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REFERAT

Referat

Bei topisch applizierten Arzneimitteln mit Gberwiegend lokaler Wirkung auf die Haut oder
Schleimhaut gibt es aktuell noch keine verbindlichen regulatorischen Vorschriften,
aufgrund derer die Durchfiihrung einer klinischen Studie zur therapeutischen Aquivalenz
zwischen Originator und Innovator flr die Zulassung eines Generikums ersetzt werden
kann.

In der vorliegenden Arbeit wird eine zweistufige praklinische Validierungsstrategie
vorgestellt, welche am Beispiel von zwei topischen, konzentrationsgleichen Lidocain-
haltigen  Arzneimitteln ~ mit  &hnlicher = Zusammensetzung der  Hilfsstoffe
Aquivalenznachweise auf pharmakokinetischer Ebene und zur Vertraglichkeit an
validierten Modellen untersucht.

Dabei wurde an gesunder und artifiziell geschadigter ex-vivo Humanhaut das
Penetrationsprofil des Wirkstoffs Lidocain im Franz’schen Diffusions-Modell und die
lokale Toxizitat im HET-CAM-Modell vergleichend ermittelt. Beide Priifpraparate zeigten
dabei im direkten Vergleich nahezu identische Werte, die als Aquivalenznachweis
interpretiert werden kénnen.

Auf Grund dieser Ergebnisse wird vorgeschlagen, diese Validierungsstrategie als Ersatz
fir therapeutische Aquivalenzstudien, zumindest fiir Lidocain-haltige Praparationen, als
alternativen Nachweis der Bioaquivalenz anzuerkennen, um Klinische Prifung zu

vermeiden, Kosten zu sparen und generische Zulassungsverfahren zu beschleunigen.

Juha, Bianca Yasmin: Praklinische Untersuchungen zur kutanen Bioaquivalenz
topischer Praparate am Beispiel Lidocain-haltiger Sprays. Halle, Univ., Med. Fak.,
Diss., 65 Seiten, 2018
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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Grundlagen der Pharmakologie topischer Préaparate

Mit dem Begriff Topikum (nach griechisch topos = Ort) werden Arzneimittel zur lokalen
Anwendung bezeichnet, also solche Arzneimittel, die lokal appliziert werden und
annahmegeman ihren Wirkort am Applikationsort haben (European Medicines Agency,
1996). Dies findet z.B. bei Opthalmologika, vor allem aber bei Dermatologika
Anwendung. Im Vergleich zu oral applizierten Praparaten entstehen bei topisch
applizierten Arzneimitteln Besonderheiten:

Einerseits erreichen sie ihren Ziel-Wirkort meist nicht Uber den Blutkreislauf, also
systemisch, sondern lokal, sodass sich Besonderheiten hinsichtlich der Bioverfligbarkeit
ergeben. Andererseits muss durch den direkten Kontakt mit der Haut ein besonderes
Augenmerk auf die lokale Toxizitat gelegt werden. Beide Besonderheiten werden im
Folgenden naher betrachtet.

1.1.1 Kutane Bioverfiigbarkeit

Die in dieser Arbeit primér betrachteten topischen Dermatologika sind so konzipiert, dass
sie nach Auftragen auf die Hautoberflache eine lokale Wirkung in der (erkrankten) Haut
erzeugen.

Das Ziel ist daher, die Wirkstoffkonzentration in der Haut — also die kutan verfligbare
Wirkstoffmenge - zu maximieren, die systemische Aufnahme des Wirkstoffes aber zu
minimieren (Herkenne et al., 2008) - denn die systemische Verfligbarkeit tragt nicht zur
Wirksamkeit bei, kann aber zu Nebenwirkungen flhren.

Zur Ermittlung der lokalen Bioverfligbarkeit gibt es verschiedene Verfahren. Einerseits
kann die Ermittlung in vivo an Tieren oder an Menschenhaut erfolgen, andererseits
stehen aber auch verschiedene in vitro-Methoden zur Verfigung. Diese Methoden

werden in den Tabellen 1 und 2 kurz mit ihren Vor- und Nachteilen erlautert.
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Tabelle 1 In vivo-Methoden

Methode

Vorteile

Nachteile

Tape Stripping Test/dermatopharmakokinetische Methode

- an tierischer Haut, z.B. Rattenhaut (Dary et al., 2001)

- an humaner Haut (Zhai et al., 2013; N’'Dri-Stempfer et al.,
2009)

- kann auch in vitro angewendet werden (Lademann et al.,,
2008)

- kostenguinstig

- minimalinvasiv

- methodische Ungenauigkeiten gefahrden Vergleichbarkeit
- Methode
vergleichende in vivo-Studien (z.B. Garcia Ortiz et al., 2011)

zeigt teilweise andere Ergebnisse als
- keine zeitliche Auflésung

- fur die Anwendung an gesunder Haut mit intaktem Stratum
corneum konzipiert, dies entspricht aber nicht der Praxis
(erkrankte Haut)

- keine Aussage Uber den Gehalt in anderen Schichten: laut
Incecayir et al. (2011) keine Korrelation z.B. mit Gehalt in
Dermis, aber laut Herkenne et al. (2008) gute Korrelation mit

Gehalt in tieferen Schichten

Dermale Mikrodialyse (Yacobi et al., 2014; Tettey-Amlalo et al.,
2009; Au et al., 2012; Benfeldt et al., 2007)

- minimalinvasiv

- keine Beschrénkung auf Messung an gesunder Haut

- hohe zeitliche Auflésung

- genauer als z.B. Vasoconstrictor assay (Lehman et al.,
2014)

- erschwerte Anwendbarkeit bei sehr lipophilen oder zu einem
groBBen Anteil proteingebundenen Substanzen

- methodische Ungenauigkeiten gefahrden Vergleichbarkeit

- Bestimmung nur in der vitalen Epidermis oder Dermis, nicht

im Stratum corneum

Vasoconstrictor assay (Baynes et al., 2012)

- minimalinvasiv

- einzige offiziell anerkannte Surrogatmethode

- Sattigung der Blassereaktion
- Begrenztheit auf Kortikoide
- Auswertung nicht 100% objektiv (Chromameter)

Hautbiopsie (Baynes et al., 2012)

- Aussage Uber alle Schichten

- sehr invasiv

Suction blister (Herkenne et al., 2008)

- Messung direkt am Wirkort
- hohe zeitliche Auflésung

- erschwerte Anwendbarkeit bei sehr lipophilen oder zu einem
groBBen Anteil gebundenen Substanzen

- sehr invasiv
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Tabelle 2 In vitro-Methoden

Methode

Vorteile

Nachteile

Isolierte Perfusion von

- tierischen Hautlappen (Grosse-Siestrup et al., 2002; Riviere et
al., 1986; Kjaersgaard, 1954)

- menschlichen Hautlappen (Hiernickel, 1985)

- Ratten (Cross et al., 1994)

- Kaninchenohren (Rischbieter, 1913)

- Schweineohren (de Lange et al., 1992)

- Rindereutern (Pittermann et al., 1995; 1997); Pittermann und
Kietzmann, 2006;, Kietzmann et al., 1993; Kietzmann und
Léscher, 1993; Ziv und Sulman, 1975)

- nicht invasiv

- zeitliche Auflésbarkeit

- bei Verwendung von tierischer Haut Unterschiede zwischen
tierischer und humaner Haut (Baynes et al. (2012); z.B.
Unterschiede in der Dicke der Dermis, Menge und Anordung
der Haarfollikel und Hautdrisen

In vitro-Freisetzungsverfahren (Franz, 1975; Bayes et al., 2012)

- nicht invasiv
- héhere Standardisierung bei Verwendung kiinstlicher
Membranen

- zeitliche Auflésbarkeit

- Veranderungen der lebenden Haut, etwa metabolischer
Natur, kdnnen nicht erfasst werden

- bei Verwendung von tierischer Haut ggf. andere
Eigenschaften als menschliche Haut

- bei Verwendung kiinstlicher Membran ggf. andere
Eigenschaften als (menschliche) Haut
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1.1.2 Haut- und Schleimhaut-Toxizitat

Neben der kutanen Bioverflgbarkeit spielt bei kutaner Applikation eines
Pharmakons auch die Haut- und Schleimhauttoxizitdt des zu applizierenden
Pharmakons eine zentrale Rolle. Mit Toxizitdt (von griechisch Toxicon = Gift)
werden giftige und gesundheitsschadigende, grundsatzlich von der Dosis
abhangige Eigenschaften und Wirkung von chemischen Substanzen und
physikalischen Faktoren bezeichnet.

Um diese bei der Applikation von topischen Praparaten zu testen, stehen
verschiedene Modelle zur Verfligung.

Standard war hierbei lange Zeit der Draize-Test (Draize et al., 1944). Dabei handelt
es sich um einen Tierversuch am Kaninchen zur Augen- und
Hautvertraglichkeitsprifung einer Substanz. Die zu testende Substanz wird auf
das Kaninchenauge appliziert und die lokale Reaktion beurteilt.

Da Tierversuche wo immer mdoglich vermieden werden sollten, deren
Ubertragbarkeit auf den Menschen immer wieder angezweifelt wurde und dieser
Test nicht zuletzt mit einer hohen Subjektivitat behaftet ist, wurden die Entwicklung
verschiedener in vitro-Alternativen zum Draize-Test weltweit vorangetrieben
(Macfarlane et al., 2009).

Alternative Untersuchungsmethoden sind zum Beispiel der Red Blood Cell Test,
der Hamoglobin-Denaturierungs-Test, Tests an isolierter Hornhaut oder ganzen
isolierten Augen und Zellkulturtests — hierfiir sind inzwischen auch verschiedene
kommerzielle Testkits verfligbar (vgl. Vinardell und Mitjans, 2008; Holden, 1988).
Als neuere Methode wurde die Cytosensor Microphysiometer Technologie
entwickelt (Scott et al., 2010).

Als neuester Trend sind weiterhin in-silico-Systeme in der Diskussion (Verma und
Matthews, 2015).

Aktuell gibt es allerdings auch im neuesten Bericht der EU Kommission Uber
Alternativmethoden fir Tierversuche noch keine konkreten Vorschlage, welche
Tests hier nun im Einzelfall konkret anzuwenden sind (Europaische Kommission,
2016).

