodelle, wodurch die Aussagekraft und Relevanz der Ergebnisse
deutlich erh6ht wurden.

Die Auswahl von Salicylsdure erfolgte zudem vor dem Hintergrund, im Anschluss an die ex-vivo-
Untersuchungen eine in-vivo-Humanstudie als entscheidenden Nachweis der Methodeneignung
durchfiihren zu kénnen. Aufgrund der hohen finanziellen und ethischen Anforderungen an klinische
Arzneimittelstudien wurde hierfir ein Wirkstoff gewahlt, der sowohl kosmetisch eingesetzt wird als auch in
Arzneimitteln Verwendung findet. In der in-vivo-Studie wurden dann kosmetische Formulierungen
verwendet. Um eine direkte Vergleichbarkeit zwischen ex-vivo- und in-vivo-Ergebnissen auf Humanhaut zu
gewahrleisten, wurden fir Salicylsdure ex-vivo-Untersuchungen sowohl an Human- als auch an
Schweinehaut durchgefiihrt.

Details:

Flr die Salicylsdure-Studien standen, wie oben beschrieben, drei Prifprodukte zur Verfligung: die V55 MAX
Double Strength Salicylic Acid Skin Cleansing Cream als Referenz, die durch Reverse-Engineering
nachgebildete Testformulierung sowie eine Kontrollformulierung, die durch Verdiinnung hergestellt wurde.
Da trotz ahnlicher physikochemischer Eigenschaften der Testformulierung im Vergleich zur
Referenzformulierung  zuvor  nicht gesichert war, ob die Testformulierung in den
Biodquivalenzuntersuchungen tatsachlich biodquivalent abschneiden wiirde, und um die Robustheit der CRS-
Methode zu Uberprifen, wurde entschieden, die Referenzformulierung aus demselben Tiegel zweimal zu
testen. Somit wurden insgesamt vier Formulierungen appliziert: 2 x Referenz, 1 x Testformulierung und
1 x Kontrollformulierung. Fiir die abschlieRende Biodquivalenzbewertung diente dabei eine der beiden
Referenzformulierungen als Vergleichswert.

Bei der Diclofenac-Studie galt ein dhnliches Vorgehen: Obwohl pharmazeutische Generika-Hersteller seit
Inkrafttreten der EMA-Leitlinie im April 2025 [2] Generika Uber den vereinfachten Nachweis der
Biodquivalenz zulassen kdnnen, existieren bislang noch keine auf diesem Weg zugelassenen Produkte auf
dem Dermatika-Markt. Dies unterstreicht die Relevanz dieses Projektes. Bei der Zulassung des zum
Referenzprodukts Voltaren Schmerzgel forte (GlaxoSmithKline Consumer Healthcare GmbH & Co. KG,
Minchen, Deutschland) generischen Produkts Diclox forte (ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland), mussten
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daher aufwendige klinische Wirksamkeitsstudien durchgefiihrt werden. Die Zulassung beruhte auf einer
ausreichend dquivalenten Wirksamkeit des Produkts. Eine Biodquivalenz anhand quantitativ vergleichbarer
Penetrationsdaten in den Wirkort wurde bislang nicht nachgewiesen. Um jedoch auch hier die Robustheit
der CRS-Methode zu gewadhrleisten und mindestens einen Vergleich von zwei biodquivalenten
Formulierungen einzuschlieBen, wurde die Referenzformulierung ebenfalls zweimal ins Studiendesign
eingeschlossen.

Abb. 10 veranschaulicht das Prozessschema des Methodenvergleichs zwischen der TS-Methode als
Goldstandard und der neuartigen CRS-Methode. Ebenfalls dargestellt wird die Praparation der
Schweinehaut, die zuvor entsprechend aufbereitet werden musste, wahrend die Humanhaut fir die
Salicylsaure-Studie von Korperspendern des Universitdtsklinikums Tiibingen bereitgestellt wurde. Ein
entsprechendes Ethikvotum fir die berechtigte Nutzung der Humanhaut des Instituts fiir Klinische Anatomie
und Zellanalytik liegt vor (Projektnummer: 467/2025B02, Genehmigungsdatum: 21.08.2025). Die
durchfiihrende Forschungsgruppe ist zudem fiir die Verwendung von tierischen Produkten beim Tubinger
Veterindramt/Landratsamt registriert (Registrierungsnummer: DE 08416105221, Genehmigungsdatum: 22.
Dezember 2015).

removal and washing (0,9% NacCl) cutting, shaving, dermatoming (1 mm thickness)
C of postauricular skin of the skin, pinned on a styrofoam block
)
/ >%

Incubation in Franz diffusion cell

Abb. 10 Prozessschema fiir Methodenvergleich bei der Analyse der Wirkstoffpenetration in Schweinehaut: Prdparation und Inkubation
von Schweineohrhaut fiir ex-vivo Penetrationsexperimente in einer Franz-Diffusionszelle (A) nach Auftragung der Formulierung.
AnschliefSender Methodenvergleich von konfokaler Raman Spektroskopie (C) mit der konventionellen Tape-Stripping-Methode
(= Klebebandabrissmethode (B)).
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Die ex-vivo Versuche wurden jeweils mit einem Stichprobenumfang von drei Hautproben derselben
Hautcharge durchgefiihrt, um eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten und zusatzliche
interindividuelle Variabilitdt zu vermeiden. Dies ist besonders relevant, da die interindividuelle Variabilitat
bei Hautexperimenten generell als hoch einzustufen ist [30]. Die Versuche wurden zunachst mittels CRS-
Analytik an den Hautproben durchgefiihrt, bevor der Vergleich an exakt denselben Hautproben abschlieRend
durch die zerstorerische TS-Methode vervollstandigt wurde.

Die Charakteristika der verwendeten Prifprodukte, die applizierte Auftragungsmenge sowie die festgelegten
Studienzeitpunkte wurden bereits oben beschrieben.

5.5.1 CRS-Methodenentwicklung zur vollen Quantifizierung der Wirkstoffe

Bevor die pivotalen Biodquivalenzstudien durchgefiihrt werden konnten, musste zunachst die CRS-Methode
fir beide Wirkstoffe entwickelt und etabliert werden, sodass sie anschlieRend angewendet und mit den
Ergebnissen der etablierten TS-Methode verglichen werden konnte.

Flr die ex-vivo CRS-Untersuchungen wurde das alpha300 R Confocal Raman Microscope von WiTec (UIm,
Deutschland) von der durchfiihrenden Forschungsgruppe eingesetzt. Es, wurde standardmaRig mit dem
roten 785 nm-Laser gemessen.

Nachfolgend sind die Raman-Reinspektren fir Salicylsdure (rot) und Diclofenac (blau) in Abb. 11 dargestellt:

bl

40000
T

20000
T

CCD cts
0

-20000
T

-40000
T

N

Il ! !
T T

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
rel. 1/cm

Abb. 11 Raman-Reinspektren von Salicylsdure (rot) und Diclofenac (blau) sowie die entsprechenden Wirkstoff-Signale, die der spéteren
Quantifizierung dienten (farbig hinterlegt).

Die Grundlage fiir die CRS-Detektion der Salicylsdure bildete der charakteristische Peak der CH-
Deformationsschwingung der Salicylsdure bei einer Wellenzahl von 1030 cm™ (vgl. Abb. 11). Dieser Peak
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kann nach Inkubation mit den Priifprodukten auch im SC detektiert und mithilfe des intrinsischen Hautsignals
bei 1450 cm™ normalisiert werden. Da das SC an dieser Wellenzahl ein geringes Eigen-Signal aufweist,
wurden jeweils zwei Tiefenprofile aufgenommen: Eines vor der Inkubation mit den Prifprodukten zur
Bestimmung der Nullwerte und eines nach der Inkubation mit Salicylsdure-haltigen Formulierungen. Die
Differenz zwischen beiden Profilen diente nach Kalibrierung zur quantitativen Bestimmung der Salicylsaure
im SC.

Das SC wurde durch CRS-Tiefenscans mit einer vordefinierten Schrittweite von 1 um, einer Integrationszeit
von 3 s sowie drei Akkumulationen gemessen.

Die anschlieBende Quantifizierung auf Basis der ermittelten Profildifferenzen erfolgte nach dem von Caspers
et al. entwickelten Ansatz zur Bestimmung von Wirkstoffkonzentrationen in der Haut mittels CRS [49]. Dieser
Ansatz stellt eine Weiterentwicklung der urspriinglich semiquantitativen Analyse dar und basiert auf der
spektralen Anpassung des gemessenen Hautspektrums mit Referenzspektren intrinsischer Hautbestandteile
sowie des untersuchten Wirkstoffs.

Da die absolute Intensitdat eines Raman-Signals nicht nur von der Konzentration des Analyten abhangt,
sondern auch von dessen Streueigenschaften sowie von experimentellen Faktoren wie Messvolumen,
Laserintensitdt oder Messgeometrie beeinflusst wird, kann sie in einem inhomogenen Medium wie der Haut
nicht direkt in eine Konzentration Gberfiihrt werden. Zusatzlich kénnen strukturelle Eigenschaften der Haut,
wie Oberflachenrauigkeit, unterschiedliche Hautschichten oder zellulare Strukturen, die detektierte
Signalintensitat beeinflussen. Dies fuhrt unter anderem zu einer zunehmenden Signalabschwadchung mit
steigender Hauttiefe. Um diesen Effekten zu begegnen, wird das Wirkstoff-Signal zundchst mit einem
charakteristischen Hautsignal normalisiert. Hierzu diente das Signal von Keratin, dem Hauptprotein des SCs.
Das Verhaltnis der Signalintensitaten zweier Komponenten ist proportional zum Verhéltnis ihrer
Konzentrationen im Messvolumen und ermdglicht somit eine robuste Quantifizierung [49].

Fir die anschlieRende vollquantitative Bestimmung der Wirkstoffkonzentration im SC wurden zuvor
spezifische Kalibrierungen durchgefiihrt, die in die Berechnung einflossen. Hierzu gehorten insbesondere
Messungen von bovinem Serumalbumin (BSA) als Surrogat fir Keratin in Wasser, des Wirkstoffs in einem
geeigneten Losungsmittel sowie des Losungsmittels in Wasser. Diese Kalibrierungen ermoéglichen es, die
gemessenen Raman-Signale in absolute Wirkstoffkonzentrationen innerhalb des SC zu lberfiuhren. Dieser
Ansatz wurde auch von Gaiser und Lunter erfolgreich angewendet, beispielsweise fiir die Quantifizierung der
Wirkstoffe Coffein und Ketoprofen im SC [46, 50].

Nach Faktorisierung mit diesen Komponenten und der Normierung auf das entsprechende Hautsignal in der
jeweiligen Tiefe musste zusatzlich der sich mit der Tiefe verdndernde Wassergehalt des SC beriicksichtigt
werden, der mit zunehmender Tiefe ansteigt (25 zu 65 % [49]), wahrend der relative Proteingehalt
entsprechend abnimmt. Dadurch ergibt sich flr jede gemessene SC-Tiefe ein spezifischer Korrekturfaktor,
der in die finale Berechnung der Wirkstoffkonzentration einflief3t.

Nach anfanglichen Unstimmigkeiten in der Berechnungsweise der zuvor genannten Publikation und unter
Bericksichtigung der Moglichkeit eines wissenschaftlichen Austauschs bei RiverD International B.V. in
Rotterdam konnte nach eingehender Diskussion mit Caspers et al. eine stimmige Berechnung der
Penetrationsdaten erreicht werden, die dazu fihrte, dass die damit zuklinftig ermittelten CRS-Ergebnisse mit
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den TS-Ergebnissen derselben drei Hautproben Ubereinstimmten und keine signifikanten Unterschiede
(o =5 %) aufwiesen.

Um die nun etablierte CRS-Methode mit der TS-Methode zu vergleichen, wurden dieselben Hautproben aus
finf verschiedenen Schweinehduten nach Inkubation mit der Salicylsdure-Referenzformulierung
(26,5 mg Formulierung, 1 Stunde Uptake-Zeitpunkt) sowohl mittels CRS als auch TS-Methode untersucht. Die
Analyse zeigte dabei, dass die Validierung der CRS-Methode erfolgreich war: Die erhaltenen CRS-Ergebnisse
unterschieden sich nicht signifikant von denen der TS-Referenzmethode und konnten damit als dquivalent
bewertet werden.

Ebenso wurde die CRS-Methode fiir die Quantifizierung von Diclofenac etabliert. Als charakteristisches Signal
fur die Bestimmung diente hierbei die Ring-1+2-Streckschwingung bei einer Wellenzahl von 1604 cm™ (vgl.
Abb. 11).

Mit Abschluss der CRS-Kalibrierungen und der Validierung der Ergebnisse durch den Vergleich mit den TS-
Daten fiur Salicylsdure waren nun alle Voraussetzungen fir die Durchfiihrung der dermalen
Biodquivalenzstudien geschaffen:

5.5.2 Ex-vivo Biodquivalenzuntersuchungen fiir Salicylsdure an menschlicher Haut

Zunachst sollen die Ergebnisse der Salicylsaure-Ex-vivo-Untersuchungen fir den Uptake-Zeitpunkt an der
Humanhaut besprochen werden. Die Untersuchungen wurden gemaR den Vorgaben der EMA-Leitlinie [2] flr
die TS-Methode durchgefiihrt und auf die CRS-Methode Ubertragen. Fiir den Methodenvergleich bei den
Prifprodukten und den jeweiligen Studienzeitpunkten wurden jeweils die selben drei Hautproben
herangezogen, die zundchst mittels CRS und anschlieBend mit der TS-Methode analysiert wurden.

Nach Auswertung der kumulativ penetrierten Salicylsaure-Mengen im SC bis zu einer Tiefe von 10 um wurden
fir die jeweiligen Studienzeitpunkte die 90 %-Kls der Produkt-zu-Produkt-Verhdltnisse berechnet. Die
Ergebnisse zeigten, dass die Biodquivalenzuntersuchung an der Humanhaut fir den gewdhlten Uptake-
Zeitpunkt erfolgreich verlief und sowohl die CRS- als auch die TS-Methode vergleichbare Ergebnisse lieferten:

Zuerst wurde die Referenzcreme gegen sich selbst getestet, wodurch die definitiv biodquivalente
Formulierung fir beide Testmethoden biodquivalente Ergebnisse lieferte, da die 90 %-Kls vollstandig
innerhalb des von der EMA definierten Akzeptanzbereichs von 80,00 - 125,00 % [2] lagen. Damit konnte die
Funktionsfahigkeit des Systems und der Methode hinsichtlich der Eignung der CRS-Methode fiir dermale
Biodquivalenzuntersuchungen nachgewiesen werden.

AnschlieBend wurde die selbst nachgebildete Testformulierung betrachtet, die ebenfalls fiir beide
Testmethoden biodquivalente Ergebnisse erzielte. Dies bestatigte erneut die Eignung der Methode sowie
den Erfolg des Reverse-Engineerings.

Zuletzt zeigte die Analyse der Kontrollformulierung, dass die 90 %-KIs erwartungsgemaR vollstdndig
auBerhalb des Akzeptanzbereichs lagen. Dies verdeutlicht nicht nur die Eignung der Methode, sondern auch
ihre ausreichende diskriminatorische Aussagekraft fir zukiinftige Anwendungen.
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Fiir den 4-Stunden-Clearance-Zeitpunkt wurden die Hautproben zunachst 1 Stunde lang mit den
Prifprodukten inkubiert, bevor die Formulierung von der Hautoberflache entfernt und fiir 4 weitere Stunden
inkubiert wurde.

Die Clearance-Ergebnisse zeigten, dass beide Methoden sowohl fiir den Referenz-gegen-Referenz-Vergleich
als auch fir den Testformulierung-gegen-Referenz-Vergleich dieselben Resultate lieferten wie bereits beim
Uptake-Zeitpunkt. Dies bestatigte die Eignung der Methoden fiir dermale Biodquivalenzuntersuchungen.
Auffallig war lediglich, dass sich das 90 %-KI der Kontrollformulierung bei der CRS-Methode verkleinerte, was
auf eine verringerte Messvariabilitdt und somit auf eine héhere Prazision der CRS-Analyse hinweist. Diese
Beobachtung sollte jedoch in weiteren Studien Uberprift werden.

Der numerische Vergleich der kumulativ penetrierten Salicylsdure-Mengen im Stratum corneum bis zu einer
Tiefe von 10 um fir beide Methoden am Uptake-Zeitpunkt zeigte, dass zwischen CRS- und TS-Methode kein
signifikanter Unterschied (o =5 %) bestand. Die Ergebnisse konnten somit als dquivalent bewertet werden,
was die Eignung der CRS-Methode fiir zukiinftige Biodquivalenzstudien bestétigte, da sie mindestens
vergleichbar mit der von der EMA akzeptierten TS-Methode war.

Betrachtete man die verschiedenen Priifprodukte, zeigte sich, dass zwischen den drei biodquivalenten
Produkten (Referenz, Referenz und Testformulierung) kein signifikanter Unterschied bestand, was die
vorherigen Befunde stiitzte. Die Kontrollformulierung wies hingegen, wie erwartet, ein signifikant geringeres
Penetrationsvermdégen auf (a =5 %).

Gleiches galt fir den Methodenvergleich am Clearance-Zeitpunkt: Die Ergebnisse bestatigten erneut die
zuvor dargestellten Befunde und unterstrichen die hohe Eignung der CRS-Methode. Die erzielte gute
Vergleichbarkeit der CRS-Ergebnisse mit den Tape-Stripping-Ergebnissen entsprach den Befunden von Gasier
und Lunter firr die Wirkstoffe Koffein [46] und Ketoprofen [50].

Damit die Ergebnisse der Biodquivalenzuntersuchungen gemaR EMA-Leitlinie als valide gelten, musste unter
anderem die Integritat der zu testenden Hautflachen sichergestellt werden. Idealerweise erfolgt die Kontrolle
der Hautintegritdt sowohl vor der Applikation der Prifprodukte als auch nach der Abtragung der
Formulierung, direkt vor der Penetrationsuntersuchung [2].

Hierzu wird der Transepidermale Wasserverlust (TEWL) gemessen. Der TEWL-Wert gibt an, wie viel Wasser
Uber die Haut diffundiert, und dient als empfindlicher Indikator fiir die Barrierefunktion des SCs. Ein stabiler
TEWL-Wert zeigt dabei an, dass die Hautbarriere intakt ist, wahrend erhohte Werte auf eine geschadigte
Hautbarriere hinweisen wiirden, was die Penetration der Wirkstoffe beeinflussen kénnte [51].

Flr die ex-vivo-TEWL-Untersuchungen setzte die durchfiihrende Forschungsgruppe das In-vitro Tewameter
VT 310 von Courage + Khazaka (K6In, Deutschland) ein.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Hautintegritat bei allen Penetrationsuntersuchungen gewahrleistet war und
sich durch die Applikation der Salicylsdure-haltigen Prifprodukte nicht signifikant veranderte. Mit Ausnahme
der Messungen bei der zweiten Referenz lagen die Abweichungen der TEWL-Werte vor und nach der
Applikation sogar innerhalb des Messfehlers des Gerats von +10 % plus +1 g/m?/h (bei einer relativen
Feuchte zwischen 5% und 90 %) [52]. Ein gleiches Ergebnis zeigte sich auch bei den Clearance-
Untersuchungen.
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Somit kann geschlossen werden, dass im festgelegten Studiendesign zu beiden Studienzeitpunkten bei den
verwendeten Prifprodukten keine signifikanten Unterschiede in der Hautintegritat auftreten. Dies gilt auch
fir den Clearance-Zeitpunkt mit der insgesamt langeren Expositionsdauer, obwohl aufgrund der
keratolytischen Wirkung der Salicylsdure eine Beeintrachtigung hatte vermutet werden koénnen. Dies
unterstreicht die Konformitat der Studienergebnisse mit der EMA-Leitlinie.

In Kombination mit den bereits beschriebenen methodischen Vorteilen (siehe Zusammenfassung) deutet
dies darauf hin, dass die CRS-Methode fiir zukiinftige routinemalige dermale Biodquivalenzuntersuchungen
mindestens eine vergleichbare oder potenziell sogar eine héhere Eignung als die TS-Methode aufweist.

5.5.3 Ex-vivo Biodquivalenzuntersuchungen fiir Salicylsdure an Schweinehaut

Neben der Biodquivalenzuntersuchung an Humanhaut (siehe Abschnitt zuvor) wurde Schweinehaut als
Surrogatmodell eingesetzt, um die Eignung der CRS-Methode auch in diesem Hautmodell zu Gberprifen. In
der Forschung wird Schweinehaut héaufig als Modell fiir Humanhaut verwendet, allerdings ist die
Aussagekraft dieses Modells weiterhin umstritten. Die Untersuchungen dienten daher dazu, die Methoden
erneut in einem alternativen Hautmodell zu vergleichen und deren Ubertragbarkeit zu beurteilen.

Die finalen Ergebnisse der Biodquivalenzbewertung der Salicylsdure-haltigen Priifprodukte zum Uptake-
Zeitpunkt zeigten fir beide Methoden dhnliche Befunde wie bereits bei den ex-vivo-Untersuchungen an
Humanhaut. Die Referenzformulierung erfiillte erwartungsgemafl fir beide Testmethoden die
Biodquivalenzkriterien, da die 90 %-Kls vollstandig innerhalb des von der EMA definierten Akzeptanzbereichs
von 80,00-125,00% lagen. Auch die nachgebildete Testformulierung zeigte fiir beide Methoden
biodquivalente Ergebnisse, was sowohl die Eignung der Methode als auch den Erfolg des Reverse-
Engineerings erneut bestatigt. Im Gegensatz dazu lagen die 90 %-KlIs der Kontrollformulierung vollstandig
auBerhalb des Akzeptanzbereichs, was die ausreichende diskriminatorische Aussagekraft der Methode
unterstreicht.

Insgesamt konnte damit gezeigt werden, dass die CRS-Methode auch mit diesem Hautmodell fir dermale
Biodquivalenzstudien geeignet ist.

Analog zu den Untersuchungen an Humanhaut wurde auch bei Schweinehaut ein direkter
Methodenvergleich durchgefiihrt, bei dem die kumulativ penetrierten Wirkstoffmengen im SC bis zu einer
Tiefe von 10 pm verglichen wurden. Wie bereits bei Humanhaut zeigte der Methodenvergleich zum Uptake-
Zeitpunkt keinen signifikanten Unterschied zwischen CRS- und TS-Methode (a =5 %), sodass die Ergebnisse
hinsichtlich der ermittelten kumulierten Wirkstoffmengen als aquivalent bewertet werden konnten.
Zwischen den drei biodquivalenten Formulierungen bestand ebenfalls kein signifikanter Unterschied,
wahrend die  Kontrollformulierung  erwartungsgemall ein  signifikant  geringeres (a =5 %)
Penetrationsvermoégen aufwies.

Dank des gleichen Studiendesigns konnte abschlieBRend auch ein Vergleich der penetrierten Mengen
zwischen den ex-vivo Penetrationsuntersuchungen an Humanhaut und dem Surrogatmodell Schweinehaut
durchgefiihrt werden. Obwohl fiir zulassungsrelevante Studien nach EMA ausschlieBlich in-vivo-
Humanstudien zulassig sind [2], wird in ex-vivo Penetrationsuntersuchungen der Forschung Schweinehaut

Seite 33 Schlussbericht zu dem IGF-Vorhaben Nr.: 22947 N/1



INDUSTRIELLE O r

GEMEINSCHAFTSFORSCHUNG

aufgrund ethischer und finanzieller Griinde haufig als Surrogat verwendet, da die Literatur eine sehr gute
Vergleichbarkeit der Hautstruktur und des Penetrationsverhaltens postulieren [53, 54].

Unsere Ergebnisse beim Vergleich der Hautmodelle zeigten, dass nach Auftragung der Referenzformulierung
zum Uptake-Zeitpunkt in Schweinehaut mehr Wirkstoff penetrierte als in Humanhaut. In unseren
Untersuchungen wies die Humanhaut dahingehend eine etwa 2- bis 3-fach héhere Penetrationsbarriere auf,
was bedeutet, dass nur etwa ein Drittel bis die Halfte der Wirkstoffmenge in die Humanhaut eindrang, die in
Schweinehaut penetrierte. Dies lasst sich durch die insgesamt geringeren penetrierten Salicylsdaure-Mengen
in Humanhaut erklaren und stimmt gut mit den Literaturwerten von 2-3 Uberein [53]. Im Vergleich zu
anderen Hautmodellen wie Nagetierhaut, die eine deutlich geringere Barriere (Faktor 3 - 10) aufweist [53],
bestatigen unsere Ergebnisse damit, dass die postaurikuldare Schweinehaut ein sehr geeignetes Surrogat flr
Humanhaut darstellt. Gleichzeitig zeigt dies, dass unsere Methodik (sowohl TS als auch CRS) zuverlassig ist
und reproduzierbare Ergebnisse lieferte, die mit der Literatur konsistent sind.

Um die Relevanz der CRS-Methode auch fiir die pharmazeutische Industrie zu demonstrieren, wurden
abschlieRend ex-vivo Biodquivalenzuntersuchungen an Schweinehaut mit Diclofenac-haltigen Priifprodukten
durchgefiihrt. Damit sollte der Nachweis der Methode an einem zweiten Wirkstoff verifiziert werden:

5.5.4 Ex-vivo Biodquivalenzuntersuchungen fiir Diclofenac an Schweinehaut

Bei den ex-vivo Biodquivalenzuntersuchungen mit Diclofenac-haltigen Prifprodukten entsprach das
Studiendesign dem der zuvor beschriebenen Salicylsdure-Studien: 1 Stunde fiir den Uptake-Zeitpunkt,
4 Stunden fiir den Clearance-Zeitpunkt sowie eine Applikationsmenge von 15 mg Formulierung/cm?. Als
Referenzprodukt diente das Voltaren Schmerzgel forte (GlaxoSmithKline Consumer Healthcare GmbH & Co.
KG, Minchen, Deutschland), das zweifach getestet wurde. Das Testprodukt war Diclox forte (ratiopharm
GmbH, Ulm, Deutschland), und die Kontrollformulierung bestand aus einer Verdliinnung der Referenz mit
Carbomel-Gel NRF 13.2 [47].

Nach Durchfiihrung der ex-vivo-Biodquivalenzuntersuchungen mit Schweinehaut zeigten die finalen
Ergebnisse der Diclofenac-haltigen Prifprodukte zum Uptake-Zeitpunkt, dass beide Methoden vergleichbare
Befunde lieferten, &ahnlich wie bereits bei den ex-vivo-Salicylsdure-Untersuchungen. Die
Referenzformulierung erfillte erwartungsgemaR die Biodquivalenzkriterien, da die 90 %-KlIs vollstandig
innerhalb des von der EMA definierten Akzeptanzbereichs von 80,00 — 125,00 % lagen. Auch das bereits als
Generikum zugelassene Diclox forte Gel, das zuvor noch nicht quantitativ auf Biodquivalenz getestet worden
war, zeigte fir beide Methoden biodquivalente Ergebnisse. Dies bestatigte die Eignung der CRS-Methode
und erklart zugleich die vergleichbare klinische Wirksamkeit des zugelassenen Generikums. Im Gegensatz
dazu lagen die 90 %-Kls der selbst hergestellten verdiinnten Kontrollformulierung vollstdndig aulRerhalb des
Akzeptanzbereichs, was die diskriminatorische Aussagekraft der Methode, wie zuvor bei den Salicylsdure-
Untersuchungen, unterstreicht.

Die Ergebnisse lieBen sich zudem durch die Daten zum Clearance-Zeitpunkt validieren. Dabei zeigte sich, dass
beide Methoden die Biodquivalenz zuverldssig nachweisen konnten, selbst wenn die Penetrationsmengen
nach dem Uptake-Zeitpunkt abnahmen, bedingt durch die weitere Diffusion in tiefere Hautschichten. Dies
belegt, dass die pharmakokinetische Analyse fir beide Studienzeitpunkte (Anstromphase und
Auswachphase) fur alle untersuchten Produkte robust und reproduzierbar durchgefiihrt werden kann.
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Auch fir die Biodaquivalenzuntersuchungen mit Diclofenac konnte ein Methodenvergleich der kumulativ
ermittelten Wirkstoffmengen untersucht werden. Die Ergebnisse zeigten, dass die Diclofenac-
Penetrationsuntersuchungen dquivalente Befunde lieferten: Wie erwartet nahmen die penetrierten Mengen
beim Clearance-Zeitpunkt im Vergleich zum Uptake-Zeitpunkt ab. Zwischen den bioaquivalenten und
vermeintlich biodquivalenten Prifprodukten (Referenz vs. Referenz bzw. Testprodukt vs. Referenz) sowie
zwischen den Ergebnissen der CRS-Methode und der von der EMA akzeptierten TS-Methode traten keine
signifikanten Unterschiede auf (o =5 %).

Zwischenfazit Arbeitspaket:

Nach Abschluss des Arbeitspakets konnten mittels der kalibrierten CRS-Quantifizierungsmethode fiir die
Wirkstoffe Salicylsaure und Diclofenac die ersten ex-vivo Biodquivalenzuntersuchungen in Anlehnung an die
EMA-Leitlinie [2] durchgefiihrt werden. Fir Salicylsdure wurde dies an zwei Hautmodellen (Humanhaut und
Schweinehaut), fur Diclofenac an einem Hautmodell (Schweinehaut) umgesetzt, wodurch die Eignung der
CRS-Methode fir dermale Biodquivalenzstudien verifiziert werden konnte. In beiden Fallen zeigten die
beiden Messmethoden zu beiden untersuchten Zeitpunkten dquivalente Ergebnisse.

Da die 90 %-Kls der drei biodquivalenten bzw. vermeintlich biodquivalenten Prifprodukte (Referenz,
Referenz und Testformulierung) vollstéandig innerhalb des Akzeptanzintervalls von 80,00 - 125,00 % lagen,
konnten diese als tatsachlich biodquivalent eingestuft werden. Dies veranschaulicht die Funktionsfahigkeit
der CRS-Methode und bestétigte im Falle der Salicylsdure-Untersuchungen zudem das erfolgreiche Reverse-
Engineering der selbst nachgebildeten und re-formulierten Testformulierung. Darlber hinaus zeigte die
statistisch  signifikant unterschiedliche Kontrollformulierung die ausreichende diskriminatorische
Aussagekraft der Methode, da sie auch in der Lage war, nicht biodquivalente Produkte zuverlassig zu
identifizieren.

Zusatzlich bestatigten die Ergebnisse die in der Literatur [53, 54] beschriebene Eignung der postaurikuldaren
Schweinehaut als geeignetes Surrogat flir Humanhaut. SchlieBlich konnte erstmals fiir das generische Diclox
forte Gel, dessen klinische Wirksamkeit bereits bei der Zulassung als dquivalent zum Originator Voltaren
Schmerzgel forte nachgewiesen wurde, auch eine ex-vivo Biodquivalenz zum Referenzprodukt demonstriert
werden.