Die am breitesten etablierte Alternative ist derzeit die Hihnerei-Test — Chorion-
Allantois-Membran — Methode (HET-CAM), bei dem das zu prifende Praparat auf
die Chorion-Allantois-Membran eines befruchteten Hihnereies aufgebracht wird.
Dabei handelt es sich um eine gut vaskularisierte Fruchthdlle, die im Rahmen der
Eientwicklung des Hihnereies als Respirationsorgan dient (Fancsi und Fehér,
1979). Durch die gute Vaskularisierung lassen sich Auswirkungen des
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Prifpraparates auf die GefaBBe sehr gut erkennen und daraus Rickschliisse auf
die Toxizitat des Praparates ziehen.

1.2 Regulatorische Anforderungen an die Bioaquivalenz von Topika
1.2.1 Allgemeine Anforderungen an Biodquivalenz

Die weltweit anerkannte Methode zum effizienten Nachweis der Gleichheit zweier
Praparate ist der Nachweis der Bioaquivalenz, der bei verschiedenen
Produktkategorien und Darreichungsformen unterschiedlich erbracht werden
kann.

Die européische Arzneimitteliberwachungsbehdrde European Medicines Agency
(EMA) definiert, dass zwei Produkte bioequivalent sind, wenn sie denselben
Wirkstoff beinhalten, pharmazeutisch gleichwertig sind bzw. pharmazeutische
Alternativen sind und ihre Unterschiede in der Bioverflgbarkeit (Rate und Ausmalf3)

nur innerhalb bestimmter festgelegter Grenzen differieren

1.2.2 Anforderungen an die Biodquivalenz von Topika

Wie in Kapitel 1.1.1 zur kutanen Bioverfligbarkeit dargelegt, muss bei
Dermatologika, die ausschlieBlich lokal wirken und somit keinen messbaren
Blutspiegel erzeugen sollen, insbesondere die Bioverflgbarkeit in der Haut
betrachtet werden. Damit sollte aber auch ein Vergleich der Bioverfligbarkeit
zweier Praparate bzw. die Uberpriifung von deren Bio&quivalenz auf die
Wirkstoffkonzentration am Wirkort, und nicht auf die systemische Bioverflgbarkeit,
abzielen. Borsadia hat dazu schon 1992 Vorschlage zur Klassifikation
verdffentlicht (Borsadia et al., 1992).

Die amerikanische Arzneimittellberwachungsbehérde Food and Drug
Administration (FDA) erklart in ihrer ,Guidance for industry: Topical dermatologic
corticosterioids: In vivo bioequivalence® (Food and Drug Administration, 1995),
dass, wenn Messungen der systemischen Wirkstoffkonzentration in Blut, Plasma
oder Urin nicht praktikabel sind, die Bioverfligbarkeit und Bioaquivalenz auch
durch andere Methoden nachgewiesen werden kann. Es werden folgende generell
mogliche Methoden aufgezahlt:

1) pharmakodynamische Messungen,

2) klinische Studien,
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3) in vivo-Studien am Tier,

4) in vitro-Studien.

Hierin erwdhnt die FDA aber auch, dass bisher nur pharmakodynamische
Messungen, insbesondere der in dieser Leitlinie beschriebene vasoconstrictor
assay fur topische Cortikosteriode und klinische Studien fir die Erteilung einer
Zulassung anerkannt wurden.

Es existierte in der Vergangenheit auch ein Entwurf fir eine ,Guidance for industry:
Topical Dermatological Drug Product NDAs and ANDAs — In Vivo Bioavailability,
Bioequivalence® fur topische dermatologische Produkte generell, in dem auch der
Tape Stripping Test als Surrogatmethode diskutiert wurde und eine genaue
Verfahrensweise flr seine Anwendung zur Ermittlung von Bioverfligbarkeit oder
Bioaquivalenz beschrieben wurde (Food and Drug Administration, 1998). Dieser
Leitfaden wurde allerdings 2002 zurlickgezogen, nachdem in verschienden
Laboren verschiedene Ergebnisse erzielt wurden und so Zweifel an der Wertigkeit
der Methode aufkamen (Herkenne et al., 2008).

Lionberger, ein Direktor der FDA, hat 2015 ein komprimiertes Update zum Thema
generische Zulassung fur topische Produkte fir die Industrie herausgegeben, in
dem ein produktbezogener, risiko-basierter Ansatz favorisiert wird (Lionberger,
2015).

Die EMA erlautert ihre Vorstellungen beziiglich topischer Produkte unter anderem
in ihrer ,Note for guidance on the clinical requirements for locally applied, locally
acting products containing known constitutents (European Medicines Agency,
1996) sowie in ihren ,Questions & Answers Generic Applications” (European
Medicines Agency, 2017a).

Bei zwar bekannten, aber bisher nicht lokal eingesetzten Wirkstoffen soll demnach
ein komplettes Zulassungsdossier mit den dafir notwendigen umfangreichen
praklinischen und klinischen Studien eingereicht werden.

Wurde der Wirkstoff bereits lokal eingesetzt, aber nun wird eine andere Indikation
oder eine andere Dosierung beantragt oder liegt eine andere Formulierung vor,
missen diese Anderungen durch entsprechende klinische Studien belegt werden.
Bei generischen Zulassungen oder Anderungsanzeigen sind, wenn méglich,
pharmakodynamische Studien oder lokale Bioverfligbarkeitsstudien einzureichen.
Letzteres kénnen mdglicherweise auch in vitro-Studien sein. Im Falle geringer
Abweichungen kann, bei entsprechender Argumentation, auch auf eine lokale

Bioverfligbarkeitsstudie verzichtet werden, wenn die Vergleichbarkeit von
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Wirksamkeit und Sicherheit durch andere Methoden dargestellt werden kann. In
allen anderen Fallen sind klinische Studien notwendig.

Aktuell ist die ,Guideline on quality and equivalence of topical products” in
Bearbeitung (European Medicines Agency, 2014), deren Veroffentlichung far Mitte
2016 geplant war, aber bisher nicht erfolgt ist. Im Entwurf wird noch einmal
bestatigt, dass generell klinische Studien notwendig sind, um die therapeutische
Gleichwertigkeit topischer Produkte zu belegen. Andere Methoden kénnen jedoch
verwendet werden, sofern sie addquat validiert sind. Hier werden in vitro-release,
Tape Stripping Test und Mikrodialyse genannt. Im Falle von topisch angewandten
Lésungen (einphasige Systeme) kann unter Umsténden auf einen klinischen Beleg
verzichtet werden.

Aktuell gibt es einen weiteren Richtlinienentwurf der EMA zum Beleg der
Bio&quivalenz fur lokal wirksame Produkte im Magen-Darm-Trakt. Hierin bezieht
sich ein Kapitel auf Topika im Bereich der Mundschleimhaut, und es werden
ausdricklich auch Lokalanasthetika erwahnt. In diesem Entwurf wird
vorgeschlagen, dass auf klinische Studien zum Beleg der Bioaquivalenz komplett
verzichtet werden kann, wenn der Wirkstoff bekannt ist, in Lésung vorliegt und die
Hilfsstoffe ahnlich sind (European Medicines Agency, 2017b)

Die japanische Arzneimitteliiberwachungsbehérde National Instiitute of Health
Service (NIHS) hat bereits 2003 eine Richtlinie fiir Biodquivalenz-Studien von
topischen Produkten veréffentlicht. Hier werden zum Nachweis der
Produktgleichheit Tests an gesunden Probanden gefordert — unter anderem die
Untersuchung der lokalen Pharmakokinetik mittels Tape Stripping Test, bei
Corticoiden der Vasokonstriktor-Test. AusschlieBliche Tests an der Tierhaut
werden bei antiseptisch  wirkenden Substanzen, Hamostatika und
Wundheilungsmitteln akzeptiert, wenn die topisch applizierten Arzneimittel das
Stratum corneum nicht durchdringen. Der ausschlieBliche Einsatz von
vergleichenden in vitro-Tests ist nur bei bakteriziden, desinfizierenden oder
antiseptischen Topika méglich, wenn diese das Stratum corneum nicht
durchdringen (National Institute of Health Service, 2003).

Die kanadische Zulasungsbehérde Health Canada veréffentlichte bereits 1990
eine Richtlinie, die besagte, dass generische Produkte der Kategorie 1 (einfache
Formulierungen, keine Hilfsstoffe, die die Penetration/Absorption beeinflussen)
keine klinische Testung bendtigen, sondern dass die extensive physiko-chemische

Testung verschiedener Parameter flir den Nachweis der Bioaquivalenz ausreichen
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(Health Canada, 1990). Diese ist bis heute gltig, in einem Entwurf fir eine weitere
Richtlinie zur Bioverfugbarkeit von 2004 wird ausdricklich noch einmal auf die
Mdoglichkeit eines Biowavers bei topischen Produkten hingewiesen (Health
Canada, 2004).

Soares et al. fassen den aktuellen Stand der regulatorischen Anforderungen an
den Nachweis der Bioaquivalenz von generischen topischen dermatologischen
Praparaten in Brasilien zusammen (Soares et al., 2015). Hier steht insbesondere
die Resolution RDC nr. 37 vom 03. August 2011 der brasilianischen
Zulassungsbehdérde Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2011) im Vordergrund. Hiernach kann flr solche
Produkte auf eine Kklinische Studie verzichtet werden, wenn beide zu
vergleichenden Praparate denselben Wirkstoff in derselben Konzentration sowie
Hilfsstoffe in derselben Funktion enthalten. Demnach sind unter diesen

Voraussetzungen nur in vitro-Studien zum Nachweis der Biodugivalenz notwendig.

1.3 Pharmakologie von Lidocain-HCI

1.3.1 Begriindung der Praparate-Auswahl

Um die Voraussetzungen fur den Beleg der Bioaquivalenz von lokal applizierten
Produkten an einem praktischen Beispiel darstellen zu kénnen, wurde fir die
vorliegende Arbeit ein topisches Lidocain-Spray (Xylocain®) ausgewahlt, das
vergleichend mit einem generischen Test-Praparat in einem ausschlieBlich aus in
vitro-Untersuchungen bestehenden Set-Up untersucht wird.

Die Auswahl von Lidocain erfolgte, weil es ein seit langem bekannter Wirkstoff ist,
der topisch sowohl auf der Schleimhaut, als auch auf der unverletzten und
verletzten Haut eingesetzt werden kann. Die Auswahl der Galenik in Form eines
Sprays erfolgte, weil man davon ausgehen kann, dass die Wirkstoff-Freisetzung

aus der Lésung sofort erfolgt und eine gleichméasiige Applikation gewahrleistet ist.

1.3.2 Wirkung von Lidocain in der Lokalanédsthesie

Die Lokalan&sthesie ist eine ortliche Betdubung bzw. o6rtlich begrenzte
Schmerzausschaltung bei Operationen oder im Rahmen von Schmerztherapien
unter Anwendung von Lokalanasthetika.



EINLEITUNG

Eine besondere Form der Lokalanasthesie ist die Oberflachenanéasthesie, bei der
das Lokalanasthetikum auf die - in der Regel unverletzte - Haut oder Schleimhaut
aufgespriht wird, in die Subcutis an die freien Nervenendigungen diffundiert und
so die Schmerzweiterleitung verhindert.

Vor- und Nachteile der Oberflachenanasthesie gegeniber anderen

Lokalanasthesieformen sind in Tabelle 3 dargelegt.

Tabelle 3 Vor- und Nachteile der Oberflachenanéasthesie

Vorteile: Nachteile:

Keine Injektion erforderlich Geringererer Wirkungsbereich
Schonende Dosierung mdglich Langsamer Wirkungseintritt
Unkomplizierte Anwendung Unsichere Dosierung

Als Wirkstoffe fur die Oberflachenanasthesie wurde zuerst 1884 von dem
Osterreicher Carl Koller das natiirliche Kokain eingesetzt (Goerig et al., 2012),
danach dann Procain als besser vertragliches Derivat entwickelt. Heute kommt in
der Regel Lidocain zum Einsatz, welches 1943 entwickelt wurde und Procain in
klinischen Tests Uberlegen ist (Holmdahl, 1998). Auch zur zur externen
Lokalanasthesie werden heute in Deutschland fast ausschlieBlich lidocainhaltige
Praparate angeboten, teilweise in fixer Kombination mit Prilocain (Rote Liste,
2017).

1.3.3 Préklinische Eigenschaften von Lidocain

Lidocain wurde 1943 entdeckt und war bei seiner Einfihrung Ende der 1940er
Jahre das erste klinisch eingesetzte Lokalanasthetikum vom Amid-Typ. Lidocain
gehdrt in der Gruppe der Lokalanasthetika zu denen mit mittlerer Starke (relative
Starken: Procain = 1, Lidocain = 4, Tetracain = 10, Bupivacain = 16). Es inhibiert
Ortlich begrenzt und reversibel durch Blockade der Natriumkanaléffnung die
Weiterleitung an den sensiblen Nervenfasern, bei steigender Dosierung wird
zuerst die Schmerzempfindung und dann nacheinander das Empfinden von
Kélte/Warme, BerOhrung und Druck herabgesetzt. Die eigentliche wirksame
Substanz ist das protonierte Molekiil, das bei pH 7,4 zu 72% vorliegt (Ruetsch et
al., 2001; Ganzberg und Kramer, 2010).

Abbildung 1 zeigt die chemische Struktur von Lidocain.
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Ay

| Abbildung 1 Chemische Struktur von Lidocain

Studien zur Mutagenitat, Teratogenitdt und Kanzerogenitat zeigten wenig
pathologische Veranderungen, und diese auch erst beim Einsatz sehr hoher
Dosierungen (ABDA Drug Dossier, 2008).

Préaklinische Toxizitatstests an verschiedenen Spezies haben die in Tabelle 4

genannten mittleren letalen Dosen (LD50) ergeben.

Tabelle 4 Mittlere letale Dosen von Lidocain (nach ABDA Drug Dossier, 2008)
Spezies Route LDso
(mg/kg Kdrpergewicht)

Maus subcutan 163

oral 22

intravends 15
Ratte subcutan 570

intravends 21
Meerschweinchen intravends 24.5
Kaninchen intravends 25.6

1.3.4 Klinische Eigenschaften von Lidocain

Lidocain wird topisch vor allem in der Regional-, Leitungs- und Lokalanasthesie
eingesetzt, und zwar in Form von Sprays, Inhalaten, Gelen und Injektionen. Es
dient zur Behandlung von Schmerzzustadnden oder zur begleitenden An&sthesie
bei medizinischer Behandlung oder diagnostischen Eingriffen, die mit Schmerzen
verbunden sind. In der Regel erfolgt eine einmalige Anwendung, es kommen meist
Gels, Cremes, Salben oder Sprays mit einem Wirkstoffgehalt von 2 - 5% zum
Einsatz, Sprays auch mit Wirkstoffgehalten bis 10%. Bei der 10% Sprihlésung
erfolgt die Applikation in der Form, dass bei einem Spriih-Stoss (0,1 ml) 10mg
Lidocain appliziert werden (vgl. Indikation 2-4; ABDA Drug Dossier, 2008).

10
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Abbildung 2 zeigt beispielhaft die Dauer der Lokalan&sthesie nach Applikation von
1%, 2% oder 4% Lidocainlésung in Probanden mit bronchialer Hyperreaktivitét.
Diese liegt bei 15-30 Minuten und steigt mit steigender Konzentration.
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\ Abbildung 2 Wirkdauer von Lidocain (nach Groeben et al., 2000)

Abbildung 3 zeigt die mittlere Plasmakonzentration nach Applikation von Lidocain
als topisches Endotrachealspray und zum Vergleich als intravendse Injektion.

—s—Endotracheal Spray

=es=|ntravenous Injection

I +S.E.

PLASMA LIDOCAINE CONCENTRATION (ug/ml)

o] ) 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
TIME IN MINUTES

\ Abbildung 3 Mittlere Plasmakonzentration von Lidocain (nach Chu et al., 1975)

Da es in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich um die Untersuchung von
topischen Lidocain-Praparaten geht, wird auf eine weitergehende Darstellung der

11
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systemischen Lidocain-Wirkung verzichtet, da die systemische Aufnahme des
Wirkstoffes bei topischen Praparaten zu unerwlnschten Nebenwirkungen fihren
kann, aber nicht deren therapeutisches Ziel ist (Herkenne et al., 2008).

12
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2 Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis der Bioaquivalenz durch in vitro-
Untersuchungen am  Beispiel zweier topischer Lidocain-Praparate  zur
Oberflachenanasthesie.

Es liegt hier — wie im Kapitel zu den regulatorischen Grundlagen beschrieben — ein
Minimalfall im Sinn der regulatorischen Anforderungen vor (Shah et al., 2015):

o Kein tiefes Eindringen in die Haut bei lokaler Applikation,
o Wirkstoff lange bekannt und topisch weitgehend gut vertraglich,
o Wirkstoff liegt in L6sung vor,

e Referenz- und Test-Préparat weisen eine &dhnliche Formulierung auf.

Insbesondere wurden folgende Fragen formuliert:
1. In welchem Ausmal penetriert Lidocain-Hydrochlorid in die menschliche Haut?
2. Ob und wie unterscheiden sich Prif- und Vergleichspraparat hinsichtlich des
Penetrationsverhaltens voneinander?
3. Wie ist die Haut- und Schleimhauttoxizitat von topisch appliziertem Lidocain-
Hydrochlorid einzuschatzen?
4. Ob und wie unterscheiden sich Priif- und Vergleichspraparat hinsichtlich Haut-

und Schleimhauttoxizat voneinander?

Um einerseits diese Fragen zu beantworten, andererseits aber unter Beachtung der
regulatorischen Rahmenbedingungen die jeweils am wenigsten invasiven Tests
anzuwenden, wurde zur Untersuchung der Penetration von topisch appliziertem Lidocain
und zum Vergleich von Referenz- und Test-Praparat die Untersuchung in der Franz-
Kammer-Zelle ausgewahlt. Zur Abschéatzung der lokalen Toxizitdt und zum Vergleich
des toxischen Potentials beider untersuchten Produkte wurde die Untersuchung im HET-
CAM-Test durchgefihrt.

Als Zusatzaufgabe dieser Arbeit besteht die Frage, wie die Ergebnisse bei einer Eignung
beider Untersuchungsmethoden fiir das Produkt und bei einer Ubereinstimmung von
Referenz- und Test-Praparat regulatorisch einzuordnen und letztendlich wirtschaftlich

verwertbar sind.

13
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3 Material und Methodik

3.1 Praparate

Als Referenzpraparat wurde das Oberflachen-Anésthetikum Xylocain® mit dem
Wirkstoff Lidocain von Astra Zeneca gewahilt.

Um ein mdglichst &hnliches Vergleichsprodukt zu entwickeln, wurde das
Referenzprodukt von einem in der Produktion von topischen Lidocain-Praparaten
erfahrenen Arzneimittel- Lohnhersteller (Zellaerosol, Zell im Wiesental, Deutschland)

analysiert und anschlieBend mit méglichst &hnlicher Zusammensetzung nachproduziert.

3.2 Penetrationsuntersuchung in der Franz schen Diffusionszelle

3.2.1 Einleitung

Ziel dieses Testes ist die Messung der Penetration des Prifpraparates im Vergleich zum
Vergleichspréaparat Xylocain® mittels Franz’scher Diffusionszelle, deren Funktionsweise
in Kapitel 3.2.3 naher erlautert wird.

Als Modell fur verletzte Haut bzw. Schleimhaut wird dabei exzidierte Mamma-Haut

verwendet, von der das Stratum corneum mittels eines adhasiven Films entfernt wurde.