Damit konnten die von der durchfilhrenden Forschungsgruppe zuvor publizierten Ergebnisse fiir die
Wirkstoffe Coffein [46] und Ketoprofen [50] durch eine Erweiterung auf die Wirkstoffe Salicylsdure und
Diclofenac bestatigt werden. Allerdings fehlten weiterhin die von der EMA-Leitlinie [2] geforderten in-vivo-
Daten an Menschen. Entsprechende Studien lagen bislang weder in ausreichender Konformitat mit den
regulatorischen Anforderungen noch mit einer ausreichend groRen Probandenzahl in der Literatur vor. Diese
regulatorische Liicke muss jedoch geschlossen werden, bevor die neuartige CRS-Methode perspektivisch in
einer zukiinftigen Aktualisierung der Leitlinie als akzeptierte Methode beriicksichtigt werden kann. An dieser
Stelle setzte das letzte und zugleich zentralste Arbeitspaket des IGF-Vorhabens Nr. 22947 N/1 an.
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5.6 Arbeitspaket 6: Durchfiihrung einer pivotalen in-vivo CRS-Biodquivalenzstudie in Anlehnung
an die neue EMA-Leitlinie (Salicylsdure)

Ziel:

Flr zulassungsrelevante Fragestellungen werden gemal der aktuellen EMA-Leitlinie je nach Komplexitat der
Formulierung anstelle kostenintensiver klinischer Wirksamkeitsstudien mit klinischen Endpunkten lediglich
dermale in-vivo Biodquivalenz Humanstudien akzeptiert [2]. Diese missen derzeit alleinig mit der TS-
Methode durchgefiihrt werden. [2] Fir die CRS-Methode lagen bislang jedoch keine Daten vor, die in
ausreichender Konformitat mit der EMA-Leitlinie erhoben wurden oder auf einer ausreichend groRen Anzahl
menschlicher Probanden basierten. Die EMA fiihrt hierzu aus, dass CRS derzeit lediglich als unterstiitzende
Methode eingesetzt werden kann. Eine zukilnftige Anerkennung als primdare Methode fir
Biodquivalenzuntersuchungen erscheint jedoch moglich, sofern eine umfassende Validierung erfolgt und die
Eignung fiir Aquivalenzpriifungen eindeutig nachgewiesen wird. Voraussetzung hierfiir wére idealerweise
eine positive Qualifizierungsbewertung durch den Ausschuss fiir Medizinprodukte und Humanarzneimittel
der EMA (CHMP) [2].

Ziel des letzten und zentralsten Arbeitspakets war daher die Durchfiihrung einer an dieses Studiendesign
angepassten in-vivo Humanstudie mit der CRS-Methode in enger Konformitdt zur EMA-Leitlinie. Hierbei soll
die Eignung der CRS-Methode auch unter in-vivo-Bedingungen nachgewiesen werden. Dadurch sollte die
bestehende regulatorische Datenliicke geschlossen und eine Grundlage fir eine zukinftige regulatorische
Bewertung der CRS-Methode geschaffen werden.

Details:

Die nachfolgend dargestellten Ergebnisse wurden bereits als Link et al. [48] mit dem Titel: A pivotal, dermal,
in-vivo bioequivalence study performed by confocal Raman spectroscopy (CRS) in der Fachzeitschrift
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics (https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2025.114891)
veroffentlicht.

In der durchgefiihrten in-vivo CRS-Humanstudie zur Untersuchung der dermalen Bioaquivalenz, die als
Leistung Dritter von der SGS proderm GmbH (Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt wurde, wurde ein
Studiendesign gewahlt, das an die zuvor beschriebenen ex-vivo Untersuchungen angelehnt war. Dabei
wurden dieselben vier Prifprodukte eingesetzt: 2 x die V55 Max - Creme als Referenz, 1 x die selbst re-
formulierte Testformulierung sowie 1 x die mit Basiscreme verdiinnte Kontrollformulierung (siehe S.12ff &
Abb. 12). Auch die Applikationsmenge von 15 mg Produkt pro cm? sowie die Studienzeitpunkte wurden
Ubernommen. Der Uptake-Zeitpunkt lag bei 1 Stunde und der Clearance-Zeitpunkt bei 4 Stunden.
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Reference Reference
VV55max Cream V55max Cream

2 % Salicylic 2 % Salicylic

acid acid
Subject
Test Control
Reverse-engineered Diluted reference
2 % Salicylic 0.75 % Salicylic

acid acid

Abb. 12 Verwendete Priifprodukte der Salicylséure-Biodquivalenzstudien.

Da in der Studie kosmetische Produkte verwendet wurden, war die Durchfiihrung einer mit hohen
finanziellen Hirden verbundene Arzneimittelstudie nicht notwendig. Da Salicylsdure jedoch auch als
Wirkstoff in zahlreichen zugelassenen Arzneimitteln etabliert ist (z. B. ,Salicyl-Vaselin 5% Salbe” von
Bombastus-Werke AG, Freital, Deutschland oder ,Salicylic Acid 5% Topical Ointment” von Kaiser
Permanente, Oakland, Kalifornien, USA), besitzen die mit dieser in-vivo Humanstudie gewonnenen
Ergebnisse dieselbe Relevanz wie Ergebnisse einer Arzneimittelstudie.

Das zuvor verwendete ex-vivo Studiendesign musste lediglich geringfligig angepasst werden. Mit der nicht-
invasiven und nicht-destruktiven CRS-Methode ergibt sich ein klarer Vorteil: Da die Methode das Hautareal
von Interesse nicht zerstort (vgl. TS-Methode), konnen die Clearance-Werte an denselben Hautarealen
gemessen werden wie die Uptake-Werte, sodass gepaarte Daten zur Analyse vorliegen.

Bei der klassischen SC-Abtragung mittels TS missten die Clearance-Messungen an separaten Hautarealen
erfolgen, was zu Verzerrungen und Ungenauigkeiten bei der Goldstandard-Methode fithren kénnte und
zudem eine gréRere Anzahl an Hautarealen erforderlich macht.

Die in-vivo-CRS-Untersuchungen wurden mit dem dafiir qualifizierten gen2-SCA Skin Analyzer (RiverD
International B.V., Rotterdam, Niederlande) durchgefiihrt.
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Um Messfehlern vorzubeugen, wurden statt der geforderten zwei Replikate drei Replikate pro Produkt mit
einer Flache von 4x6cm gewdhlt (siehe ex-vivo TS-Studiendesign). Pro Replikat, Produkt und
Studienzeitpunkt wurden 3 Messungen, also insgesamt 9 Tiefenmessungen durchgefiihrt. Diese wurden auf
die drei Replikate aufgeteilt, sodass jeweils drei Tiefenmessungen pro Replikat durchgefiihrt wurden. Die
Tiefenmessungen wurden mit einer vordefinierten Schrittweite von 2 um durchgefiihrt, um die penetrierte
Salicylsaure-Konzentration bis zu einer Tiefe von 15 um zu erfassen. Zusatzlich zu den 4 randomisierten
Messzonen (fiir die 4 Prifprodukte, siehe Abb. 12), wurde eine Nullmesszone zur Basislinienkorrektur
eingeschlossen, analog zu den ex-vivo Nullmessungen:

A [RIGHT LEET B
| \ \
| { oy
Test | -/ Reference 6 cm
R1 R2 R3
Untreated / o © ©
Reference (.— ] Control o o) ® |4cm
/ =] ® ©

[\3 Measuring point

U
(]

Abb. 13 A: Schematische Darstellung der Messzonen auf den volaren Unterarmen der 12 Probanden, mit der Unterteilung jeder Zone
in drei Unterfelder, die als Replikate dienten. Insgesamt wurden je Produkt und Zeitpunkt 9 Tiefenmessungen durchgefiihrt. B:
Messaufbau wdhrend der Spektrenerfassung mit dem gen2-SCA Skin Analyzer (RiverD International B.V., Rotterdam, Niederlande).
Aus Link et al. [48].

Der Stichprobenumfang wurde nach Leitlinien-Empfehlung [2] auf 12 gesunde Probanden festgelegt. Dabei
wurden vier Manner (33,3 %) und acht Frauen (66,7 %) eingeschlossen. Das mittlere Alter betrug
49,8 + 10,3 Jahre, das Medianalter 49,5 Jahre. Alle Teilnehmenden wurden am Studienzentrum SGS proderm
GmbH (Hamburg, Deutschland) rekrutiert und hatten vor Beginn der Studie eine schriftliche
Einverstandniserklarung abgegeben sowie eine ausfiihrliche Aufklarung lber die Studienabldufe erhalten.
Die Ethikgenehmigung fiir die Biodquivalenzstudie wurde von der Ethikkommission (Institutional Review
Board, IRB) unter dem Referenzcode 2024/024 am 2. Oktober 2024 erteilt.

Einschlusskriterien waren ein Alter zwischen 18 und 65 Jahren, ein Body-Mass-Index unter 30, ein
einheitlicher, gesunder Hauttyp ohne Erytheme oder starke Pigmentierungen im vorgesehenen Testbereich
sowie Fitzpatrick-Hauttypen | bis lll. Ausschlusskriterien umfassten aktive Hauterkrankungen im Testbereich,
bekannte Allergien gegen Inhaltsstoffe der Prifprodukte, eine Chemotherapie, Bestrahlung oder
Hormontherapie in den letzten zwei Jahren sowie Wunden, Muttermale, Tattoos, Narben, irritierte Haut oder
UbermaRige Behaarung im Testbereich. Ebenfalls ausgeschlossen wurden Probanden mit sonnengebraunter
Haut oder der Anwendung topischer Praparate auf dem Testareal in den sieben Tagen vor Studienbeginn.

Vor der Studie wurden die Teilnehmenden angewiesen, den Testbereich innerhalb von zwei Stunden vor
Beginn nicht mit Wasser zu benetzen, innerhalb von 24 Stunden keine Seifen, Reinigungsmittel oder
Kosmetika aufzutragen, den Bereich 48 Stunden vor Studienbeginn nicht zu rasieren, sieben Tage lang auf
leave-on-Kosmetika zu verzichten sowie Sonnen- oder UV-Bestrahlung im Testbereich sechs Wochen lang zu
vermeiden.
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Wahrend der Studie mussten die Probanden sowohl Wasserkontakt mit dem Messbereich sowie das
Abwischen der aufgetragenen Formulierungen wahrend der Anstromphase vermeiden.

Nachdem die vier Prifprodukte mit allen 12 Probanden fiir beide Studienzeitpunkte hinsichtlich der
dermalen Biodquivalenz untersucht worden waren, mussten samtliche aufgenommenen Raman-Spektren
einzeln auf mogliche Messauffalligkeiten Gberprift werden, bevor die Datenanalyse durchgefiihrt werden
konnte. Da die CRS-Methode zuvor noch nie in einer derart EMA-Leitlinien-konformen dermalen in-vivo
Biodquivalenzstudie angewendet wurde, konnten an dieser Stelle im Rahmen der Qualitdtskontrolle der
Spektren noch gezielt Optimierungen im Auswertungsprozess vorgenommen werden (siehe [48],
erganzendes Material und Abb. 19). Insbesondere wurde auf korrekt aufgezeichnete Tiefenmessungen des
SCs geachtet, bei denen sich der Signalabstand zwischen den einzelnen SC-Tiefen durch die zunehmende
Signalabschwachung gleichmaRig verhalten sollte. Eine reprasentative Tiefenmessung mit gleichmaRigem
Keratinprofil des SCs zur moglichen Signal-Normierung ist in Abb. 14 dargestellt:
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Abb. 14 Repriisentatives Raman-Spektren einer Tiefenmessung. A: Homogene und regelmdfSig angeordnete Signalabsténde zwischen
einzelnen SC-Tiefen mit einer Schrittweite von 2 um. Erkennbares Salicylséure-Wirkstoffsignal bei einer Wellenzahl von 1030 cm™. B:
Regelmdpfiges Keratinprofil, abgeleitet aus dem Amide-I-Signal, mit abnehmender Intensitdt in tieferen Hautschichten aufgrund der
zunehmenden Abschwdéichung des Proteinsignals. Aus ergdnzendem Material von Link et al. [48].

In Abb. 15 sind beispielhaft fehlerhafte Raman-Tiefenmessungen dargestellt, die beispielsweise durch
unzureichenden Kontakt des Messareals mit dem Messfenster des Raman-Gerats, durch kosmische Strahlung
oder Fluoreszenzsignale verursacht werden kdnnen. Diese Spektren wurden bei der Datenanalyse von der
anschliefenden Biodquivalenzbewertung ausgeschlossen:
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Abb. 15 Beispielhafte fehlerhafte und unregelmdfige Raman-Tiefenmessungen (oben) mit den entsprechenden Keratinprofilen
(unten), abgeleitet aus dem Amide-I-Signal (~1650 cm 7). A: Hohe Fluoreszenzsignale, die die tatséchlichen Spektren iiberlagern. B:
Unregelmdpfiger Signalabstand zwischen den SC-Tiefen aufgrund von Bewegungen der Probanden wdhrend der Messung. C: Stérende
Peaks, kosmische Strahlung. Aus ergénzendem Material von Link et al. [48].

Nach der Datenanalyse wurden fir jedes Produkt die mittels CRS bestimmten mittleren Salicylsdure-
Konzentrationen der 12 Probanden gegen die SC-Tiefe aufgetragen. Die Darstellung erfolgte bis zu einer SC-
Tiefe von 15 um, siehe Abb. 16:
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Abb. 16 Penetrationsprofile von Salicylsdure fiir den Uptake-Zeitpunkt (links) und den Clearance-Zeitpunkt (rechts). Der Bereich von
80,00 - 125,00 % der Mittelwerte der Referenz (in rot) ist zur besseren Visualisierung der Ahnlichkeiten griin markiert; eine derartige
Darstellung ist von der EMA jedoch nicht vorgeschrieben. Die Referenz wurde zweimal getestet. Die simulierte LoD-Kurve markiert
den Punkt, an dem das Hautsignal das Signal des Wirkstoffs (ibersteigen wiirde. (n =12 Probanden, mittlere SS-
Konzentration + 90 % Konfidenzintervall, 9 Tiefenmessungen pro Produkt und Studienzeitpunkt). Aus Link et al. [48].

In Abb. 16 (links) zeigen die beiden Penetrationsprofile der Referenzformulierung fir den ersten Uptake-
Zeitpunkt (zweifache Bestimmung; rot und braun) eine hohe Ubereinstimmung und belegen damit die
Reproduzierbarkeit der CRS-Messungen. Das Konzentrationsprofil der nachgebildeten Testformulierung
(gelb) weist Uber die gesamte SC-Tiefe hinweg ein sehr dhnliches Verhalten im Vergleich zur Referenz auf,
was als erster Hinweis auf eine moégliche Biodquivalenz gewertet werden kann.
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Zur verbesserten Visualisierung wurde in Anlehnung an die Anforderungen der EMA an
Biodquivalenzkriterien [2] ein Akzeptanzbereich von 80,00 — 125,00 % relativ zum Referenzprofil in griin
dargestellt. Auch wenn eine solche grafische Darstellung nicht explizit gefordert ist, erleichtert sie die
Interpretation der Daten. Sdmtliche Profile der Referenz- und Testformulierung liegen dabei innerhalb dieses
Bereichs, was die hohe Ahnlichkeit der untersuchten Produkte zusatzlich unterstreicht und als Indiz fiir
Biodquivalenz gewertet werden kann.

Das Profil der Kontrollformulierung (blau) zeigt hingegen lber die gesamte SC-Tiefe hinweg deutlich
niedrigere Wirkstoffkonzentrationen. Dies spricht fiir einen klaren Unterschied zu den anderen
Formulierungen und unterstreicht die diskriminatorische Aussagekraft der CRS-Methode, unterschiedliche
Formulierungen unterscheiden zu kénnen. Das in schwarz dargestellte tiefenabhangige Detektionslimit
(ermittelt mit der SkinTools-Software, RiverD International B.V., Rotterdam, Niederlande) liegt fur die
meisten Profile unterhalb der gemessenen Signale. Lediglich die Kontrollformulierung unterschreitet ab etwa
7,5 um SC-Tiefe die Nachweisgrenze, sodass in diesem Bereich das intrinsische Hautsignal dominiert. Diese
Werte wurden folgerichtig von der weiteren Biodquivalenzauswertung ausgeschlossen, wodurch die Validitat
der Analyse nicht beeintrachtigt wird.

Die rechte Seite der Abb. 16 (Clearance-Zeitpunkt) zeigt ein vergleichbares Bild: Referenz- und
Testformulierung verhalten sich erneut sehr dhnlich und liegen innerhalb des definierten Akzeptanzbereichs,
wahrend die Kontrollformulierung weiterhin deutlich geringere Penetrationswerte aufweist. Dies bestéatigt
die Reproduzierbarkeit der CRS-Ergebnisse auch fiir den Zeitpunkt der Auswaschphase.