3.2.2 Material

Gerate:

Franz’sche Diffusionszelle Crown Glass Company Inc., Somerville, USA

Gefriermikrotom Modell 1206

Jung Frigomobil, Heidelberg, D

Kromayer Stanze Typ 1006 Biopsy Punch @6mm

Stiefel-Laboratorium, Offenbach, D

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg, D

Materialien:

Tesafilm, 2cm breit

Willy Heckmann GmbH&Co., Meerbusch-Lank,
D

Wattestabchen

NOBA Verbrandmittel Danz GmbH u. Co KG,
Wetter, Deutschland

Gaze Sartolon Polyamid

Sartorius Stedium Biotech GmbH, Géttingen,
Deutschland

14
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Substanzen:
Lidocainhydrochlorid, LOT 13343014 Caesar & Loretz GmbH, Hilden, D
Lidocain Pumpspray-Placebo, MFD 10.09.2014 Cheplapharm Arzneimittel GmbH, Greifswald, D

Lidocain 10% Spray, Charge 071402, MFD | Cheplapharm Arzneimittel GmbH, Greifswald, D
01.07.2014

Methanol HyPerSolv CHROMANORM VWR International,
Leuven, B
Wasser, gereinigt Wasseraufbereitungsanlage der Abteilung fir

experimentelle Dermatologie, Universitatsklinik
und Poliklinik fiir Dermatologie und Venerologie,
Halle (Saale), D

Xylocain® Pumpspray Charge Nr. R275 A Astra Zeneca GmbH, Wedel, D

3.2.3 Durchfiihrung

Die Bestimmung der perkutanen Absorbtion erfolgt mittels der Franz’schen
Diffusionszelle bzw. Franz-Kammer (Franz, 1975). Diese besteht aus einer mit einem
Akzeptormedium geflllten Akzeptorkammer, auf der die auf Filtergaze liegende Testhaut
platziert wird. Den oberen Abschluss der Franz-Kammer bildet ein Glasdeckel. Die
Akzeptorkammer ist von einem Wasserbad umgeben. Dieses hat einen Wasserzu-
sowie -—abfluss. Weiterhin gibt es ein in die Akzeptorkammer flhrendes
Probenentnahmerohr. Das Schema einer Franz-Kammer ist in Abbildung 4 dargestellit.
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Praparation der

Hautprobe
| I > Lagerung

= - 80°C

Integritdatstestung
(Corneometrie, TEWAmetrie)

Kammer ——

] | Applikation der
Hautprobe Testpréparation

Gaze @

Warme-
zirkulation
Probenentnahme
Akzeptorkammer
Wasserbad Magnetrihrer

Franz Diffusionskammer

\ Abbildung 4 Schema einer Franz-Kammer (nach Franz, 1975)

Fir die Penetrationsuntersuchungen wurde im vorliegenden Fall humane Mamma-Haut
verwendet, die nach der operativen Gewinnung in einzelne kreisrunde Praparate mit
einem Durchmesser von 20mm separiert und tiefgefroren worden war. Im ersten Schritt
wurden die Praparate daher bei Raumtemperatur aufgetaut und die auf der
Hautoberseite haftende Feuchtigkeit mit einem Wattestabchen entfernt. Es wurden
insgesamt 9 Hautpraparate fir das Prifpraparat und 9 Praparate fir das
Vergleichspraparat verwendet. AnschlieBend wurden die aufgetauten Hautpraparate
20mal mit Tesafilm ,gestrippt* und so das Stratum corneum entfernt, um verletzte Haut
bzw. Schleimhaut zu simulieren. Pro Hautpraparat wurden nun 20mg des Prif- oder des
Vergleichspraparates aufgespriht (= 1 SpriihstoB3).
Das so benetzte Hautpraparat wurde nun auf eine Filtergaze gelegt, und die Gaze mit
dem darauf befindlichen Praparat dann auf der Akzeptorkammer einer mit 20ml Wasser
16
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geflllten und auf 32°C temperierten Franz-Kammer platziert. Dabei befindet sich die
Epidermis auf der von der Gaze abgewandten Seite, die Subcutis grenzt direkt an die
Filtergaze. Die Gaze grenzt wiederum direkt an das Akzeptormedium.

Als Akzeptormedium wurde destilliertes Wasser verwendet, um bei der spateren Analytik
per Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography, HPLC) eine Beeinflussung der Ergebnisse durch Salze ausschlieBen
zu kénnen. Es folgte nun eine Inkubationszeit, im vorliegenden Fall entweder 30, 100
oder 300 Minuten, wobei fur das Prif- und das Vergleichspraparat jeweils 3
Hautpraparate je Inkubationszeit verwendet wurden. Bei langeren Inkubationszeiten
wurde regelmaBig der Stand der Akzeptorlésung Uberprift und gegebenenfalls
aufgefuillt.

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Hautproben mit einer Pinzette aus der Franz-
Kammer entnommen. Die Gaze wurde ebenfalls mit einer Pinzette entnommen und in
ein beschriftetes 15ml-Réhrchen Uberfihrt. Soweit vorhanden, wurde ein auf der
Hautoberflache befindlicher nicht penetrierter Anteil des Lidocain mit einem
Wattestdbchen abgenommen und der Kopf des Wattestdbchens ebenfalls in ein
beschriftetes 15ml-Réhrchen Gberfuhrt. Die gesamte Akzeptorlosung wurde mit Hilfe
einer Pipette in ein gekennzeichentes 20ml Réhrchen Gberflhrt.

Aus jedem Hautstick wurden mit Hilfe von 6mm Hautbiopsie-Stanzen 3 Stanzen
entnommen und in eine Petrischale Uberfiihrt, sodass sich bei 3 Hautproben pro
Praparat und Inkubationszeit 3x3 = 9 Stanzen ergaben.

Diese Stanzen wurden nun am Gefriermikrotom geschnitten. Dabei diente destilliertes
Wasser als Eindeckmittel. Der Schnitt erfolgte so genau wie maoglich parallel zur
Hautoberflache und horizontal zur Epidermis. Es wurden 4 Schnitte a 20um
(entsprechend der Epidermis ohne das durch Strippen entfernte Stratum corneum), und
dann nochmal finf mal 5 Schnitte a 40um (entsprechend Dermis Teil 1-5) angefertigt.
Die Schnitte sowie der verbleibende Stumpf wurden in entsprechend gekennzeichnete
Réhrchen Oberfahrt und bis zur Analyse tiefgefroren gelagert. Abbildung 5 gibt eine
graphische Ubersicht liber die Durchfilhrung des Penetrationsversuches.
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Abbildung 5 Ubersicht (iber den Ablauf der Penetrationspriifung (Wohlrab und
Sommer, 2015)

3.24 Auswertungs-Prozess

Die jeweiligen Proben wurden durch das An-Insititut fir angewandte Dermatopharmazie
an der Martin-Luther-Universitat Halle-Wiittenberg e.V. mittels HPLC analysiert. Dabei
wurde eine validierte Methodik zur Aufarbeitung und Analyse der Proben angewendet.
Die dabei zugrundegelegten Qualitatsstandards .entsprechend anerkannten
Vorschriften (European Medicines Agency, 2011; Organisation for Economic Co-
operation and Development, 2004a, 2004b)
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3.3 HET-CAM-Untersuchung zur Schleimhauttoxizitat

3.3.1 Einleitung

Ziel dieses Testes ist die Ermittlung toxischer Wirkungen des Prifprédparates und des
Vergleichspréaparates Xylocain® mittels der Hihnerei-Test — Chorion-Allantois-Membran
— Methode (HET-CAM). Dies ist ein in den 1980er Jahren von Lipke entwickeltes
Verfahren zur Abschétzung der Haut- bzw. Schleimhauttoxizitat von Substanzen (Lipke,
1985). In diesem Test werden Substanzen an Hiihnereiern hinsichtlich ihres toxischen
Potentials untersucht und daraus Annahmen hinsichtlich der Haut- und
Schleimhauttoxizitat abgeleitet. Die zu testenden Substanzen werden dabei auf die von
BlutgeféaBen durchzogene Aderhaut des Hihnereis, der sogenannten Chorion-Allantois-
Membran, aufgetragen. Chorion und Allantois gehéren zu den Fruchthillen, die bei
Wirbeltieren den Embryo umgeben, zahlreiche BlutgefaBe enthalten und als
Respirationsorgan dienen (Fancsi und Fehér, 1979). Sind nach Auftragen einer
Testsubstanz auf die Chorion-Allantois-Membran in den GefaBen Hamorrhagien,
GefaBlysen oder Koagulationen zu beobachten, deutet dies auf toxische Wirkungen der
Substanz hin.

3.3.2 Material

Geréate:
Brutschrank INCO 2 Memmert GmbH, Schwalbach, D
Fotoapparat Canon PC 1234 Canon, Tokio, JP
Laser-Fluxmetriegerat Moor Instruments Ldt., Millwey, England,
Materialien:

Natlrlich befruchtete HUhnereier, Rasse ,New | Bereitstellung am Legetag durch das
Hampshire® Nutztierwissenschaftliche Zentrum der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Halle, D

Gebogene und gerade Pinzette Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, D
Praparationsnadel Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, D
Substanzen:

Lidocain 10% Spray, Charge 071402, MFD | Cheplapharm Arzneimittel GmbH, Greifswald, D
01.07.2014

Xylocain® Pumpspray, Charge Nr. R275 A Astra Zeneca GmbH, Wedel, D

1% Natriumlaurylsulfat Hergestellt aus Originalsubstanzen der Firma
Merck A/S, Hellerup, DK

0,9% isotonische NaCl Braun, Melsungen, D
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3.3.3 Durchfiihrung

Zur Sicherstellung gleichbleibender Testbedingungen erfolgte die Durchfiihrung in
klimatisierten RGumen mit konstanten Temperaturbedingungen.
Die natlrlich befruchteten Hihnereier wurden 7 Tage lang bebriitet. Der HET-CAM-Test
wird generell an Eiern vor dem Ende des 10. Bebrltungstags durchgefihrt, um zu
gewahrleisten, dass der Hilhnerembryo noch keine nervale Innervation aufweist.
Nach Ablauf dieser Brutzeit wurden die Eier aus dem Brutschrank entnommen. Mittels
einer lichtstarken Lampe wurden die Eipole durchleuchtet und die Luftkammer lokalisiert.
Im Bereich der Luftkammer wurde ein Loch mit einem Durchmesser von etwa 1,5 cm in
den konvexen Pol des Eis geschnitten.
Es wurde zunéachst Gberprift, ob die Befruchtung erfolgreich war. Nicht befruchtete Eier
wurden verworfen. Die Eihaut der befruchteten Eier wurde mit 37°C warmer
physiologischer Kochsalzlésung befeuchtet. AnschlieBend folgte eine 20-30 Minuten
lange Ruhezeit im Brutschrank.
Durch anschlieBende vorsichtige Praparation mit sterilem mikrochirurgischem Besteck
(gerade und gebogene Pinzette, Praparationsnadel) erfolgte dann die Entfernung der
auBeren Eihaut und die Freilegung der Chorion-Allantois-Membran.
SchlieBlich wurden je 300 pul jeder Testsubstanz auf die Chorion-Allantois-Membran von
jeweils 12 Eiern appliziert.
Getestet wurden:

e Prufpraparat

e Xylocain®-Spray

e Steriles Wasser als Negativkontrolle

e 1% Natriumlaurylsulfat (SLS) als Positivkontrolle

Nach Applikation der Testsubstanz wurde das GefaBsystem der Chorion-Allantois-
Membran im Hinblick auf irritative Effekte bewertet. Sodann erfolgte eine Auswertung
Uber 5 Minuten (300 Sekunden) nach Applikation einerseits durch Beurteilung visuell
erfassbarer Verdnderungen und andererseits mittels Laser-Fluxmetrie. Beide

Auswertungsmethoden werden im Folgenden erlautert.
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3.3.4 Auswertungs-Prozess

3.3.4.1 Auswertung visuell erfassbarer Verdnderungen

Hierbei erfolgte zunéchst eine Beobachtung der Eier tUber 5 Minuten (300 Sekunden)
nach Applikation und eine Bewertung sichtbarer Veradnderungen an der Chorion-
Allantois-Membran hinsichtlich des Schweregrades sowie des Zeitpunktes des
Auftretens. Zur Dokumentation wurden die Eier im gedffneten Bereich vor Applikation
der jeweiligen Praparation sowie nach 300 Sekunden in standardisierter Entfernung
fotografiert (sieche Anlage 3).

Folgende Kategorien sichtbarer Verdnderungen wurden beobachtet:
- Auftreten von Hamorrhagien (H). Die Extravasation von Erythrozyten aus den
GefaBen wurde als Hamoorhagie bewertet.
- GeféBlyse (L). Das Transparentwerden von GefaBwéanden wurde als GefaBlyse
bewertet.
- Koagulation (C). Das Stagnieren des Blutflusses und Zeichen intravasaler
Gerinnung wurden als Koagulation gewertet.

Beziiglich des Schweregrades wurden folgende Grade unterschieden:
0 = keine Reaktion

1 = leichte Reaktion

2 = maBige Reaktion

3 = starke Reaktion

Tabelle 5 enthalt eine Ubersicht (iber die halbquantitative Zuordnung der beobachteten

Verédnderungen in den Bereichen Hamorrhagie, Lyse und Koagulation zu den
Schweregraden:
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Tabelle 5 Schweregrade

Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3

Hamorrhagie Keine  sichtbaren | Einzelne Multiple Morphologisch

(H) Kapillarblutungen, Kapillarblutungen Kapillarblutungen geschédigte
morphologisch bei morphologisch | bei morphologisch | Kapillaren
intakte Kapillaren intakten Kapillaren | intakten Kapillaren

Lyse (L) Keine Vereinzelte Transparenz Komplette
transparenten transparente ganzer Kapillaren GeféaBlysen
Kapillarabschnitte Kapillarabschnitte

Koagulation Keine Einzelne Multiple Geschadigte

(@) Kapillarthrombosen, | Kapillarthrombosen | Kapillarthrombosen | Kapillaren mit
morphologisch bei morphologisch | bei morphologisch | langstreckigen
intakte Kapillaren intakten Kapillaren | intakten Kapillaren | Kapillarthrombosen

Die Ergebnisse wurden dabei in einem Irritationsscore (IS) nach folgender Formel

zusammengefasst:

IS = (301-sekH)*5 + (301-sekL)*7 + (301-sekC)*9
300 300 300

IS = Irritationsscore

sek = Sekunden bis Beginn des Ereignisses
H = Hamorrhagie

L =Lyse

C = Koagulation

3.3.4.2 Auswertung mittels Laser-Doppler-Fluxmetrie

Weiterhin wurde zur Validerung der Perfusion der Laser-Doppler-Flux mittels Laser-
Doppler-Fluxmetrie in bestimmten Zeitintervallen ebenfalls Gber insgesamt 5 Minuten
(300 Sekunden) nach Applikation bestimmt. Hierbei wurde die Chorion-Allantois-
Menbran mit monochromatischem, niedrigenergetischem Laserlicht-Signalen (Helium-
Neon Laser mit 632,8nm - rot) beleuchtet.

Das gesendete Laser-Licht wird dann bei Kollision mit bewegten und unbewegten
Strukturen reflektiert. Wéhrend bei Kollision mit unbewegten Strukturen die Wellenlange
gleich bleibt, erfolgt bei Kollision mit bewegten Strukturen (zum Beispiel Erythrozyten)
eine proportional zur Geschwindigkeit der bewegten Struktur verschobene Anderung der
Wellenlange. Diese Anderung wird durch das Laser-Fluxmetriegerat wahrgenommen,
und durch einen Mikroprozessor werden die Signale so berechnet, dass sie eine
entsprechend des zeitlichen Verlaufs orientierte Amplitude ergeben, die direkt

proportional zur Blutperfusion (Flux) innerhalb der Blutgefa3e der Chorion-Allantois-
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Membran ist. Somit lasst sich aus der Anderung der Wellenlange die Anzahl der
Erythrozyten ermitteln, die innerhalb eines bestimmten Zeitraumes durch das
beleuchtete Blutgefal ziehen.

Um die Beeinflussung durch verschiedene Faktoren des Gerates selbst sowie des
beleuchteten Gewebes (Volumen, Verteilung des lokalen Blutflusses, GefaBanzahl) zu
antizipieren, wird zunachst einsogenannter Baseline-Wert ermittelt, d.h. es wird der
Laser-Fluxmetriewert vor Beginn des Einflussfaktors (hier also vor Applikation des
Lidocain Sprays) ermittelt. Die nach Beginn des Einflussfaktors ermittelten Werte werden
dann jeweils in Form eines Indexes in Verhaltnis zum Baseline-Wert gesetzt. Ein
Indexwert von 1 heiB3t also, dass sich der per Laser-Fluxmetrie ermittelte Wert nach
Beginn des Einflussfaktors nicht gegeniiber dem Baseline-Wert verandert hat, der
Einflussfaktor also keinen Einfluss auf die Durchblutung hatte.

Liegt der Indexwert unter 1, so hat sich die Durchblutung reduziert, liegt er Gber 1, so hat
sich die Durchblutung durch den Einflussfaktor gesteigert.
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4 Ergebnisse

4.1 Penetration von Lidocain in der Franz 'schen Diffusionszelle

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Penetrationsuntersuchung dargestellt.

Tabelle 6 zeigt die Mittelwerte fir die prozentualen Anteile des in den einzelnen
Probenarten (Tupfer, Hautproben, Gaze, Akzeptor) gefundenen Lidocains im Verhaltnis
zur Gesamtdosis. So finden sich bei Prif- und Referenzpréparat nach 30 Minuten 53%
des applizierten Lidocains im Tupfer wieder, nach 100 Minuten noch 44% (PrUfpréparat)
bzw. 55% (Referenzpréparat) und nach 300 Minuten 13%.

Abbildung 6 zeigt die in Tabelle 6 dargestellten Ergebnisse als graphische
Penetrationsprofile fur Prif- und Referenzpraparat fir die jeweiligen Inkubationszeiten
sowie zusatzlich fur jede Inkubationszeit das Differenzprofil zwischen Prif- und

Referenzpraparat.

Tabelle 6 und Abbildung 6 zeigen, dass bei kirzerer Inkubationszeit noch ein relativ
hoher Lidocain-Anteil im Tupfer vorliegt, und dieser mit zunehmender Inkubationszeit
sinkt. Gleichzeitig steigen die Lidocain-Anteile in den Zellkompartimenten Dermis und
Stumpf mit zunehmender Inkubationszeit an.

Der durch die Haut permeirte Anteil des Lidocains (d.h. der Lidocain-Anteil in Akzeptor
und Gaze) ist nach 30 Minuten mit ca. 2% sehr gering und steigt auch bei langeren
Inkubationszeiten lediglich auf ca. 5% an.

Die Differenzprofile zeigen, dass sich die Penetrationsprofile von Prif- und
Referenzpraparat nur geringfligig unterscheiden. Bis auf eine Ausnahme (Tupfer nach
300 Minuten) sind die Unterschiede geringer als 15%.

Tabelle 7 zeigt die Wiederfindungsraten, also den Anteil von Lidocain der in sdmtlichen
Prafmustern (Tupfer bis Akzeptormedium) gefunden wurde im Verhaltnis zur applizierten
Menge.

Es zeigen sich generell hohe Wiederfindungsraten, mit Ausnahme des Prifpraparates
nach einer Inkubationszeit von 300 Minuten.
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\ Tabelle 6 Mittlerer Anteil an Lidocain fur Prif- und Referenzpréaparat

% der applizierten Prifpraparat Referenzpréparat
Dosts 30 min 100 min 300 min 30 min 100 min 300 min
MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD

Tupfer 52,61 7,79 43,78 2450 12,77 6,60 52,91 5,86 55,03 7,73 43,42 13,22
Epidermis 16,55 3,64 13,44 440 16,32 8,01 16,03 7,36 11,91 4,07 12,76 5,17
Dermis 1 13,99 5,16 12,47 10,38 16,46 5,35 8,08 442 12,99 4,89 10,89 4,70
Dermis 2 3,72 124 7,71 7,62 7,13 2,74 4,62 2,06 6,17 2,98 6,19 1,47
Dermis 3 248 1,05 6,14 587 6,10 1,63 2,83 1,15 4,21 1,80 4,60 1,94
Dermis 4 1,56 0,54 3,51 2,67 4,82 1,45 1,83 0,58 3,35 1,67 2,89 0,87
Dermis 5 092 048 243 1,72 3,69 1,08 1,30 0,63 2,37 1,37 2,58 1,52
Dermis (Summe) 22,67 6,45 3225 26,62 3821 10,43 18,66 7,66 29,09 10,62 27,14 6,82
Stumpf 4,16 2,21 795 4,13 10,83 1,92 322 1,54 10,37 4,48 11,11 4,45
Gaze 1,80 080 1,39 1,08 2,95 0,24 1,53 0,49 0,73 0,65 2,45 1,93
Akzeptor 0,26 0,01 0,35 0,15 2,56 1,43 0,27 0,14 1,39 0,26 3,46 2,39

25



ERGEBNISSE

30 min
% der applizierten Dosis
BWN RPNWHAUO
[olejelololololololole)