Im Vergleich beider Zeitpunkte wird zudem der erwartete Effekt der Auswaschphase sichtbar. Analog zu
vorherigen ex-vivo-Untersuchungen (siehe S.31ff) zeigen sich reduzierte Wirkstoffkonzentrationen zum
Clearance-Zeitpunkt im Vergleich zu den hoheren Uptake-Werten innerhalb der Anstromphase. Diese
Beobachtung entspricht den theoretischen Erwartungen und bestatigt die Plausibilitdat der erhobenen Daten.
Gleichzeitig zeigt sie, dass CRS geeignet ist, die Ahnlichkeit verschiedener Produkte auch im Hinblick auf
pharmakokinetische Zusammenhange darzustellen.

Aus den ermittelten penetrierten Salicylsdure-Mengen wurde fiir jedes Produkt bei jedem Probanden zu
beiden Studienzeitpunkten die intraindividuelle sowie die interindividuelle Variabilitdt bestimmt und
miteinander verglichen:

Tab. 1 Intraindividuelle (Geometric mean of CV) und interindividuelle (Inter-subject variability) Variabilitét der untersuchten Produkte
bei allen 12 Probanden. Aus ergédnzendem Material von Link et al. [48].

Ref (BENCHMARK) Ref Test Control
Subject Uptake CV Clearance CV Uptake CV Clearance CV Uptake CV Clearance CV Uptake CV Clearance CV
S01 27.95% 9.22 % 40.62 % 16.42 % 14.68 % 29.50 % 31.27% 22.09 %
S02 21.47 % 24.46 % 15.49 % 21.30 % 38.87 % 21.98 % 22.44 % 40.68 %
S03 50.12 % 35.05% 11.01 % 23.36 % 26.39 % 54.00 % 26.57 % 51.68 %
S04 41.84 % 16.65 % 22.13% 13.84 % 14.67 % 28.08 % 14.27 % 16.76 %
S05 2744 % 19.49 % 14.14 % 26.30 % 32.46 % 24.60 % 20.38 % 43.63 %
S06 24.82 % 35.14 % 10.53 % 14.10 % 8.30 % 55.06 % 19.10 % 36.13 %
s07 30.22 % 30.49 % 34.29 % 26.06 % 33.23% 24.05 % 48.43 % 41.10 %
S08 2161 % 3561 % 14.96 % 23.87 % 53.13% 9.73 % 3358 % 2333 %
S09 22.33% 29.44 % 51.14 % 25.70 % 15.09 % 20.98 % 41.55 % 94.98 %
s10 41.40 % 23.66 % 16.12 % 19.00 % 14.85 % 19.92 % 21.34 % 14.25 %
Si1 29.65 % 25.48 % 15.77 % 19.25 % 34.31% 2472 % 29.61% 24.97 %
S12 19.10 % 10.52 % 11.67 % 11.99 % 35.61% 28.98 % 26.43% 39.05 %
Geometric mean of CV 28.55 % 22.66 % 18.65 % 19.46 % 2353 % 25.95 % 26.44 % 32.80 %
Geometric SD factor 1.35 1.58 1.69 1.31 1.74 1.57 1.41 1.69
Geometric mean range of CV 21.08-38.65% | 14.37-35.73% | 11.01-31.60 % | 14.81-25.57 % | 13.49-41.03 % | 16.51-40.79 % | 18.77 - 37.26 % [19.38 % - 55.54 %)
Inter-subject variability 42.90 % 39.64 % 36.01 % 31.89 % 47.60 % 50.99 % 52.66 % 73.81%

Seite 41 Schlussbericht zu dem IGF-Vorhaben Nr.: 22947 N/1



INDUSTRIELLE 0 r

GEMEINSCHAFTSFORSCHUNG

Die in Tab. 1 ermittelten Werte der intraindividuellen Variabilitat sind mit denen aus den ex-vivo Studien
vergleichbar. Im Vergleich dazu fallen die interindividuellen Variabilititen etwas hoher aus, was
Erkenntnissen der Literatur entspricht: Bodenlenz et al. untersuchten die Gesamtvariabilitdt in einer
Biodquivalenzstudie unter Verwendung der dermalen Open-Flow-Mikroperfusion. Dabei zeigte sich, dass die
Gesamtvariabilitdt zu bis zu 91 % durch interindividuelle Unterschiede und nur zu bis zu 9 % durch
intraindividuelle Unterschiede bestimmt wird [55].

AnschlieBend sind in Tab. 2 fiir jedes Produkt und jeden Probanden die geometrisch-gemittelten kumulativ
penetrierten Salicylsdaure-Werte bis zu einer SC-Tiefe von 15 um dargestellt. Fir jeden Studienzeitpunkt
werden zudem die durch die Auswaschphase erhaltenen Reduktionswerte gezeigt:

Tab. 2 Probandenspezifische Salicylsdure-Uptake- und Clearance-Daten zur Biodquivalenzbewertung. Aus ergénzendem Material von
Link et al. [48].

Ref (BENCHMARK) Ref Test Control

Subject. Uptake (ugicm?) | Clearance (ugiem?) Decrease Uptake (ugicm?) | Clearance (ugicm?) Decrease Uptake (ugicm?) | Clearance (ugicm?) Decrease Uptake (ugicm?) | Clearance (ugicm?) Decrease.
S01 24.03 12.56 47.75% 17.50 1257 28.18% 2934 1719 41.41% 9.80 10.03 2.35%

502 2273 12.32 4581% 19.02 8.66 54.48% 10.67 10.87 -187% 800 502 3733%
03 1081 260 19.55 % 1453 2.06 37.65% 21.39 930 56.54% 781 554 20.14%
504 18.07 10.94 39.47% 13.82 10.55 23.64% 17.00 7.90 53.54% 5.24 6.26 -1239%

508 11.08 572 48.33% 10.65 763 28.34% 11.36 6.40 4370% 588 346 4117 %
506 12.28 540 56.07 % 1255 7.07 4372% 1284 449 65.06% 10.00 466 53.42%
507 11.95 250 28.10% 1053 6.97 3375% 16.01 11.69 26.08% 450 380 17.18%
508 12.98 852 3440 % 859 523 39.08% 1470 10.03 317T% 423 278 3419%
S00 1364 7.08 48.08% 1274 250 3327% 1131 535 5264% 203 124 50.17%
510 2174 15.34 29.44% 18.04 1144 36.58 % 2875 15.02 4777% 12.72 8.80 30.86%
s11 15.29 10.91 28.60 % 15.48 10.42 3268% 1281 1061 17.19% 749 618 17.49%
S12 2332 11.26 5172% 19.05 10.66 4463% 13.30 0926 2020% 747 337 53.01%
st GSDfactor | 1578+ 136 934/+138 38.07 % x/=1.38 13.97 #4130 882 x/=1.28 35.47 % x/= 126 1565 /= 1.42 919 x/= 1.48 39.84% x/+ 1.48 6.66 %/ 1.51 449 %5175 34.48 %5 154

Der aus Abb. 16 erkennbare Trend, dass die Clearance-Werte niedriger ausfallen als die Uptake-Werte,
konnte hier auch anhand der numerischen Werte in Tab. 2 bestatigt werden: Die Werte der Produkte
Referenz, Referenz und Test sind fir beide Zeitpunkte sehr &hnlich, wdhrend die Werte der
Kontrollformulierung entsprechend niedriger liegen. Fir den Clearance-Zeitpunkt zeigen alle Werte eine
deutliche Abnahme im Vergleich zu den Uptake-Werten. Die blau markierten Werte zeigen Falle ohne
tatsachliche Clearance, bei denen im Vergleich zum Uptake keine statistisch signifikante Abnahme vorlag.
Diese Hautareale wurden nicht in die Berechnung der geometrischen Mittelwerte der Reduktionswerte

einbezogen.
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Die gemittelten Werte aus Tab. 2 sind zudem grafisch in Abb. 17 dargestellt:
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Abb. 17 Geometrische Mittelwerte der penetrierten SA-Mengen bis zu einer SC-Tiefe von 15 um * GSD (links) mit den entsprechenden
Reduktionsraten nach der Clearance-Phase (rechts). (n = 12 Probanden, 9 Messungen pro Produkt und Zeitpunkt,
*p <005, *** p<0,002). Aus Link et al. [48].

In Abb. 17 wird hervorgehoben, dass die drei vermeintlich biodquivalenten Produkte (Ref, Ref und die selbst
re-formulierte Testformulierung) fir beide Studienzeitpunkte beim Uptake (rot) und bei der Clearance (gelb)
auf vergleichbarem Niveau liegen. Dies deutet auf die Biodquivalenz dieser Produkte hin. Statistisch
signifikant niedriger ist das Penetrationsvermégen der Kontrollformulierung. Positiv hervorzuheben ist
auBRerdem die Reduktionsrate durch die Auswaschphase, die bei allen vier getesteten Produkten héher liegt
als die von der EMA empfohlene Grenze von 25 % [2].

Die in Tab. 2 dargestellten geometrischen Mittelwerte fiir jeden Probanden wurden abschlieBend zur
Berechnung der Produkt-zu-Produkt-Verhdltnisse sowie der entsprechenden 90 %-Kls verwendet,
entsprechend der EMA-Leitlinie ,Guideline on quality and equivalence of locally applied, locally acting
cutaneous products” [2] sowie der spezifischen Guideline zur Berechnung der Biodquivalenz ,Guideline on
the investigation of” [56]. Die finalen Ergebnisse der in-vivo CRS-Bioadquivalenzbewertung sind in der Abb. 18
dargestellt:
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Abb. 18 Re-transformierte 90 %-Konfidenzintervalle der Produkt-zu-Produkt-Verhdltnisse der geometrischen Mittelwerte der
penetrierten Salicylséure-Mengen aus den verschiedenen Formulierungen. Eine der beiden Referenzapplikationen diente als
Bezugswert fiir alle Berechnungen. Aus Link et al. [48].

Die EMA verlangt zunachst, dass die 90 %-Kls der Kontroll- zu Referenzformulierung vollstandig auBerhalb
der 80,00 — 125,00 %-Grenzen liegen, um die Fahigkeit der Methode zu zeigen, nicht-biodquivalente
Formulierungen zu erkennen. Im vorliegenden Fall erfillen die KIs der Kontrollformulierung dieses Kriterium
flr die in-vivo-Anwendung der CRS-Methode und bestatigen damit erneut die diskriminierende Fahigkeit der
Methode.

Die Referenzformulierung wurde zweimal getestet, um ein Verhaltnis Referenz vs. Referenz zu berechnen.
Die Referenzformulierung wurde hierfiir, wie bereits oben beschrieben, zweimal in die Studie aufgenommen,
um eine klar biodquivalente Formulierung aus demselben Behaltnis mithilfe der CRS-Methode auch
guantitativ auf Biodquivalenz prifen zu kénnen.

Die Kls liegen dabei vollstandig innerhalb des Akzeptanzbereichs, was zeigt, dass die Biodquivalenz derselben
Formulierung korrekt erkannt wird. Zusatzlich liegen die KlIs der Testformulierung ebenfalls vollstandig
innerhalb der 80,00 - 125 %-Grenzen, sodass ihre Biodquivalenz zur Referenz nachgewiesen werden konnte.

Damit bestatigt die Methode nicht nur die Biodquivalenz der Testformulierung, sondern liefert Ergebnisse,
die konsistent mit den zuvor in der separaten ex-vivo-Studie gewonnenen Erkenntnissen sind (siehe S.31ff
und S.33ff). Das Reverse-Engineering der selbst entwickelten Testformulierung war somit ebenfalls
erfolgreich.
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Die numerisch berechneten Ergebnisse, die in Tab. 1 bis Abb. 18 grafisch veranschaulicht sind, werden in der

abschlieRenden zusammenfassenden Tab. 3 dargestellt:

Tab. 3 Zusammenfassender Bericht der in-vivo CRS-Humanstudie zu den Biodquivalenzanforderungen der EMA. Aus Link et al. [48].

Parameter Product Ref Ref Test Control
Geometric mean of penetrated SA amount
Uptake (pg/cm?) %/+ GSD factor 15.78 x/+ 1.36 13.97 x/+ 1.30 15.65 x/+ 1.42 6.66 x/+ 1.51
Clearance (pg/em?) x/+ GSD factor 9.34 x/+ 1.38 8.82 x/+1.28 9.19 x/+ 1.48 4.49 x/+1.75
Geometric mean of Clearance decrease (%) x/= GSD factor 38.07 x/+ 1.38 35.47 x/+ 1.26 39.84 x/+1.48 34.48 x/+1.54
Geometric mean of EMA within-subject variability
Uptake (%) x/+ GSD factor 28.55 x/+ 1.35 18.65 x/+ 1.69 | 23.53 x/+1.74 | 26.44 x/+1.41
Clearance (%) x/+ GSD factor 22.66 x/+ 1.58 19.46 x/+ 1.31 25.95 x/+1.57 | 32.80 x/+1.69
EMA inter-subject variability
Uptake (%) 42.90 36.01 47.60 52.66
Clearance (%) 39.64 31.89 50.99 73.81
90 % bioequivalence Cl of ratios of the geometric means
Uptake 80.43-97.51 % |81.20-121.25 %| 34.49-51.63 %
Clearance 83.21 - 107.02 % 88.03 - 109.98 % | 38.01 - 60.76 %
90 % CI of Clearance 4 ./ Uptake creronce ratios 0.50 - 0.63 0.49 - 0.69 0.22-0.37
90 % CI of Clearancequc/Uptake; g ratios 0.54 - 0.65 0.59 - 0.68 0.50-0.69 0.57 - 0.80

AbschlieRend lasst sich festhalten, dass alle von der EMA geforderten Kriterien erfillt wurden: Sowohl fir
den Uptake- als auch Clearance-Zeitpunkt, lagen die 90 %-Kls der biodquivalenten und vermeintlich
biodquivalenten Produkte vollstdndig innerhalb des Akzeptanzbereichs von 80,00 - 125,00 %, wahrend die
Kontrollformulierung vollstandig auRerhalb dieses Bereichs lag. Zusatzlich wurde in den in-vivo Versuchen
nach der Clearance ein Riickgang von 34,48 bis 39,84 % beobachtet. Damit wurde die geforderte Abnahme
von mindestens 25 % deutlich erreicht.

Darliber hinaus lagen die 90 %-Kls der Verhaltnisse der geometrischen Mittelwerte der wiedergefundenen
Wirkstoffmengen bei der Gegenliberstellung von Clearance und Uptake vollstandig unterhalb von 1,0. Dies
bestatigt die beobachtete Reduktionsrate sowohl beim Vergleich der Clearance Werte eines Produkts mit
den Uptake-Werten der Referenz als auch beim Verhéltnis von Clearance zu Uptake innerhalb desselben
Produkts. Auch dieses Kriterium stellt eine Anforderung der EMA-Leitlinie dar [2].

Da samtliche Kriterien der EMA (siehe Abb. 1) in der CRS-in-vivo-Studie erfiillt wurden, konnten die
Voraussetzungen fiir die Bestatigung der Biodquivalenz der gepriiften Produkte als erfiillt angesehen werden.
Die Ergebnisse bestatigen insbesondere die Eignung der CRS-Methode fiir die in-vivo Anwendung.

Wie bereits oben erwdhnt, wurde die CRS-Methode zuvor noch nie in einer derart EMA-Leitlinien konformen
dermalen in-vivo Biodquivalenzstudie angewendet. Durch die erstmalige Durchfiihrung einer solchen Studie
konnte daher nicht nur die Eignung der Methode nachgewiesen werden, sondern es wurde dariiber hinaus
ein Empfehlungskatalog in Form eines Flussdiagramms fir die direkte Anwendung und Durchfiihrung
zuklnftiger Studien entwickelt und veréffentlicht, siehe Abb. 19:
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Abb. 19 Empfohlener und optimierter Arbeitsablauf zur in-vivo CRS-Biodquivalenzstudiendurchfiihrung. Aus Link et al. [48].

Der in Abb. 19 dargestellte und veroffentlichte Empfehlungskatalog soll zuklinftige Anwendungen und
Durchfiihrungen von CRS-Studien erleichtern und optimieren:

Zundachst sollten vor Studienbeginn in Vorversuchen geeignete Messzeitpunkte definiert werden. Dabei ist
insbesondere zu prifen, ob sich der gewadhlte Uptake-Zeitpunkt im Gleichgewichtszustand zwischen
Aufnahme des Wirkstoffs in das SC und Abgabe in tiefere Hautschichten befindet und ob sich der gewahlte
Clearance-Zeitpunkt zur ausreichenden Erfassung der Auswachphase (z. B. Abnahme der
Wirkstoffkonzentration um mindestens 25 %) eignet, sowie die CRS-Signale fiir alle Prifprodukte
ausreichend tiber der Nachweisgrenze liegen. Zudem sollten sowohl Probanden als auch das Studienpersonal
auf die Sicherstellung des Hautkontakts zum Messfenster und in Bezug auf die Messbedingungen geschult

werden.

Im Rahmen des Studiendesigns sollten wahrend der Durchflihrung ausreichende Pufferzeiten eingeplant
werden. Dariliber hinaus ist eine optimierte Messzonengestaltung mit moderater Grofle und zentraler
Positionierung anzustreben, um ein mogliches Verwischen der unabgedeckten halbfesten Formulierungen zu
vermeiden. Die Einbeziehung zusatzlicher Replikate Uber das von der EMA geforderte Minimum von zwei
Replikaten hinaus kann die Aussagekraft der Daten erhéhen und sicherstellen, dass ein moglicher Ausschluss
einzelner Replikate nicht zu einer Nichteinhaltung der regulatorischen Anforderungen fihrt.

Bezliglich der Geratevorbereitung ist auf eine stabile und komfortable Fixierung des Messarms (z.B. durch
eine Armauflage) zu achten; ergdnzend kann eine flexible Messeinheit zur Verbesserung des Messkomforts
entwickelt werden. Zusatzlich sollte eine Abschirmung gegen externe Storeinfliisse wie kosmische Strahlung
bericksichtigt werden.

Wahrend der Studiendurchfiihrung ist eine bequeme Lagerung des Messarms der Probanden entscheidend,
um Bewegungsartefakte zu minimieren. Die Messungen sollten in Echtzeit kontrolliert werden,
beispielsweise anhand von Keratinprofilen, und bei erkennbaren Fehlern unmittelbar wiederholt werden.
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Im Rahmen der Datenauswertung sollten die erhobenen Daten gemald Studienprotokoll sowohl visuell als
auch statistisch geprift und kuratiert werden. Abschliefend kann die Berechnung der Biodquivalenz auf Basis
der qualitatsgesicherten Datensatze unter vollstandiger Einhaltung der Anforderungen der EMA erfolgen.

Zwischenfazit Arbeitspaket:

In dieser Humanstudie wurde die Eignung der CRS-Methode fiir aussagekraftige in-vivo
Biodquivalenzprifungen am Beispiel von Formulierungen mit Salicylsdure untersucht. Die erfolgreiche
Durchfiihrung der Studie mit 12 gesunden Probanden, vollstandig konform zur aktuellen EMA-Leitlinie [2],
unterstreicht die Effizienz und Zuverlassigkeit des CRS-Ansatzes. Gleichzeitig wird das Potenzial der Methode
deutlich, den regulatorischen und logistischen Aufwand fir kleinere und mittlere Generikahersteller deutlich
zu reduzieren.

Die Ergebnisse bestdtigen, dass CRS eine lberlegene Methode fiir die dermale Biodquivalenzbewertung
darstellt, sofern der Wirkstoff Raman-aktiv ist. Im Vergleich zur etablierten TS-Methode, die schwer zu
standardisieren, ressourcenintensiv und zeitaufwendig ist und deren eher ungleichmaRige Abnahme des SCs
[57] die berechneten Wirkstoffkonzentrationen beeinflussen kann, bietet CRS mehrere Vorteile: Sie ist nicht-
invasiv, gut standardisierbar, ressourcenschonend und ermoglicht eine hochauflésende, quantitative
Bestimmung der Wirkstoffverteilung in jeder gewiinschten SC-Tiefe [58].

Die erzielten Schliisseldaten der Biodquivalenzstudie belegen, dass CRS nicht nur die Biodquivalenz zwischen
Produkten zuverlassig bestatigt, sondern auch lber die notwendige diskriminierende Fahigkeit verfiigt, valide
und robuste Daten zu liefern. Damit liefert diese Studie eine solide Grundlage fir die Etablierung von CRS als
Uberlegene, regulatorisch anerkannte Standardmethode fiir dermale Biodquivalenzprifungen, mit
Perspektive auf zukiinftige Leitlinienaktualisierungen. Mit dem Projekt konnte eine bisher bestehende Liicke
in der Literatur geschlossen werden, da bis dato noch keine leitlinienkonforme Studie durchgefiihrt wurde,
bei der die Vorgaben fiir die Durchfiihrung einer regulatorischen TS-Studie direkt auf die CRS-Methodik
Ubertragen wurde.

5.6.1 Zusatzliche Untersuchung

Neben der zentralen Fragestellung zur Eignung der CRS-Methode im in-vivo Rahmen fiir die Bestimmung der
dermalen Biodquivalenz von Priifprodukten wurden zusatzliche, sekundare Fragestellungen untersucht. Eine
davon war, ob sich anhand der in der Studie generierten Daten bei den 12 gesunden Probanden eine
Differenzierung zwischen niedrig- und hochpenetrierenden Individuen vornehmen l&sst.

Zur Analyse wurde zunéchst fir jedes Produkt die maximal penetrierte kumulierte Wirkstoffmenge Gber alle
Probanden als Referenzwert (100 %) festgelegt. Die individuellen Penetrationswerte der lbrigen Probanden
wurden anschlieBend relativ zu diesem Maximalwert berechnet. Die daraus resultierenden prozentualen
Werte wurden (ber alle Produkte gemittelt und sind in Abb. 20 in absteigender Reihenfolge fiir beide
Studienzeitpunkte dargestellt.
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Abb. 20 Vergleich niedrig- und hochpenetrierender eingeschlossener Probanden aus der in-vivo-CRS-Studie. Dargestellt sind die
gemittelten relativen, in das SC penetrierten Salicylséure-Mengen fiir alle vier applizierten Produkte (Ref, Ref, Test, Kontrolle) im
Vergleich zwischen insgesamt 12 Probanden. Fiir jedes Produkt, jeden Probanden und beide Messzeitpunkte wurden die penetrierten
SS-Mengen relativ zum jeweils héchsten gemessenen Wert aller Probanden normiert. Anschliefend wurden die vier prozentualen
Vergleichswerte fiir jeden Probanden gemittelt und graphisch dargestellt. (n = 4 Produkte, Mittelwert + SD, p < 0,05).

Aus Abb. 20 wird ersichtlich, dass die Probanden S002 und S012 aufgrund der relativ hohen Varianz der
penetrierten Wirkstoffmengen in ihrem SC nur schwer einzuordnen sind. Werden diese beiden Probanden
ausgeschlossen, lassen sich insbesondere die hochpenetrierenden Probanden S001 und S010 statistisch
signifikant (p < 0,05) von den mittel- bis niedrigpenetrierenden Probanden unterscheiden. Daraus lasst sich
schlieBen, dass die Hautbarriere gegeniiber der Penetration von Salicylsdure bei S001 und S010 am
geringsten ausgeprdagt war. Die CRS-Methode eignet sich somit zur groben Einstufung der
Penetrationsleistung einzelner Probanden.

Aufgrund der begrenzten StichprobengroRe von 12 Probanden lassen sich jedoch keine belastbaren,
generalisierbaren Schlussfolgerungen ableiten. Die beobachtete Variabilitdt deutet vielmehr darauf hin, dass
die Hautbarriere bzw. die Penetrationsfahigkeit naherungsweise einer erwartbaren Normalverteilung folgt.
Hinweise auf einzelne Probanden, die deutlich aulRerhalb dieser Verteilung liegen und die Studienergebnisse
maBgeblich verzerren konnten, ergeben sich aus den vorliegenden Daten nicht. Dennoch sind
weiterflihrende Untersuchungen mit groReren Kollektiven erforderlich, um diese Beobachtungen zu
bestatigen.
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5.7 Arbeitspaket 7: Veroffentlichung und Prasentation der gewonnenen Ergebnisse
Ziel:

Nach erfolgreicher Etablierung, Validierung und dem Nachweis der Eignung der CRS-Methode im Vergleich
zur Tape-Stripping-Methode sollten die erzielten Ergebnisse systematisch der Fachoffentlichkeit zuganglich
gemacht werden. Vorgesehen waren Publikationen in einschldgigen wissenschaftlichen Fachjournalen sowie
die Prasentation der Resultate auf nationalen und internationalen Fachtagungen in Form von Postern und
Vortragen.

Zwischenfazit Arbeitspaket:

Das Ziel wurde erreicht. Das Ubergeordnete Projektziel - der Nachweis der Eignung der CRS-Methode fiir
dermale Biodquivalenzuntersuchungen - konnte insbesondere durch das Erreichen des zentralen
Meilensteins einer EMA-konformen in-vivo-Humanstudie erfolgreich umgesetzt werden; diese Ergebnisse
wurden bereits publiziert, siehe [48] und ,11.2.2 Weitere Veréffentlichungen”.

Dartiber hinaus wurden die im Projekt generierten Daten auf zahlreichen wissenschaftlichen Kongressen
prasentiert (siehe S.61). Hierzu zadhlen Prasentationen auf der Jahrestagung der Deutschen
Pharmazeutischen Gesellschaft (2023), der DPhG-Vortragsreihe (2025), dem SkinForum (2024 & 2025), der
Jahrestagung der Gesellschaft fiir Dermopharmazie (2025), der 1st APV Emulsion Experts Conference (2025)
sowie dem PBP World Meeting (2026), siehe auch S.61. Zwei der Beitrdge wurden von den jeweiligen
wissenschaftlichen Komitees der Konferenzen ausgezeichnet, was die fachliche Qualitdt und Relevanz der
Ergebnisse zusatzlich unterstreicht.

Weiterfiihrende Veroffentlichungen sind in Vorbereitung und im Ergebnistransferkonzept verankert (siehe
S.65). Diese umfassen unter anderem die detaillierte Darstellung der ex-vivo-Daten zum Reverse-Engineering
der Salicylsdure-haltigen Testformulierung einschliefSlich der Untersuchung relevanter Penetrationsfaktoren,
den Vergleich von Tape-Stripping- und CRS-Ergebnissen an Schweine- und Humanhaut fiir Salicylsdure sowie
die ex-vivo-Ergebnisse zu Diclofenac.

Eine Ubersicht der bisherigen Publikationen und Kongressbeitrage ist beigefiigt (siehe S.61).

Seite 49 Schlussbericht zu dem IGF-Vorhaben Nr.: 22947 N/1



INDUSTRIELLE \7 r

GEMEINSCHAFTSFORSCHUNG

5.8 Arbeitspaket 8: Fortlaufende Dokumentation und Berichterstattung
Ziel:

Die Ergebnisse der Versuche wurden fortlaufend protokolliert. Die Ergebnisse wurden jahrlich in Form eines
Zwischen- bzw. Abschlussberichts zusammengefasst und dem projektbegleitenden Ausschuss vorgelegt.
Daneben wurden, wie unter Arbeitspaket ,5.7 Arbeitspaket 7: Veroffentlichung und Prasentation der
gewonnenen Ergebnisse” dargestellt, die Ergebnisse der Fachoffentlichkeit zugdnglich gemacht. Des
Weiteren erfolgte eine halbjahrliche Prasentation und Diskussion der Ergebnisse im Rahmen der Treffen des
projektbegleitenden Ausschusses.

Zwischenfazit Arbeitspaket:

Die Dokumentation sowie die Berichterstattung wurden wie beschrieben durchgefiihrt. Das Ziel wurde
erreicht.

6. Erweiterung des Stands von Wissenschaft und Technik wahrend des
Projektzeitraums

Wahrend des Projektzeitraums wurden sowohl durch unsere Arbeitsgruppe als auch durch andere
Forschungsgruppen wesentliche Erkenntnisse zur Hautpenetrationsanalytik und zur Anwendung der
konfokalen Raman-Spektroskopie (CRS) fir dermale Biodquivalenzuntersuchungen gewonnen. Diese
Ergebnisse sind vor dem Hintergrund der seit April 2025 wirksamen EMA-Leitlinie [2] von besonderer
Relevanz.

6.1 Kritik am alten EMA-Leitlinienentwurf

Noch bevor die EMA die aktualisierte Fassung der Leitlinie veréffentlichte, wurde der seit 2018 vorliegende
Leitlinienentwurf [1] von Eichner et al. [59] kritisch hinterfragt. In der entsprechenden Publikation wurde das
vorgeschlagene IVPT-Studienprotokoll des Entwurfs experimentell liberpriift, indem zwei bereits klinisch als
biodquivalent zugelassene Mometasonfuroat-Produkte strikt gemalR den EMA-Vorgaben getestet wurden.
Trotz nachgewiesener therapeutischer Aquivalenz konnte mit dem vorgesehenen IVPT-Design keine
konsistente statistische Biodquivalenz gezeigt werden, was grundsatzliche Zweifel an der Eignung des
Protokolls zur Ableitung regulatorischer Entscheidungen aufwarf. Kritisch diskutiert wurden insbesondere
die wissenschaftlich nicht ausreichend begriindete Mindestanzahl von 2> 12 Hautdonoren sowie die
Beschrdankung auf lediglich zwei Replikate pro Donor, da die ausgepragte intraindividuelle Variabilitat die
statistische Aussagekraft deutlich beeintrachtigte. Darliber hinaus wurde die regulatorisch geforderte
Kontrolle als methodisch fragwiirdig bewertet. Die starkere Berlicksichtigung des Wirkstoffgehalts am
pharmakologischen Wirkort sowie eine klar definierte, statistisch fundierte Studienplanung wurde
gewliinscht. Insgesamt zeigte die Analyse, dass zentrale Parameter des Entwurfs Uberarbeitet und
wissenschaftlich  besser untermauert werden sollten, um eine valide und praktikable
Biodquivalenzbewertung zu gewahrleisten.
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6.2 Aktualisierung der EMA-Leitlinie zur dermalen Biodquivalenz

Die aktualisierte Leitlinie [2], welche seit April 2025 in Kraft ist, etabliert erstmals einen klar strukturierten,
entscheidungsbaumbasierten Ansatz zur Biodquivalenzpriifung lokal angewendeter, lokal wirksamer

Dermatika.
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Abb. 21 Neuer Entscheidungsbaum der EMA fiir das Vorgehen beim Nachweis dermaler Biodquivalenz, abhdngig von der Komplexitéit
der Formulierung [2].

Ziel ist es, abhangig von der Komplexitat der jeweiligen Formulierung, einen optionalen regulatorischen Weg
zu erdffnen, der es erméglicht, auf klassische klinische Endpunktstudien zu verzichten und die Aquivalenz
stattdessen Uber wissenschaftlich fundierte, stufenweise Prifstrategien nachzuweisen. Damit wird ein
Paradigmenwechsel eingeleitet: weg von kostenintensiven und oft schwer interpretierbaren klinischen
Endpunkten hin zu mechanistisch begriindeten, quantitativen Vergleichsmethoden.

Ausgangspunkt jeder Bewertung sind die Ql-, Q2- und Q3-Kriterien. Q1 beschreibt die qualitative
Zusammensetzung (identische Wirk- und Hilfsstoffe), Q2 die quantitative Zusammensetzung (vergleichbare
Mengenanteile), sodass bei Erfiillung beider Kriterien pharmazeutische Aquivalenz auf Formulierungsebene
vorliegt. Q3 bewertet darlber hinaus die physikochemischen und mikrostrukturellen Eigenschaften - etwa
Rheologie, Polymorphie, Viskositdt oder die Wirkstoffverteilung in der Matrix. Diese Parameter sind
entscheidend, da sie Freisetzung und Hautpenetration unmittelbar beeinflussen. Erst wenn Q1-Q3
ausreichend vergleichbar dokumentiert sind, wird der stufenweise funktionelle Aquivalenznachweis
eingeleitet.