[ %]
oo

100 min
BWNE PNWDS

wu
[elslelolololololele)

50

% der applizierten Dosis

% der applizierten Dosis
NoOUubWNE PNWAUON
[eoleloleololololeololololololoNo]

300 min

Tu EP DR1DR2DR3DR4DR53DR ST Ga AK

Penetrationsprofile

Tu EP DR1DR2DR3DR4DR53DR ST Ga AK

Tu EP DR1DR2DR3DR4DR5IDR ST Ga AK

B Prifpraparat B Referenzpraparat
Legende: Tu = Tupfer, EP = Epidermis, DR1-DR5

= Kompartiment 1-5 der Dermis, 2DR = Summe
der Dermis-Kompartimente, ST = Stumpf, Ga =
Gaze, AK = Akzeptormedium

Differenz (Priifpréparat -

Differenz (Priifpraparat -

Differenz (Prifpraparat -

Referenz)

Referenz)

Referenz)

70
60
50
40
30

10

-10 +—

-20
-30
-40
-50
-60
-70

Differenzprofile

Tu

EP
DR1
DR2
DR3
DR4
DR5
2DR
ST
Ga
AK

Tu

EP
DR1
DR2
DR3
DR4
DR5
DR
ST
Ga
AK

Tu
EP

DR1
DR2
DR3
DR4
DR5
2DR
ST
Ga
AK

\ Abbildung 6 Penetrationsprofile fir Prif- und Referenzpréparat
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\ Tabelle 7 Wiederfindungsraten

Prlfpraparat Referenzpraparat
30 min 98,06 + 4,64 92,61 + 14,63
100 min 99,16 + 13,62 108,53 + 18,47
300 min 83,64 + 14,24 100,35 + 12,20

Abbildung 7 zeigt eine Ubersicht Uber die Tiefenprofile fir die verschiedenen
Inkubationszeiten, also den Lidocain-Gehalt als Anteil der applizierten Dosis in
Abhangigkeit von der Hauttiefe.

Wie schon in den Penetrationsprofilen zeigt sich, dass der Lidocaingehalt mit
zunehmnender Hauttiefe abnimmt. W&hrend nach 30 Minuten Inkubationszeit ein
deutilches Konzentrationsgefalle mit héherem Lidocaingehalt in oberflachlicheren
Hautschichten und niedrigerem Gehalt in tieferen Schichten zu sehen ist, gleicht sich der
Lidocaingehalt in den einzelnen Hautschichten mit zunehmender Inkubationszeit an. Vor

allem in den oberen Hautschichten zeigt sich zudem eine starke Schwankung der

Ergebnisse.
Tiefenprofile
Prifpraparat Referenzpraparat

e=Que30 Min  ==@==100 min 2300 min w=Q==30 min 0100 min ==A==300 min
3 25 . s 25 p
T |3 3= i
=g 07 <4 :
=3 ; 2815 N
; = 15 - ; p
g8 G 5
=} £3 g | S
S8 o7 S & .
:g EP: Dermis § 0 EP: Dermis
- 0 T T T T T 1 -l ! ! ! ! ! !

0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Hauttiefe [um] Hauttiefe [um]

| Abbildung 7 Ubersicht iiber die Tiefenprofile

Die Einzelbetrachtung der Stanzen (Abbildung 8) zeigt, dass die Grundlage hierfur
sowohl Schwankungen zwischen den einzelnen Hautpraparaten (A, B, C) als auch

zwischen den einzelnen Stanzen eines Praparates (1, 2, 3) sind.
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Tiefenprofile der einzelnen Hautstanzen
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\ Abbildung 8 Einzelbetrachtung der Tiefenprofile

Abbildung 9 zeigt die aus den Tiefenprofilen im Bereich der Dermis ermitteten Area
under curves (AUC) fur Pruf- und Referenzpréparat.

Auch hier ergeben sich sehr &hnliche Werte far Inkubationszeiten von 30 und 100
Minuten und ein gréBerer Unterschied fir eine Inkubationszeit von 300 Minuten.

AUC
| | | | 300 min

Referenzpraparat . 4 & 100 min
1 ! | % 30 min

Prifpraparat

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
AUC [um * %]

\ Abbildung 9 Mittelwerte der AUC |
Bezieht man die unterschiedliche Dicke der Hautschnitte mit ein, ergibt sich das in

Tabelle 8 und Abbildung 10 dargestellte Tiefenprofil in molarer Darstellung. Die daraus
ermittelten AUC-Werte sind in Abbildung 11 dargestellt.

Wie bei der vorhergenden prozentualen Betrachtung ist die Lidocain-Konzentration in
der Epidermis am gré3ten und nimmt in den tieferen Hautschichten ab.

Far die AUC zeigen sich dieselben Schwankungen wie in der prozentualen Darstellung.
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| Tabelle 8 Mittlerer Anteil an Lidocain flr Pruf- und Referenzpraparat in molarer Darstellung

Lidocain Prifpraparat Referenzpraparat

-Konzen- _ i i i _ _
tration 30 min 100 min 300 min 30 min 100 min 300 min
[uM]

Hauttief

e [um] MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
80 57053 | 12548 | 45639 | 14949 | 55430 | 27211 | 54691 | 25123 | 40861 | 13948 | 43551 | 17632
280 19295 7114 | 16936 | 14096 | 22361 7261 | 11032 6039 | 17828 6713 | 14861 6411
480 5125 1715 | 10469 | 10345 9691 3718 6304 2816 8467 4092 8445 2002
680 3416 1446 8342 7976 8286 2215 3857 1563 5773 2466 6278 2649
880 2150 742 4763 3625 6549 1968 2500 788 4591 2291 3946 1185
1080 1270 664 3300 2336 5016 1465 1778 858 3249 1885 3524 2073
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Tiefenprofile
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| Abbildung 10 Tiefenprofile in molarer Darstellung
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| Abbildung 11 Mittelwerte der AUC in molarer Darstellung
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4.2 Schleimhauttoxizitat von Lidocain in der HET-CAM-Untersuchung
4.2.1 Ergebnisse der visuellen Auswertung

Die folgenden Tabellen zeigen die Ergebnisse der in Kapitel 3.3.4.1 beschriebenen
Beurteilung visuell erfassbarer Veranderungen an der Chorion-Allatois-Membran.

Die Tabellen 9 - 12 zeigen die Zeit bis Ereignisbeginn der beobachteten Parameter
Hamorrhagie, Lyse und Koagulation und den daraus ermittelten Irritationsscore der
einzelnen Bereiche sowie den Gesamt-Irritationsscore. Zunachst werden die Ergebnisse
des Referenzpréparates (Tabelle 9) sowie des Prifpraparates (Tabelle 10) dargestellt.
AnschlieBend werden zum Vergleich die Ergebnisse der Positivkontrolle 1%
Natriumlaurylsulfat (Tabelle 11) sowie der Negativkontrolle Aqua dest. (Tabelle 12)
dargestellt.

Die Tabellen 13 - 16 zeigen die Ergebnisse der Beurteilung des Schweregrades der
beobachteten Parameter Hamorragie, Lyse und Koagulation nach 300 Sekunden flr
das Referenzpréparat (Tabelle 13), das Prifpraprarat (Tabelle 14), 1%
Natriumlaurylsulfat (Tabelle 15) und Aqua dest. (Tabelle 16).

Tabelle 17 gibt eine gesamthafte Ubersicht Uber die Ergebnisse der visuellen
Auswertung sowie eine daraus abgeleitete Einschatzung zum irritativen Potential der 4

verwendeten Substanzen.

Die bildhafte Darstellung der Hihnereier jeweils vor Applikation und nach Applikation
von Xylocain® beziehungsweise Priifpraparat erfolgt in Abbildung 12 respektive 13.

Die Positivkontrolle 1% Natriumlaurylsulfat zeigte hohe Mittelwerte im Bereich des
Irritationsscores und hinsichtlich des Schweregrades visuell efassbarer Veranderungen.
Die Negativkontrolle Aqua dest. hingegen fiihrte zu keinerlei sichtbaren Veranderungen.
Hinsichtlich eines Vergleiches von Referenz- und Prifpraparat zeigt sich, dass beide
keine sichtbaren Veranderungen im Bereich GefaBlyse hervorrufen, jedoch
Hamorrhagien und Koagulationen sichtbar wurden. Hamorrhagien traten dabei beim
Referenzpraparat friher auf und waren starker ausgepragt als beim Prifpraparat.
Koagulationen traten bei beiden Praparaten bei &hnlich vielen Eiern, ahnlich schnell und
mit &hnlichem Schweregrad auf, mit leicht héheren Werten beim Priifpréparat.
Insgesamt zeigten beide Praparate ein maBiges irritatives Potential.
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Tabelle 9 Irritationsscore Xylocain®

Sekunden bis Ereignisbeginn Irritationsscore
Ei Nr Hémorr- | Lyse Koagu- Hémorr- | Lyse Koagu- Gesamt

hagie lation hagie lation
1 91 0 162 3,50 0 4,17 7,67
2 89 0 76 3,53 0 6,75 10,28
3 0 0 0 0 0 0 0
4 121 0 217 3,00 0 2,62 5,52
5 157 0 24 0 0 2,40
6 91 0 3,50 0 0 3,50
7 24 0 4,62 0 0 4,62
8 71 0 165 3,83 0 4,08 7,91
9 44 0 0 4,28 0 0 4,28
10 96 0 0 3,42 0 0 3,42
11 71 0 0 3,83 0 0 3,83
12 57 0 0 4,07 0 0 4,07
Mittel- - - - 3,33 0 1,46 4,79
wert
Tabelle 10 Irritationsscore Prifpraparat