Schritt 1 umfasst die Bestitigung der pharmazeutischen Aquivalenz in Kombination mit einem In Vitro
Release Test (IVRT). Hier wird untersucht, ob die Wirkstofffreisetzung zwischen Test- und Referenzprodukt
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vergleichbar ist. Bei einfachen, homogenen oder einphasigen Systemen kann dieser Nachweis bereits
ausreichen, um therapeutische Aquivalenz zu begriinden, sodass keine weiteren in-vivo-Untersuchungen
erforderlich sind.

Sind die Daten aus Schritt1 aufgrund erhohter Formulierungskomplexitdt - beispielsweise bei
multiphasischen Systemen, Einsatz von Penetrationsverbesserern oder relevanten Q3-Unterschieden - nicht
ausreichend, folgt Schritt 2 mit permeationskinetischen Untersuchungen. Der In Vitro Permeation Test (IVPT)
quantifiziert die Wirkstoffpassage durch ex-vivo Humanhaut und liefert Parameter wie Flux und
Gesamtpermeation. Ergdnzend oder alternativ kann TS eingesetzt werden. Diese in-vivo-Methode erlaubt
die Quantifizierung des Wirkstoffs im SC und damit eine dermato-pharmakokinetische Bewertung der lokalen
Exposition. TS wird insbesondere dann relevant, wenn der geplante Wirkort des Dermatikums im SC ist und
die Wirkstoffkonzentration in der oberen Hautschicht als Surrogat fiir die therapeutische Wirkung angesehen
wird oder wenn IVPT-Daten allein keine ausreichende regulatorische Sicherheit bieten. Es fungiert somit als
Briicke zwischen rein in vitro generierten Daten und klinischer Wirksamkeit.

Allerdings ist die TS-Methode mit einem hohen zeitlichen Aufwand, einer nur begrenzt standardisierbaren
Durchfiihrung sowie einem minimalinvasiven Charakter verbunden. Trotz der regulatorischen Akzeptanz seit
Inkrafttreten der Leitlinie wurde bislang kein neues biodquivalentes dermales Generikum ausschlieRlich auf
diesem Weg zugelassen. Gleichwohl besteht seitens der pharmazeutischen Industrie ein erhebliches
Interesse an alternativen Methoden, insbesondere vor dem Hintergrund, dass klassische klinische
Endpunktstudien haufig sehr groRe Probandenzahlen und erhebliche Ressourcen erfordern.

Vor diesem Hintergrund gewinnt die konfokale Raman-Spektroskopie zunehmend an Bedeutung. CRS
ermoglicht eine nicht invasive, hochauflosende und vergleichsweise schnell durchfiihrbare Quantifizierung
von Wirkstoffkonzentrationsprofilen in der Haut bei gleichzeitig guter Standardisierbarkeit. Sollte diese
Methodik zukiinftig regulatorisch in vergleichbarer Weise wie TS anerkannt werden, kdnnte sie eine
Uberlegene Alternative fiir dermale Biodquivalenzuntersuchungen darstellen. Das im Projekt verfolgte
Forschungsprojekt adressiert somit eine hochaktuelle regulatorische Fragestellung und besitzt unmittelbare
Relevanz fiir die industrielle Entwicklung biodquivalenter topischer Arzneimittel.

6.3 Durchfiihrende Forschungsgruppe zur Vergleichbarkeit von TS und CRS sowie der Anwendung
beider Methoden fiir Bioaquivalenzuntersuchungen

Zentrale neue Beitrdge der durchfihrenden Forschungsgruppe untermauern die Eignung der CRS-Methode
flir dermale Penetrations- und Biodquivalenzuntersuchungen, zeigen aber auch bisherige methodische
Limitationen in Bezug auf regulatorische Anforderungen auf. In der ersten Publikation von Gaiser und Lunter
[50] wurde CRS direkt mit der etablierten TS-Methode verglichen, indem als Arzneimittel zugelassene
Ketoprofen-haltige dermatologische Formulierungen nacheinander ex-vivo auf Schweinehaut mittels CRS
und TS analysiert wurden. Die Ergebnisse zeigten, dass beide Methoden vergleichbare Mengen an API
detektieren und auch vergleichbare Bioaquivalenzbewertungen lieferten, ohne signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Messmethoden. Dies belegt, dass CRS (zumindest im ex-vivo-Setting) quantitativ valide
Penetrationsprofile erfasst und fir Biodquivalenztests geeignet ist.
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Eine weitere Publikation von Gaiser und Lunter [46] erweiterte diesen Ansatz um den Modellarzneistoff
Koffein und untersuchte zusatzlich den Einfluss eines Penetrationsverstarkers (1,2-Pentanediol). Auch hier
korrelierten CRS- und TS-Ergebnisse sehr gut hinsichtlich der detektierten Arzneistoff-Mengen und
Biodquivalenzbewertungen, was die Reproduzierbarkeit von CRS-Messungen unter variierten Formulierungs-
und Inkubationsbedingungen bestéatigte und die urspriingliche Publikation von Kourbaj et al. [60] zur Koffein-
Penetration erweitert. Darliber hinaus konnte mittels CRS der Wirkmechanismus des
Penetrationsverbesserers naher charakterisiert werden, z. B. durch Beobachtungen zu Effekten auf die
Lipidstruktur des SC und auf die Wasserbindung in der Haut. Diese Arbeit stlitzt die Aussage, dass CRS nicht
nur ein alternatives Messprinzip darstellt, sondern dariiber hinaus mechanistische Einblicke liefern kann.

Trotz dieser positiven CRS-TS-Korrelationsstudien blieben mehrere Fragestellungen bestehen: Beide
Arbeiten basieren ausschlieBlich auf ex-vivo-Versuchen mit Schweinehaut und meist kleinen
Stichprobenumfangen, die den Anforderungen der EMA-Leitlinie an in-vivo-Biodquivalenzstudien mit min. 12
gesunden Probanden nicht gentigen. Insbesondere fehlen systematische in-vivo-Daten mit humaner Haut in
ausreichender Probandenzahl, um die regulatorischen Vorgaben wirkungsvoll zu adressieren.

Gerade vor diesem Hintergrund gewinnt unser eigenes Projekt an Bedeutung: Durch die Durchfiihrung einer
in-vivo-Biodquivalenzstudie gemdall EMA-Leitlinien [2] mit definierten Messzeitpunkten und der
erforderlichen Probandenzahl konnten wir zeigen, dass CRS nicht nur ex-vivo, sondern auch in-vivo valide
Penetrationsprofile erfasst und Biodquivalenzanalysen ermdglicht. Diese Daten sind essentiell, um die
bisherigen ex-vivo-Belege in regulatorisch relevanten Kontext zu tberfihren und CRS als standardisierte,
nicht invasive Alternative zur klassischen TS-Methode zu etablieren. Insgesamt demonstrieren die
vorliegenden Studien den hohen methodischen Wert von CRS, aber auch die Notwendigkeit, die Methodik
im Rahmen reprdsentativer in-vivo-Biodquivalenzstudien weiter zu validieren - ein Ziel, das im eigenen
Projekt erfolgreich adressiert wurde.

6.4 Nico et al. zur Verbesserung der quantitativen CRS-Methodik

Das von Caspers etablierte Vorgehen bei der CRS-Kalibrierung zur quantitativen Bestimmung von
Wirkstoffkonzentrationen im SC [49] wurde durch die Publikation von Nico et al. [61] entscheidend erweitert.
Wahrend Caspers die grundsatzliche in-vivo-Quantifizierbarkeit von penetrierten Substanzen demonstrierte,
liefert Nico erstmals eine systematische Bestimmung von Nachweis- (LoD) und Bestimmungsgrenzen (LoQ)
fir topisch applizierte Wirk- und Hilfsstoffe unter regulatorisch relevanten Bedingungen. Fir in einer
Geratebibliothek hinterlegte Substanzen - wie im eingesetzten RiverD-System - stehen damit validierte
Detektionsgrenzen zur Verfligung. Dies erh6ht die quantitative Sicherheit, verbessert die Reproduzierbarkeit
und starkt die regulatorische Anschlussfahigkeit der CRS als nicht invasive, standardisierbare Alternative flr
dermale Biodquivalenzuntersuchungen.

6.5 Zusatzliche Studien zur CRS-Anwendung fiir Bioaquivalenzuntersuchungen

In den jlingsten Untersuchungen zur Anwendung der CRS fiir dermale Penetrations- und
Biodquivalenzuntersuchungen liefern mehrere Studien wichtige neue Erkenntnisse. Winn et al. [62] zeigten
in einer in-vivo-Studie mit Tranexamsaure, dass CRS die Wirkstoffpenetration zu verschiedenen
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Aufnahmezeitpunkten zuverlassig erfassen kann. Die Methode ermoglichte die quantitative Analyse der
Wirkstoffverteilung im SC und erwies sich als ausreichend empfindlich.

Iliopoulos et al. [63] erweiterten diese Erkenntnisse, indem sie die Biodquivalenz zweier kommerzieller
Ibuprofen-Gele untersuchten. Sowohl IVPT-Experimente mit finiter Dosierung als auch CRS-Analysen zeigten
vergleichbare Wirkstoffpermeation und Penetrationswerte im SC fiir 1 Stunde (uptake) und 2 Stunden nach
Applikation (clearence). Diese Ergebnisse bestéatigen die Eignung von CRS, quantitative Penetrationsprofile
zu liefern und topische Biodquivalenz in-vivo nachzuweisen. Allerdings wurde die Untersuchung leidglich mit
vier Probanden durchgefiihrt, was nicht den Anforderungen des EMA-Leitlinien-Studiendesigns entspricht
und auch der Grund dafilr war, dass die Biodquivalenz der Produkte nicht final bestatigt werden konnte.

Die Arbeiten von Zarmpi und Kollegen erweitern die Perspektive auf CRS weiter. In der ersten Publikation
[64] wurde CRS genutzt, um die Aufnahme und Clearance eines Modellpenetranten (4-Cyanophenol) in den
lebenden Epidermisschichten unterhalb des SC zu quantifizieren. Die Studie zeigte, dass normalisierte
Raman-Signale die Penetration bis 40-80 um in die Haut messen kdnnen und Unterschiede zwischen
verschiedenen Vehikeln erkennbar sind. Mit dem zugelassenen Dermatikum Crisaborol konnte die
Wirkstoffabgabe in die Hautschichten direkt unterhalb des SC nachgewiesen werden. Diese Arbeit
unterstreicht, dass CRS geeignet ist, lokale Verfiigbarkeit und potenziell Biodquivalenz nicht-invasiv zu
charakterisieren, wenn angemessene Korrekturverfahren fir die tiefenbedingte Signalabschwachung
angewendet werden.

In der zweiten Publikation [65] zeigten Zarmpi et al. mit Doxepin als Modellsubstanz, dass selbst bei
standardisierten ex-vivo-Schweinehaut Modellen statistische Methoden die Unsicherheiten nur teilweise
ausgleichen konnten. Fir die Zukunft betonen die Autor:innen daher die Notwendigkeit zusatzlicher,
insbesondere in-vivo erhobener Daten, um die zuvor beschriebenen Unsicherheiten weiter zu adressieren
und besser charakterisieren zu kénnen.

Schlieflich untersuchte Zarmpi et al. [66] die Anwendung von CRS zur Beurteilung der dermalen
Biodquivalenz Metronidazol-haltiger Formulierungen. Zwar war ein endgultiger Biodquivalenznachweis
zwischen den Produkten weiterhin nicht moglich, die Studie verdeutlicht jedoch, dass mit einem angemessen
gepowerten Studiendesign in-vivo-Bestatigungen vermutlich realisierbar sind. Gleichzeitig wird betont, dass
CRS als nicht-invasive und nicht-destruktive Methode regulatorisch relevante Daten liefern kann, die
Entwicklung und Optimierung neuer Formulierungen unterstiitzen und die Zulassung innovativer oder
generischer Produkte beschleunigen kdnnten.

Diese kumulativen Erkenntnisse bilden die Grundlage flir unsere eigene in-vivo-Studie mit Salicylsaure als
Wirkstoff. In dieser Studie konnten wir nun erstmals die dermale Biodquivalenz zwischen Test- und
Referenzprodukten erfolgreich nachweisen, unter Einsatz eines Studiendesigns, das den EMA-Leitlinien
entspricht. Damit bestdtigt unser Projekt die regulatorische Relevanz von CRS fiir die quantitative
Penetrationsanalyse und den Biodquivalenznachweis topischer Formulierungen, ganz im Sinne des Fazits von
Zarmpi et al. [66], dass CRS bei ausreichendem Studiendesign pivotale Daten liefern kann und zudem die
Ubertragbarkeit von ex-vivo-auf in-vivo Erkenntnisse méglich ist und damit die Zulassung generischer oder
optimierter Produkte beschleunigen kann.
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6.6 Alternative neuartige Methoden zur Untersuchung der dermalen Biodquivalenz

Neben der etablierten konfokalen Raman-Spektroskopie (CRS) wurden in den letzten Jahren aulRerdem
mehrere alternative Ansatze untersucht, um die Wirkstoffpenetration in die Haut zu quantifizieren und damit
Biodquivalenz topischer Formulierungen nachzuweisen. Diese Methoden koénnten in zukinftigen
Aktualisierungen der EMA-Leitlinie [2], dhnlich wie CRS und TS, als ergdnzende oder alternative Optionen
eingesetzt werden, um teure klinische Endpunktstudien zu ersetzen, abhangig von Komplexitdt der
Formulierung, dem Wirkort und der regulatorischen Fragestellung.

Neben Kuzma et al. [67] untersuchte auch lliopoulos die Biodquivalenz von Tazaroten-haltigen
Formulierungen mittels Stimulierter Raman-Streuungs-Methode (stimulated Raman scattering; SRS) an ex-
vivo Humanhaut. Obwohl Biodquivalenz zwischen den Produkten gezeigt werden konnte, wurde die
Methode noch nicht ausreichend etabliert: Es handelt sich um die erste Studie ihrer Art, jedoch mit ex-vivo
Hautproben. AuRerdem bedarf es laut Autor weiterer Validierungen Gber unterschiedliche Wirkstoffe und
Formulierungen hinweg. Der Gerateeinsatz ist deutlich aufwendiger als bei herkémmlicher CRS. Die Studie
zeigt jedoch die Machbarkeit und legt methodische Grundlagen fiir die zukinftige Implementierung von SRS
in dermalen Biodquivalenzuntersuchungen.

In der Studie von Moore et al. [68] wurde die Revers-lontophorese-Methode (RI) vergleichend mit der TS-
Methode eingesetzt, um die topische Wirkstoffverfligbarkeit fir Salicylsdure und Nikotin zu analysieren. Ex-
vivo-Experimente erfolgten an Schweinehaut Gber 24 h bzw. 8 h, wahrend in-vivo-Messungen am Menschen
fur 4 h durchgefiihrt wurden. Die Methode erlaubt die Untersuchung der Wirkstoffpenetration sowohl im
Stratum corneum als auch im tieferen lebendigen Hautgewebe. Rl zeigt damit groBes Potenzial flr die
Quantifizierung dermaler Bioverflgbarkeit, ist aber bislang nicht standardisiert und bendtigt weitere
Validierungen, bevor sie fiir regulatorische Zwecke eingesetzt werden kann.

Tiffner et al. [69] zeigten, dass die Open Flow Mikroperfusion (OFM) Wirkstoffkonzentrationen direkt in
tieferen Hautschichten, insbesondere der Dermis, messen kann, beispielhaft demonstriert an Lidocain- und
Prilocain-Produkten. Die Methode konnte in der Humanstudie mit 20 Probanden die Biodquivalenz topischer
Produkte nachweisen, ist jedoch invasiv und damit fir Probanden unangenehm. OFM bietet Potenzial fur
zukinftige Studien, ist aber derzeit nur eingeschrankt praxisnah fiir routinemaRige Biodquivalenzprifungen
geeignet. Dies liegt insbesondere an der bislang begrenzten Anzahl vergleichender Studien, der als relativ
hoch einzustufenden Invasivitat sowie der derzeit noch fehlenden regulatorischen Anerkennung der
Methode.

Diese alternativen Ansdtze ergdnzen CRS und TS und wirden das methodische Spektrum fiir dermale
Biodquivalenzuntersuchungen erweitern. Jede Methode hat spezifische Starken: SRS und CRS erlauben
hochauflésende, nicht-invasive Quantifizierung der Wirkstoffpenetration; Rl kann Wirkstoffdisposition in
tieferen Hautabschnitten (iber die Zeit messen, wahrend OFM direkte Konzentrationsmessungen in der
Dermis ermoglicht. Einschrankungen bestehen jeweils in der Probandenzahl, Standardisierung, technischen
Komplexitdt oder invasiven Charakter. In zukiinftigen EMA-Leitlinien kdnnten solche Methoden situativ als
Surrogat fir teure klinische Endpunktstudien genutzt werden, insbesondere bei Formulierungen, bei denen
in-vitro-Tests allein nicht ausreichend sind.
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7. Fazit

Die im Rahmen des IGF-Projekts mit der Nr.: 22947 N/1 durchgeflihrten Arbeiten leisten einen wesentlichen
Beitrag zum aktuellen Stand von Wissenschaft und Technik im Bereich der dermalen Biodquivalenzprifung.
Die im Voraus geplanten Arbeitspakete wurden alle bearbeitet und das (bergeordnete Ziel des
Forschungsprojektes mit dem Thema ,,Nachweis der Eignung der konfokalen Raman-Mikrospektroskopie zur
Durchfiihrung von Biodquivalenzuntersuchungen von Dermatika“ konnte erreicht werden:

Aufbauend auf den umfangreichen Vorarbeiten der eigenen und internationaler Forschungsgruppen konnte
im Projekt ein entscheidender nachster Schritt realisiert werden: Erstmals wurde eine in-vivo-Humanstudie
publiziert, in der unter EMA-konformen Bedingungen und mit einer ausreichenden Anzahl gesunder
Probanden die dermale Bioaquivalenz mittels konfokaler Raman-Spektroskopie gezeigt werden konnte [48].
Damit wird die bislang Gberwiegend ex-vivo oder explorativ untersuchte Methodik in einen klar regulatorisch
relevanten Kontext tiberfiihrt. Besonders bedeutsam ist der direkte Vergleich zwischen TS und CRS fiir die
Wirkstoffe Salicylsdure und Diclofenac. In beiden Fillen zeigte sich eine sehr gute Ubereinstimmung
hinsichtlich der quantifizierten Wirkstoffmengen im SC sowie in der daraus abgeleiteten
Biodquivalenzbewertung. Diese Ergebnisse bestatigen nicht nur die quantitative Leistungsfahigkeit von CRS,
sondern auch deren Vergleichbarkeit mit der derzeit regulatorisch akzeptierten Referenzmethode.
Gleichzeitig unterstreichen die Ergebnisse das Potenzial von CRS als nicht-invasive, ressourcenschonende und
hochauflésende Methode zur Bestimmung der Wirkstoffverteilung im SC [58]. Im Vergleich zum etablierten
TS kann CRS eine hohere Standardisierbarkeit [57] sowie eine effizientere Datenerhebung erméglichen,
sofern der jeweilige Wirkstoff Raman-aktive Eigenschaften besitzt. Darliber hinaus kdnnte der Einsatz von
CRS perspektivisch dazu beitragen, kostenintensive klinische Wirksamkeitsstudien mit haufig schwer
quantifizierbaren Endpunkten bei der Biodquivalenzbewertung topischer Arzneimittel zu reduzieren [70-72].
Vor dem Hintergrund der zahlreichen internationalen Publikationen, die in den vergangenen Jahren die
methodische Validitat, die quantitative Auswertbarkeit und die Anwendbarkeit von CRS fiir unterschiedliche
Wirkstoffe aufgezeigt haben, gewinnen die hier erzielten Ergebnisse besondere Relevanz. Wahrend friihere
Arbeiten die wissenschaftliche Machbarkeit Gberzeugend belegt haben, fehlte bislang der formale Nachweis
in einem EMA-konformen in-vivo-Studiendesign mit ausreichend gesunden menschlichen Probanden und
entsprechender Biodquivalenzbewertung. Diese Liicke konnte nun geschlossen werden.

Insgesamt tragen die durchgefiihrten Untersuchungen wesentlich dazu bei, CRS nicht nur als innovatives
Forschungswerkzeug, sondern als realistische Option fir regulatorische Biodquivalenzstudien zu
positionieren. Vor dem Hintergrund der aktuellen EMA-Leitlinie [2] und des wachsenden Interesses der
Industrie an alternativen, standardisierbaren und nicht-invasiven Methoden erscheint eine zukinftige
regulatorische Berlicksichtigung der CRS-Methode deutlich wahrscheinlicher als noch vor wenigen Jahren.
Kleine und mittelstandische Unternehmen kdnnten bei Aufnahme der CRS-Methode in eine zukiinftige
aktualisierte Leitlinie aufgrund ihrer vergleichsweise guten Standardisierbarkeit kostenglinstiger
biodquivalente Dermatika zur Zulassung bringen und damit zu einer finanziellen Entlastung der
Gesundheitssysteme beitragen.
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8. Verwendung der Zuwendung

Im Folgenden werden die im Rahmen der Zuwendung angefallenen und finanzierten Ausgaben entsprechend
des Finanzierungsplans aufgelistet:

e fiir Personenmonate des wissenschaftlich-technischen Personals gemal’ Beleg liber Beschaftigungszeiten
(Einzelansatz A.1 des Finanzierungsplans): 16 PM

o fiir Leistungen Dritter (Einzelansatz C des Finanzierungsplans), in-vivo Raman-Messungen

Alle aus der Zuwendung finanzierten Ausgaben wurden zielgerichtet eingesetzt, um die Durchfiihrung, das
erfolgreiche Gelingen sowie den Abschluss des IGF-Projekts mit der Nr.22947 N/1 und dem Thema
,Nachweis der Eignung der konfokalen Raman-Mikrospektroskopie zur Durchfiihrung von
Biodquivalenzuntersuchungen von Dermatika” sicherzustellen und die im Projekt definierten
wissenschaftlichen und technischen Ziele zu erreichen.
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9. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Im Rahmen des IGF-Vorhabens Nr. 22947 N/1 mit dem Titel ,Nachweis der Eighung der konfokalen Raman-
Mikrospektroskopie zur Durchflihrung von Biodquivalenzuntersuchungen von Dermatika“ wurden die
geplanten Arbeiten in Anlehnung an den Projektantrag durchgefiihrt und innerhalb des vorgesehenen
Zeitrahmens abgeschlossen. Die durchgefiihrten Untersuchungen waren sowohl notwendig als auch in
Umfang und Methodik angemessen, um die bestehende wissenschaftliche und regulatorische Liicke zu
schlieRen.

Ausgangspunkt des Projektes war die Situation, dass trotz zahlreicher internationaler Publikationen zur
methodischen Validitdt und quantitativen Auswertbarkeit der konfokalen Raman-Mikrospektroskopie (CRS)
bislang keine pivotalen Daten vorlagen, die den regulatorischen Anforderungen der EMA entsprechen.
Insbesondere fehlte der formale Nachweis in einem strikt EMA-konformen in-vivo-Studiendesign mit einer
ausreichenden Anzahl gesunder Probanden sowie einer systematischen Biodquivalenzbewertung. Vor
diesem Hintergrund bestand ein klarer Bedarf, die wissenschaftlich bereits vielversprechende Methode in
einen regulatorisch belastbaren Kontext zu iberfiihren. Ohne solche Daten ist eine zukiinftige Aufnahme der
CRS-Methode in eine aktualisierte EMA-Leitlinie nicht realistisch.

Parallel dazu ist die Relevanz des Themas durch die seit April 2025 geltende EMA-Leitlinie [2] weiter
gestiegen. Mit der Anerkennung der TS-Methode als Alternative zu klinischen Endpunktstudien wurde ein
wichtiger Schritt hin zu standardisierbaren und weniger aufwandigen und ressourcenschonenden
Biodquivalenznachweisen vollzogen. Die CRS-Methode ist jedoch aufgrund der bislang begrenzten Datenlage
weiterhin lediglich unterstiitzend vorgesehen. Genau hier setzte das Projekt an.

Die CRS-Ergebnisse wurden systematisch mit den parallel erhobenen TS-Daten als Goldstandard verglichen,
wodurch die Eignung der Methode auch quantitativ belegt werden konnte. Die Untersuchungen umfassten
ex-vivo-Studien an Schweine- und Humanhaut sowie eine in-vivo-Studie an gesunden Probanden. Fir
Salicylsaure wurde ein Testprodukt mittels Reverse-Engineering entwickelt; fiir beide Wirkstoffe (Salicylsdure
und Diclofenac) konnte an identischen Hautproben Biodquivalenz gezeigt und die diskriminatorische
Aussagekraft der Methode bestatigt werden.

Ein wesentlicher Meilenstein war die EMA-konforme in-vivo-Humanstudie zur Bioaquivalenz von
Salicylsaure-haltigen Kosmetika, mit der erstmals systematische und regulatorisch verwertbare Daten in
einem entsprechenden Studiendesign generiert wurden [48].

Zusammenfassend war die geleistete Arbeit notwendig, um die Diskrepanz zwischen wissenschaftlicher
Machbarkeit und regulatorischer Anerkennung zu Uberbricken. Sie war angemessen, da samtliche
methodischen Schritte, d.h. von der Etablierung des Goldstandards (iber die Validierung der neuartigen CRS-
Methode an verschiedenen Hautmodellen und mit zwei Wirkstoffen bis hin zur EMA-konformen in-vivo-
Studie, konsequent auf das Ubergeordnete Ziel (Nachweis der Eignung der CRS-Methode) ausgerichtet

waren.

Die Arbeiten wurden wie im Projektantrag dargelegt durchgefiihrt und lagen im vorgesehenen Zeitplan. Die
Arbeiten waren notwendig und angemessen.
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10. Darstellung des wissenschaftlich-technischen und wirtschaftlichen
Nutzens der erzielten Ergebnisse insbesondere fiir KMU sowie ihres
innovativen Beitrags und ihrer industriellen Anwendungsmaoglichkeiten

Die im Rahmen des IGF-Vorhabens Nr. 22947 N/1 erzielten Ergebnisse besitzen sowohl wissenschaftlich-
technisch als auch wirtschaftlich eine hohe Relevanz. Erstmals konnte die CRS-Methode in einem strikt EMA-
konformen Studiendesign mit in-vivo-Probanden systematisch untersucht und im direkten Vergleich mit der
Tape-Stripping-Methode als Goldstandard bewertet werden. Damit wurde eine bislang bestehende
regulatorische Licke geschlossen: Wahrend die CRS-Methode in der Literatur vielfach als wissenschaftlich
valide beschrieben wurde, fehlten bislang pivotal erhobene, regulatorisch belastbare Daten. Durch die im
Projekt generierten Ergebnisse wurde die Grundlage geschaffen, CRS kinftig nicht nur als
Forschungsinstrument, sondern als potenziell regulatorisch einsetzbare Methode zur dermalen
Biodquivalenzprifung zu positionieren.

Der innovative Beitrag des Projektes liegt insbesondere in der Uberfilhrung einer etablierten analytischen
Technologie in einen regulatorisch relevanten Anwendungskontext. Es handelt sich dabei um eine
Schrittinnovation im Bereich der Analytik, die geeignet ist, bestehende Entwicklungs- und
Zulassungsprozesse fir Dermatika perspektivisch effizienter, standardisierbarer und weniger invasiv zu
gestalten. Die erfolgreiche Validierung an Human- und Schweinehaut als geeignete Hautmodelle, die
Untersuchung zweier Wirkstoffe (Salicylsdure und Diclofenac) sowie die Durchfiihrung einer EMA-konformen
in-vivo-Studie [48] stellen wesentliche Meilensteine dar und erhdohen die industrielle Anschlussfahigkeit der
Methode deutlich.

Die wirtschaftliche Bedeutung fiir kleine und mittlere Unternehmen (KMU) ist vor dem Hintergrund der
Marktsituation besonders hervorzuheben: Der weltweite Umsatz der pharmazeutischen Industrie wird auf
115,24 Mrd. USD beziffert [3], wovon 13,8 Mrd. USD auf Dermatika entfallen [4]. Der deutsche Pharmamarkt
erreichte 2020 ein Volumen von 49,5 Mrd. Euro; Deutschland liegt damit international auf Rang vier hinter
den USA, China und Japan [5]. Die deutsche pharmazeutische Industrie produzierte 2019 Waren im Wert von
31,1 Mrd. Euro [7]. Trotz riicklaufiger Tendenz sind weiterhin rund 67 % der pharmazeutischen Unternehmen
in Deutschland dem KMU-Sektor zuzuordnen [8].

Gerade diese mittelstandischen Unternehmen stehen laut Bundesverband der Pharmazeutischen Industrie
(BPl) unter erheblichem Wettbewerbs- und Regulierungsdruck. Sie behaupten sich haufig durch
Spezialisierung auf Nischenmarkte und bestimmte Indikationsgebiete - hierzu zdhlen auch Dermatika - sowie
durch gezielte Schrittinnovationen [9, 10]. Die im Projekt etablierte CRS-Methodik bietet hier konkrete
Ansatzpunkte: Unternehmen koénnen auf validierte Protokolle, publizierte Daten und etablierte
Vergleichsmalstabe (insbesondere den Abgleich mit der Tape-Stripping-Methode) zuriickgreifen.

Dies ermoglicht es, Entwicklungsprojekte - sowohl Neuentwicklungen als auch Weiterentwicklungen
bestehender Produkte - effizienter zu gestalten und friihzeitig belastbare Penetrationsdaten zu generieren.

Insbesondere im Kontext der aktuellen EMA-Leitlinie zur Aquivalenz und Qualitit kutaner Produkte [2] und
der wachsenden regulatorischen Diskussion um alternative, nicht-invasive Methoden ist mit einem
anhaltend steigenden Interesse an CRS-basierten Untersuchungen zu rechnen. Tatsachlich erreichen uns seit
der Publikation unserer in-vivo-Studie vermehrt Anfragen aus der pharmazeutischen Industrie betreffend der
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Durchfiihrung von CRS-Biodquivalenzuntersuchungen. Sollte die Methode kiinftig regulatorisch breiter
anerkannt werden, konnten KMU bioaquivalente Dermatika potenziell kostenglinstiger entwickeln und zur
Zulassung bringen. Dies wirde nicht nur ihre Wettbewerbsfihigkeit starken, sondern mittel- bis langfristig
auch zu einer Entlastung der Gesundheitssysteme beitragen.

Darliber hinaus ergeben sich industrielle Anwendungsmoglichkeiten auch fir Unternehmen der
Kosmetikindustrie, die die Penetration kosmetisch aktiver Substanzen wissenschaftlich belegen moéchten.
Ebenso profitieren spezialisierte Auftragslabore: Da die Anschaffung und Etablierung eines konfokalen
Raman-Mikroskops mit hohen Investitionen verbunden ist, werden viele KMU entsprechende
Untersuchungen extern vergeben. Die im Projekt entwickelten und publizierten Versuchsprotokolle sowie
Validierungsdaten erleichtern diesen Laboren die Implementierung der Methode und schaffen eine
belastbare Grundlage fiir Dienstleistungsangebote im Bereich dermaler Penetrations- und
Biodquivalenzstudien.