Sekunden bis Ereignisbeginn Irritationsscore
Ei Nr Hémorr- | Lyse Koagu- Hémorr- | Lyse Koagu- Gesamt

hagie lation hagie lation
1 0 0 0 0 0 0 0
2 242 0 0 0,98 0 0 0,98
3 132 0 0 2,82 0 0 2,82
4 231 0 0 1,17 0 0 1,17
5 92 0 0 3,48 0 0 3,48
6 177 0 212 2,07 0 2,67 4,74
7 217 0 82 1,40 0 6,57 7,97
8 192 0 0 1,82 0 0 1,82
9 0 0 157 0 0 4,32 4,32
10 72 0 0 3,82 0 0 3,82
11 84 0 218 3,62 0 2,49 6,11
12 142 0 201 2,65 0 3,00 5,65
Mittel- - - - 1,98 0 1,59 3,57
wert
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Tabelle 11 Irritationsscore 1% Natriumlaurylsulfat
Sekunden bis Ereignisbeginn Irritationsscore
Ei Nr Hémorr- | Lyse Koagu- Hémorr- | Lyse Koagu- Gesamt

hagie lation hagie lation
1 229 0 10 1,2 0 8,73 9,93
2 77 0 125 3,73 0 5,28 9,01
3 57 0 13 4,07 0 8,64 12,71
4 19 192 163 4,7 2,64 4,14 11,38
5 24 217 109 4,62 1,96 5,76 12,34
6 281 0 28 0,33 0 8,19 8,52
7 177 0 34 2,07 0 8,01 10,08
8 18 0 123 4,72 0 5,34 10,06
9 0 0 11 0 0 8,70 8,70
10 176 221 53 2,08 1,87 7,44 11,39
11 27 0 32 4,57 0 8,07 12,64
12 34 0 19 4,45 0 8,46 12,91
Mittel- - - - 3,04 0,53 7,23 10,81
wert

Tabelle 12 Irritationsscore Aqua dest.
Sekunden bis Ereignisbeginn Irritationsscore
Ei Nr Hémorr- | Lyse Koagu- Hémorr- | Lyse Koagu- Gesamt

hagie lation hagie lation
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0
Mittel- - - - 0 0 0 0
wert
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Tabelle 13 Schweregrad Xylocain®

Schweregrad nach 300 Sekunden

Ei Nr
Hédmorrhagie Lyse Koagulation
1 2 0 1
2 3 0 2
3 0 0 0
4 2 0 1
5 1 0 0
6 1 0 0
7 1 0 0
8 2 0 1
9 1 0 0
10 2 0 0
11 2 0 0
12 1 0 0
Mittelwert 1,5 0 0,4

Tabelle 14 Schweregrad Prufpraparat

Schweregrad nach 300 Sekunden

Ei Nr
Hémorrhagie Lyse Koagulation
1 1 0 0
2 1 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 1
7 0 0 1
8 0 0 0
9 0 0 2
10 0 0 0
11 0 0 1
12 0 0 1
Mittelwert 02 0 05
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Tabelle 15 Schweregrad 1% Natriumlaurylsulfat

Schweregrad nach 300 Sekunden

Ei Nr
Hédmorrhagie Lyse Koagulation
1 1 0 3
2 1 0 2
3 2 0 3
4 2 1 2
5 2 1 3
6 1 0 3
7 2 0 3
8 2 0 3
9 0 0 3
10 1 1 3
11 2 0 3
12 2 0 3
Mittelwert 1,5 0,3 2,8

Tabelle 16 Schweregrad Aqua dest.

Schweregrad nach 300 Sekunden

Ei Nr
Hémorrhagie Lyse Koagulation
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 0
8 0 0 0
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0
Mittelwert 0 0 0
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Tabelle 17 Zusammenfassung der Ergebnisse der visuellen Beurteilung
Xylocain® Priifprdparat 1% SLS Aqua dest.

Irritationsscore 3,33 1,98 3,04 0

Hémorrhagie

Irritationsscore 0 0 0,563 0

Lyse

Irritationsscore 1,46 1,59 7,23 0

Koagulation

Irritationsscore 4,79 3,57 10,81 0

Gesamt

Schweregrad 1,50 0,17 1,50 0

Hémorrhagie

Schweregrad Lyse | 0 0 0,25

Schweregrad 0,42 0,50 2,83

Koagulation

Irritatives Potential | maBig maBig _
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| Abbildung 12 Photographie 12 Hihnereier Baseline und nach Applikation von Xylocain®
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| Abbildung 13 Photographie 12 Hihnereier Baseline und nach Applikation des Prifpraparates
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4.2.2 Ergebnisse der Auswertung mittels Laser-Doppler-Fluxmetrie

Die graphischen Ergebnisse der Laser-Fluxmetrie sind in Abbildung 14 und 15

dargestellt.

Abbildung 14 zeigt eine graphische Darstellung der Werte fir die Negativkontrolle Aqua
dest. und die Positivkontrolle 1% Natriumlaurylsufat,

Abbildung 15 stellt einen Vergleich zwischen Referenz- und Prifpraparat dar.

Die Mediane des Prif- und des Referenzpraparates liegen bei 1,357 respektive 1,412.
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| Abbildung 14 Graphische Darstellung Doppler-Fluxmetrie Positiv- und Negativkontrolle
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| Abbildung 15 Graphische Darstellung Doppler-Fluxmetrie Xylocain® und Prifpréparat

41



DISKUSSION

5 Diskussion

5.1 Einleitung

Auch wenn die Ergebnisse ein hohes Ubereinstimmungspotential beider Préparate
zeigen, sollte man genau hinterfragen, wie dies zu interpretieren ist. Daher werden im
Folgenden noch einmal die gewahlten Methoden kritisch beleuchtet und die aus den
Ergebnissen abzuleitenden SchluB3folgerungen inklusive deren regulatorischer Relevanz
hinterfragt.

5.2 Penetrationsuntersuchung in der Franz schen Diffusionszelle

Diese Untersuchung wurde gewahlt, um das Potential von nicht invasiven Versuchen
zum Beleg der Biodquivalenz am Beispiel zweier Lidocain-Praparate naher zu
betrachten.

Wie in der Einleitung bereits aufgefihrt, gibt es zurzeit priméar zwei etablierte Gruppen
zur in vitro-Ermittlung der lokalen Bioverflgbarkeit: Verfahren auf Basis isolierter
Perfusion und in vitro-Freisetzungsverfahren, dem auch die Franz’sche Diffusionszelle

(Franz, 1975) zugerechnet wird.

Bei in vitro-Freisetzungsverfahren kénnen humane Haut, tierische Haut, aber auch
semipermeable klnstliche Membranen verwendet werden. Die Verwendung
semipermeabler kinstliche Membranen ist ein sehr neues Verfahren, deren
Vergleichbarkeit mit dem Verhalten der natlrlichen menschlichen Haut nur bedingt
gegeben ist. Klnstliche Membranen sind aber gut geeignet, um Freisetzungsprofile zu
beurteilen (Chang et al., 2013).

Der Franz-Kammer-Test als wohl &ltestes und aussagekraftigstes in vitro-
Freisetzungsverfahren ist ein lange bekanntes und bewahrtes Verfahren zum Beleg des
Penetrations-Verhaltens von topisch aufgetragenen Substanzen, allerdings wird sie
regulatorisch nicht als Surrogat-Parameter zum Beleg der Bio&dquivalenz akzeptiert
(Jain, 2014).

Was bedeutet dies flr die vorliegenden Ergebnisse? Gemaf Fachinformation kann das
Referenzpraparat Xylocain® ,als Spray auf Schleimhaute, auf Wunden und bei
Verbrennungen auf die Haut" aufgebracht werden (Astra Zeneca, 2014). Da bei Wunden
und bei Verbrennungen im Bereich neben der verletzten Haut auch immer ein Auftragen
auf unverletzte Haut erfolgt, ist auch deren Penetration durchaus therapeutisch gewollt,
um den lokalandsthetischen Effekt zu vergréBern. Daher stellt eine Untersuchung, die

das Eindringen in die nahezu unverletzte menschliche Haut, so wie diese als Haut-
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Exzision in der Franz-Kammer vorliegt (das ,stripping“ fuhrt nur zur Reduktion des
Stratum corneums) — in gewisser Weise eine ,worst case-Barriere” fir die Substanz dar.

Daher mussen die vorliegenden Ergebnisse unter 2 Aspekten betrachtet werden, die
bereits bei der Zielstellung formuliert wurden:

1. In welchem Ausmaf3 penetriert Lidocain-Hydrochlorid in die menschliche Haut?

Die entscheidende Schicht fir den Wirkungseintritt ist die Lederhaut (Dermis) mit den
Nozizeptoren, die allerdings teilweise auch bereits in der Epidermis vorliegen (Dubin und
Patapoutian, 2010).

Da die Dermis — je nach Zeitpunkt - von 20-40% des Wirkstoffs im Referenzpraparat
erreicht wird, kann man von einer ausreichenden Wirkung von Lidocain Spray auf der
nahezu unverletzten Haut oder der Schleimhaut ausgehen, da durch das ,stripping*“ der
exzidierten Mamma-Haut nur das Stratum corneum entfernt wurde.

Dies wird klinisch dadurch bestatigt, dass es in anderen Landern durchaus topische
Lidocain-Lésungen mit einer Zulassung zur Anwendung auf der unverletzten Haut gibt
(ABDA Drug Dossier, 2008), und hierbeit muss ja dann zuséatzlich auch das Stratum
corneum als auBBere Hautschicht vom Wirkstoff passiert werden.

Daher kann man aufgrund der vorliegenden Ergebnisse feststellen, dass die
Franzkammer ein geeignetes Verfahren zu sein scheint, um das Penetrationsverhalten
von Lidocain in der (Schleim)-Haut zu untersuchen und Hinweise zur méglichen Wirkung

im Ziel-Kompartiment zu erhalten.

Wie man aus den Ergebnissen sehr gut erkennen kann, findet man beim
Referenzpraparat Xylocain® folgende Verteilung in den Hautschichten:

Nach 30 Minuten befindet sich ca. 53% der applizierten Dosis im Tupfer, 16% in der
Epidermis und 19% in der Dermis. Nach 100 Minuten befinden sich 55% der applizierten
Dosis im Tupfer, 12% in der Epidermis und 29% in der Dermis. Nach 300 Minuten
befinden sich 43% der applizierten Dosis im Tupfer, 13% in der Epidermis und 27% in
der Dermis.

Beim Prifpraparat befinden sich nach 30 Minuten 53% der applizierten Dosis im Tupfer,
17% in der Epidermis und 23% in der Dermis. Nach 100 Minuten finden sich 44% im
Tupfer, 13% in der Epidermis und 32% in der Dermis. Nach 300 Minuten finden sich 13%
im Tupfer, 16% in der Epidermis und 38% in der Dermis.