Insgesamt leisten die Projektergebnisse damit einen substanziellen Beitrag zur methodischen
Weiterentwicklung regulatorisch relevanter Analytik, starken die Innovationsfahigkeit insbesondere kleiner
und mittelstandischer Unternehmen und eréffnen konkrete industrielle Anwendungsperspektiven in
Pharma- und Kosmetikindustrie.
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11. Wissenstransfer in die Wirtschaft

Nachstehend sind samtliche Aktivitditen aufgefiihrt, die (ber die turnusmaRigen halbjahrlichen
Projektausschusssitzungen sowie die Zwischen- und Jahresberichte hinaus dazu beigetragen haben, die im
Projekt erzielten Ergebnisse im Rahmen des IGF Vorhabens Nr.: 22947 N/1 in die Wirtschaft und die
Offentlichkeit zu tragen:

11.1 Konferenzen

Die Ergebnisse wurden/werden auf mehreren internationalen Kongressen in Form von Postern und
Vortragen prasentiert. Zu den Teilnehmenden zdhlten neben fiihrenden Wissenschaftlerinnen und
Wissenschaftlern auf diesem Forschungsgebiet insbesondere Vertreterinnen und Vertreter kleiner und
mittelstandischer Unternehmen aus der Pharma- und Kosmetikindustrie:

e 10/2023: DPhG-Jahrestagung, Tibingen - Posterbeitrag: Application of confocal Raman spectroscopy
(CRS) for bioequivalence studies of topical products

e 06/2024: 19th SkinForum - Annual Meeting, London, 06/2024 - Posterbeitrag: Feasibility of Confocal
Raman Spectroscopy (CRS) for Penetration and Bioequivalence Studies of Topical Products

e 06/2025: 20th SkinForum - Annual Meeting, Berlin - Posterbeitrag & Prasentation: A Pivotal, Dermal,
In-Vivo Bioequivalence Study performed by Confocal Raman Spectroscopy (CRS)

(Best Oral Presentation Award)

e 09/2025: 26. GD-Jahrestagung, Tubingen - Posterbeitrag & Prasentation: Confocal Raman
Spectroscopy (CRS) as a Key Method: Proof of Suitability for Dermal In-Vivo Bioequivalence Studies

(Hans-Christian-Korting-Nachwuchspreis fiir Dermopharmazie)

e 02/2026: 1st APV EEC, Frankfurt - Prasentation: Confocal Raman Microscopy (CRM) for
Characterization of Cutaneous Emulsions and Semisolids

(Invited Speaker)

e 03/2026: 15th PBP World Meeting on Pharmaceutics, Biopharmaceutics and Pharmaceutical
Technology, Prag - Posterbeitrag: Demonstrating the Regulatory Suitability of Confocal Raman
Spectroscopy (CRS) for In-Vivo Bioequivalence Studies of Topical Products

Vorgesehene Konferenzen:

e 06/2026: 21st SkinForum - Annual Meeting, Malmé — Zwei Posterbeitrdge: Advancing Confocal
Raman Spectroscopy-Based Assessment of Dermal Bioequivalence: Insights from Two Skin Models in
Ex-Vivo Experiments with Salicylic Acid & Ex-Vivo Diclofenac Studies Strengthen CRS-Based Dermal
Bioequivalence Assessment

e (09/2026: 27. GD-Jahrestagung, Berlin

Seite 61 Schlussbericht zu dem IGF-Vorhaben Nr.: 22947 N/1



INDUSTRIELLE O r

GEMEINSCHAFTSFORSCHUNG

11.2 Publikationen

11.2.1 In Fachzeitschriften

Die zentralen und richtungsweisenden Ergebnisse des Projekts, die den wesentlichen Teil des geplanten
Projektziels, namlich die Durchfiihrung einer in-vivo Biodquivalenzstudie unter Anwendung der neuartigen
CRS-Methode, betreffen, wurden bereits publiziert [48]. Die veroffentlichten Daten belegen die Eignung der
Methode und stellen zugleich die ersten Ergebnisse dieser Art dar, die im Einklang mit der seit April 2025
geltenden ,,Guideline on Quality and Equivalence of Locally Applied, Locally Acting Cutaneous Products” der
EMA [2] durchgeflihrt wurden.

Diese publizierten Daten und Methoden kénnen von der Industrie zur Charakterisierung sowie zur
Entwicklung bioaquivalenter Dermatika genutzt werden und somit zur finanziellen Entlastung des
Gesundheitssystems beitragen. Im Falle einer Aufnahme der Methode in die nachste Leitlinie konnte deren
Anwendung zudem im Rahmen von Zulassungsverfahren regulatorische Relevanz erlangen.

J. Link, C. Heusel, D.J. Lunter: A pivotal, dermal, in-vivo bioequivalence study performed by confocal Raman
spectroscopy (CRS), European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, Volume 217, December 2025,
https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2025.114891.

Weitere Publikationen, in denen die im Rahmen des Projekts gewonnenen erganzenden Daten aufgearbeitet
und dargestellt werden, befinden sich in Planung.

11.2.2 Weitere Veroffentlichungen

J. Link, D. Lunter: Feasibility of confocal Raman spectroscopy (CRS) for penetration and bioequivalence
studies of topical products, Poster Abstract Book, 19th SkinForum - Annual Meeting, London, UK, 2024.

J. Link, C. Heusel, D. Lunter: Konfokale Raman-Spektroskopie (CRS) als Schliisselmethode - Nachweis der
Eignung flr dermale In-vivo-Biodquivalenzstudien, Abstractband der 26. GD-Jahrestagung, Tlbingen,
Deutschland, 2025.
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12. Plan zum Ergebnistransfer in die Wirtschaft

12.1 Durchgefiihrte TransfermaBnahmen (vom Projektstart bis zum Projektende)

Die fiur den Ergebnistransfer relevanten MaBnahmen wahrend des Vorhabens in Anlehnung an den mit den
Antrag eingereichten Plan umfassen die in Tab. 4 aufgefiihrten MaRBnahmen und wurden wie folgt

durchgefihrt:

Tab. 4 Bearbeiteter Ergebnistransfer in die Wirtschaft wéhrend des Vorhabens.

Anforderungen seitens der KMU

Diskussion mit den im PA
vertretenen KMU

MaRnahme Ziel Ort/Rahmen Zeitraum/Datum

FAH Internetseite Vorstellung von Projekt und Projektvorstellung fir die | Laufend ab
Ergebnissen Offentlichkeit Projektstart

FAH Geschaftsbericht Vorstellung von Projekt und Projektvorstellung fir die | Laufend ab
Ergebnissen FAH-Mitglieder Projektstart

1. PA-Sitzung Vorstellung der Projektziele, Online 2. Quartal 2023

(Starttreffen) Formulierung von Wiinschen und 20.06.2023

DPhG-Jahrestagung,

Vorstellung der Ergebnisse auf

Posterbeitrag

3. Quartal 2023

Zwischenergebnisse, weitere
Versuchsplanung in Abstimmung
mit den KMU, Fiihrung durch die
Forschungsraumlichkeiten,
Mittagessen mit Austausch

Pharmazie, Tubingen

Diskussion mit den im PA
vertretenen KMU

Tlbingen einem Kongress, der Tubingen 07.-10.10.2023

(Deutsche Pharmazeuten und die

Pharmazeutische pharmazeutische Industrie

Gesellschaft) zusammenbringt.

2. PA-Sitzung Vorstellung der Online 4. Quartal 2023
Zwischenergebnisse, weitere 13.12.2023
Versuchsplanung in Abstimmung | Diskussion mit den im PA
mit den KMU vertretenen KMU

3. PA. -Sitzung Vorstellung der Vor Ort, Institut fur 2. Quartal 2024

04.06.2024

19th SkinForum -

Vorstellung der Ergebnisse auf

Posterbeitrag

2. Quartal 2024

Zwischenergebnisse, weitere
Versuchsplanung in Abstimmung
mit den KMU

Diskussion mit den im PA
vertretenen KMU

Annual Meeting, einem Kongress, Pharmazeuten, London 25.-26.06.2024
London Dermatologen und

dermatologisch orientierte

pharmazeutische Industrie

zusammenbringt.
4. PA. -Sitzung Vorstellung der Online 4. Quartal 2024

09.12.2024

20th SkinForum -
Annual Meeting, Berlin

Vorstellung der Ergebnisse auf
einem Kongress, Pharmazeuten,
Dermatologen und

Vortrag & Posterbeitrag
Berlin

2. Quartal 2025
24. - 25.06.2025

dermatologisch orientierte Pramierung
pharmazeutische Industrie
zusammenbringt.
5. PA. -Sitzung Vorstellung der Online 3. Quartal 2025
Zwischenergebnisse, weitere 09.07.2025
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Versuchsplanung in Abstimmung | Diskussion mit den im PA

mit den KMU vertretenen KMU
26. GD-Jahrestagung Vorstellung der Ergebnisse auf Vortrag & Posterbeitrag 3. Quartal 2025
(Gesellschaft fir einem Kongress, der Tlbingen 24. - 25.09.2025
Dermopharmazie) Pharmazeuten, Juristen,

Dermatologen und Pramierung

dermatologisch orientierte
pharmazeutische sowie
kosmetische Industrie
zusammenbringt.
Publikation Darstellung der Ergebnisse “A Fachzeitschrift: EJPB 4. Quartal 2025
pivotal, dermal, in-vivo (European Journal of 10.10.2025
bioequivalence study performed Pharmaceutics and
by confocal Raman spectroscopy | Biopharmaceutics)
(CRS)” zur durchgefiihrten in-vivo
Humanstudie mit dem zentralen
Nachweis der Eignung der CRS-

Methode

6. PA. -Sitzung AbschlieRende Vorstellung und Vor Ort, Institut fur 4. Quartal 2025
Zusammenfassung der Pharmazie, Tibingen 17.12.2025
Projektergebnisse, weitere
Diskussion und Diskussion mit den im PA
Interessensgesprache mit KMU, vertretenen KMU
Update zur FAH, Vortrage zur
durchfiihrenden

Forschungsgruppe, Mittagessen
mit Austausch

1st APV EEC (Emulsions | Vorstellung der Ergebnisse auf Vortrag 1. Quartal 2026
Expert Conference), einem Kongress, Pharmazeuten, Frankfurt 25.-26.02.2026
Frankfurt Dermatologen und

dermatologisch orientierte
pharmazeutische sowie
kosmetische Industrie
zusammenbringt.

15th PBP  World | Vorstellung der Ergebnisse auf Posterbeitrag 1. Quartal 2026
Meeting on | einem groRen internationalen Prag 23.-26.03.2026
Pharmaceutics, Kongress, der Pharmazeuten und

Biopharmaceutics die pharmazeutische Industrie

and Pharmaceutical | ;s aller Welt zusammenbringt.

Technology,

Prag

Die PA-Sitzungen wurden durch erstellte Ergebnisnotizen sowie durch Zwischen- und Jahresberichte
komplementiert.
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12.2 Geplante TransfermaBnahmen (nach Projektende)

Die flr den Ergebnistransfer relevanten MaRRnahmen nach Abschluss des Vorhabens sind in Tab. 5 aufgefiihrt
und werden wie geplant durchgefiihrt werden. Zwei Publikationen, deren Einreichung urspriinglich wahrend
der Projektlaufzeit geplant waren, werden in Kiirze, d.h. kurz nach Ende der Projektlaufzeit eingereicht. Die
Publikation zur in-vivo-Untersuchung der Biodquivalenz mittels CRS, die urspriinglich nach Ende des
Projektzeitraums geplant war, wurde innerhalb des Projektzeitraums publiziert. Alle geplanten Publikationen
werden somit eingereicht werden. Es hat sich ausschlieBlich die Reihenfolge der Einreichung gedandert.

Tab. 5 Fortgeschriebener Ergebnistransfer in die Wirtschaft nach Abschluss des Vorhabens.

MaBnahme

Ziel

Ort/Rahmen

Zeitraum/Datum

FAH Internetseite

Vorstellung von Projekt und
Schlussbericht

Projektvorstellung fir die
Offentlichkeit

Nach Abschluss

akademische Lehre

zur Untersuchung der
Hautpenetration und dermaler
Bioaquivalenz per CRS-Methode

Pharmaceutical
Sciences and
Technologies

Uni Tlibingen Vorstellung von Projekt und Projektvorstellung fiir die | Nach Abschluss
Internetseite Schlussbericht Offentlichkeit
Einbindung in Darstellung der Méglichkeiten Masterstudiengang Kontinuierlich seit

Projektstart

Publikation

Darstellung der innerhalb des
Projektes erhobenen ex-vivo
Daten zu
Biodquivalenzbestimmung
mittels ex-vivo Permeations-,
und
Penetrationsuntersuchungen:
Vergleich konventioneller und
CRS-Ergebnisse am Beispiel
von Diclofenac-haltigen
Fertigarzneimittel

Fachzeitschriften z.B.
EJPS, SPP, JRS, JCR,
EJPB, Pharmind

Q2 2026

Publikation

Darstellung der Ergebnisse
mittels ex-vivo Permeations-,
und
Penetrationsuntersuchungen:
Vergleich konventioneller und
CRS-Ergebnisse am Beispiel
von Salicylsdure-haltigen
Produkten

Q3 2026

Zusatzliche
Publikationen

Darstellung der innerhalb des
Projektes erhobenen ex-vivo
Daten zum Reverse-Engineering
der Salicylsdure-haltigen
Formulierung einschlieBlich der
Untersuchung der
Penetrationsfaktoren

Fachzeitschriften z.B.
EJPS, SPP, JRS, JCR,
EJPB, Pharmind

Q2 2026

SkinForum

Die weiterfiihrenden generierten
Ergebnisse sollen zusatzlich auf

Poster oder Vortrag

Malmo

Q2 2026
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dem 21st SkinForum (Malma)
prasentiert werden

GD-Jahrestagung

Die weiterfiihrenden generierten
Ergebnisse sollen zusatzlich bei
der 27. GD-Jahrestagung (Berlin)
prasentiert werden

Poster oder Vortrag Q3 2026

Berlin

Durchfiihrung einer in-
vivo Korrelationsstudie

Nachstellung der im Projekt
durchgefiihrten Humanstudie,
um die Reproduzierbarkeit der
Biodquivalenz-Daten und die
Eignung der CRS-Methode weiter
zu etablieren.

Auch diese Daten sollen
publiziert werden.

Universitat Wien 09/10 2026

EMA-Anfrage fur
CHMP-Empfehlung

Durch weitere Folgestudien in enger Absprache mit dem ausstehend
CHMP-Ausschuss konnte bei ausreichender Datenlage eine
CHMP-Empfehlung fir die Aufnahme der neuartigen CRS-
Methode in die zukinftige Leitlinienaktualisierung
angestoflen werden. Mit einer entsprechenden Aufnahme in
die Leitlinie stiinde KMU kiinftig eine wissenschaftlich
validierte und regulatorisch anerkannte Methode zur
Verfligung, um die Generikazulassung von Dermatika zu

vereinfachen.

FAH homepage

Einbindung des Schlussberichts

Q2 2026
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13. Einschatzung der Realisierbarkeit

Die Durchfuhrbarkeit des vorgesehenen Transferkonzepts wird als sehr gut eingeschéatzt. Die vorgesehenen
drei Publikationen werden voraussichtlich um weitere erganzt. Die geplanten Publikationen zu den
erhobenen ex-vivo Ergebnissen stellen eine belastbare Grundlage fiir die weitere wissenschaftliche und
regulatorische Etablierung der Methode dar.

Darliber hinaus ist eine methodisch identische Wiederholung der in-vivo-Studie mit Salicylsdure gemeinsam
mit der Universitat Wien im Sinne einer Korrelationsstudie geplant. Diese Untersuchung ist regulatorisch von
besonderem Interesse, da sie die Reproduzierbarkeit, Robustheit und die Ubertragbarkeit der Methode
weiter absichern und somit die Evidenzbasis fiir eine mogliche regulatorische Anerkennung starken soll. Auch
diese Ergebnisse sind zur Publikation vorgesehen.

Aufbauend auf der dann erweiterten Datenlage kann perspektivisch eine Anfrage bei der EMA mit dem Ziel
einer CHMP-Empfehlung zur zukiinftigen Bericksichtigung der CRS-Methode einer nachfolgenden
Aktualisierung der Leitlinie gestellt werden. Mit einer entsprechenden Aufnahme in die Leitlinie stiinde KMU
kiinftig eine wissenschaftlich validierte und regulatorisch anerkannte Methode zur Verfliigung, um die
Generikazulassung von Dermatika zu vereinfachen. Die wissenschaftliche Grundlage hierfiir wird aufgrund
der bereits generierten und geplanten Daten als tragfahig eingeschatzt. Fir die formale Umsetzung dieses
regulatorischen Schrittes sind jedoch zusatzliche Folgestudien sowie eine enge Abstimmung mit den
zustandigen EMA-Vertretern erforderlich. Aufgrund des damit verbundenen organisatorischen und vor allem
auch finanziellen Aufwands wird die Einbindung geeigneter Kooperationspartner als sinnvoll und
wahrscheinlich notwendig angesehen.
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