Allerdings muss man bei den hier durchgeflihrten Untersuchungen beachten, dass
Lidocain nur in protonierter Form wirksam ist (Ganzberg und Kramer, 2010). Dies
bedeutet, dass das in der Zielschicht gemesssene Lidocain nicht unbedingt ein direktes
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Bild der méglichen Wirksamkeit zeigt, da hier protoniertes und unprotoniertes Lidocain

gemessen werden.

2.  Ob und wie unterscheiden sich Priif- und Vergleichsprdparat hinsichtlich des

Penetrationsverhaltens voneinander?

Die Differenzen der Penetrationsprofile von Referenz- und Prufpraparat liegen bis auf
eine Ausnahme durchgehend im Bereich von unter 15% der applizierten Lidocain-Dosis
und somit im Toleranzbereich der Test-Methode.

Einzig beim Lidocaingehalt des Tupfers ergeben sich nach 300 Minuten Differenzwerte
von ca. 30% zwischen beiden untersuchten Pr&paraten. Dies steht vermutlich im
Zusammenhang mit der verhdltnisméBig geringen Wiederfindungsrate beim
Prafpraparat nach 300 Minuten von nur 84%, welche testbedingt ist.

Der relativ breite Toleranzbereich von 15% kommt dadurch zustande, dass die fir diese
Untersuchung verwendete Probenzahl mit 3 Hautproben und je 3 Hautstanzen pro
Probe, also insgesamt 9 Hautstanzen aus statistischer Sicht sehr gering ist.

Diese Erh6hung der Probenzahl erscheint in Abwagung des damit erreichten héheren
Sicherheitsniveaus im Vergleich zu den dafir aufzuwendenden Kosten und vor allem
unter Berlcksichtigung ethischer Aspekte als unginstig und sollte vermieden werden.
Daher wird auf eine statistische Auswertung dieses Tests verzichtet. Dies wird auch von
regulatorischen Behdérden (z.B. vom Bundesinstitut fir Arzneimittel und
Medizinprodukte, BfArM) so akzeptiert.

Neben der geringen Probenanzahl gibt es weitere Aspekte, die bei der Bewertung der
Ergebnisse zu bericksichtigen sind.

So stammen die Hautbiopsien von (in diesem Falle 3) verschiedenen Spendern und
unterliegen somit wie alle biologischen Proben unterschiedlichen Ursprungs einer
biologischen Variabilitat hinsichtlich Parameter wie Dicke der einzelnen Hautschichten
oder Alter der Hautprobe, welche die Penetration und somit das Eregebnis beeinflussen
kénnen.

Auch die Penetrationskinetik selbst unterliegt einer Variabilitéat und ist z.B. vom Zustand
der Hautzellen und der damit verbundenen Durchléssigkeit abhangig.

Weiterhin ist — wie bereits oben angemerkt — hierbei besonders kritisch zu erwéahnen,
dass Lidocain ein Wirkstoff ist, der nur in seiner protonierten Form Wirksamkeit zeigt.
Das heif3t aber im Umkehrschluss, dass von einer gleichen Menge an Wirkstoff nicht auf
gleiche Bioverfugbarkeit geschlossen werden kann, sofern keine Kentnisse Gber den pH-

Wert und somit das Verhaltis der protonierten zur unprotonierten Form vorliegen.
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Somit bleibt, obwohl die Werte von Prif- und Referenzpraparat zum gréBten Teil
innerhalo des Toleranzbereiches liegen, eine Restunsicherheit, ob daraus auf
Bioaquivalenz beider Praparate geschlossen werden kann.

Da es sich in der vorliegenden Arbeit um einen Vergleich von zwei ahnlichen
Formulierungen in gleichem experimentellen Set-Up handelt und da eine weitgehend
ahnliche Zusammensetzung von Referenz- und Prifpréparat vorliegt, ist allerdings
davon auszugehen, dass beide sich in einem gegebenen pH-Wert im Zielkompartiment

auch ahnlich verhalten werden.

Somit kann mit hoher Wahrscheinlichkeit von einer Ubereinstimmung der Menge des
protonierten Licocains in der Dermis der Franz-Kammer-Haut und voraussichtlich auch
in vivo ausgegangen werden.

Dies bedeutet, dass die vergleichende Untersuchung der Penetration in der Franz-
Kammer ein geeignetes Verfahren ist, um 2 topische Lidocain-Praparate hinsichtlich

Penetration und vermutlicher Bioaquivalenz vergleichend zu beurteilen.

5.3 HET-CAM-Untersuchung

Bei Anwendung des HET-CAM-Tests in der vorliegenden Untersuchung stellen sich
auch hier die beiden in der Zielstellung bereits aufgeworfenen Fragen:

1. Wie ist die Haut- und Schleimhauttoxizitdt von topisch appliziertem Lidocain-
Hydrochlorid einzuschétzen?

Bei der visuellen Beurteilung zeigen sich deutliche Unterschiede in den Ergebnissen
zwischen Aqua dest. als Negativ- und 1% Natriumlarylsulfat als Positivkontrolle. Der
Irritationsscore flr Aqua dest. hat in allen drei Bereichen, Hamorrhagie, GefaB3lyse und
Koagulation, einen Wert von 0, und somit ist auch der gesamte lIrritationsscore 0. Die
Schweregrade sind ebenfalls in allen drei Bereichen 0, und das irritative Potential gering.
Dagegen ergeben sich fur 1% Natriumlarurylsulfat hohe Werte fur die Irriatationsscores
und die Schweregrade, und somit insgesamt ein starkes irritatives Potential.

Auch in der Auswertung der Laser-Fluxmetrie zeigen sich unterschiedliche Mediane fir
Negativ- und Positivkontrolle.

Das Verfahren HET-CAM ist also offensichtlich in der Lage, zwischen Préaparaten mit
hohem geféBtoxischem Potential und Praparaten mit niedrigem geféBtoxischem
Potential zu differenzieren und somit geeignet diesbezligliche Aussagen zu Lidcoain-
Praparaten zu treffen.
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Bei der HET-CAM-Untersuchung der beiden Lidocainpréparate zeigten sich in der
visuellen Auswertung sowohl beim Pruf- als auch beim Referenzpraparat keine
sichtbaren Veranderungen im Bereich GeféaBlyse, es wurden jedoch Hamorrhagien und
Koagulationen sichtbar.

Insgesamt haben beide Préparate ein irritatives Potential mit gesamten Irritationsscores
von 3,57 (Prlfpraparat) bzw. 4,79 (Xylocain®).

Das heiBBt, sowohl das Prif- als auch das Referenzpraparat zeigten toxische bzw.
irritative Wirkungen, die in beiden Fallen allerdings deutlich unter der toxischen Wirkung
der Positivkontrolle liegen und somit als maBig einzuschazten sind. Da Lidocain als
Einzelstoff nicht getestet wurde und die (in beiden Préparaten quantitativ identen)
Hilfsstoffe auch toxische Wirkungen haben kénnen, kann nicht festgelegt werden wie
weit diese toxischen Wirkungen auf das Lidocain oder auf die Hilfsstoffe zurlickzuflihren
sind. Fazit ist jedoch dass topisch appliziertes Lidocain maximal masig toxisch wirkt.

2. Ob und wie unterscheiden sich Prif- und Referenzprdparat hinsichtlich Haut- und

Schleimhauttoxizat voneinander?

Wie erwahnt weisen sowohl Priif- als auch Referenzpraparat mafig toxische Wirkungen.
Hamorrhagien traten dabei beim Referenzpraparat deutlich friher auf und waren
deutlich starker ausgepragt als beim Prifpraparat. Koagulationen traten bei beiden
Praparaten bei ahnlich vielen Eiern, ahnlich schnell und mit ahnlichem Schweregrad auf,
mit leicht héheren Werten beim Prifpraparat. Somit ist das Verhalten beziiglich
GefaBlyse und Koagulation beider Praparte ahnlich.
Auch die Irritationsscores haben &hnliche Werte.

Mit einem Median von 1,412 bei Xylocain® bzw. 1,357 beim Prifpraparat zeigten
beide Praparate auch in der Laser-Fluxmetrie ein &hnliches Verhalten.
Die statistische Auswertung zwischen Auqga bidest als Negativkontrolle (Median 0,873)
sowie beiden Préparaten mittels Friedman repeated measures of variances on ranks
ergab einen Chi-Quadrat von 92,513 mit zwei Freiheitsgraden (p<0,001). Somit wird die
Nullhypothese, dass sich Negativkontrolle, Prif- und Referenzpréaparat bezlglich der
Laser-Fluxmetrie nicht signifikant voneinander unterscheiden, abgeleht.
Zur weiteren Differenzierung welche der getesteten Substanzen sich unterscheiden
wurde der All Pairwise Multiple Comparision Procedures Test (Dunn’s Method)
angewendet. Dieser ergab statistisch signifikante Unterschiede fiir Auga bidest und
Xylocain® sowie Aqua bidest und Prifpraparat (p jeweils <0,05), jedoch nicht fir
Xylocain® und Prifpréaparat (p>0,05). (XLSTAT, 2011)
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Da beide Praparate eine sehr ahnliche Formulierung haben, und beide sich im HET-
CAM-Test statistisch nicht signifikant unterscheiden, ist der HET-CAM-Test also
offenbar ein Testverfahren, mit dem zwei Lidocain-Formulierungen hinsichtlich ihres

toxischen Potientials verglichen werden kdnnen.

Einschrankend ist zu sagen, dass eine in vitro-Methode wie das HET-CAM-Verfahren
die Gegebenheiten in vivo nie vollstandig widerspiegeln kénnen und sich somit potentiell
Unterschiede zwischen dem Verhalten im HET-CAM-Test und dem Verhalten bei
Anwendung am Menschen ergeben kénnen. Zeigt sich im HET-CAM-Test kein irritatives
Potential ist dies eben nur ein —wenn auch sehr gewichtiger - Anhaltspunkt fur die Nicht-
Toxizitait einer Substanz, aber keine Garantie, dass die Substanz in vivo keinerlei
Schadigungen hervorruft.

Zudem koénnen folgende Faktoren die Validitat der erhaltenen Ergebnisse einschranken:
1. Die GefaBdichte

2. Die Durchblutung der Chorio-Allantois-Membran

3. Die Inkubationszeit

Die Fehlerquote durch diese Faktoren konnte allerdings durch repititive Messungen

minimiert werden.

5.4 Regulatorische Relevanz

In den letzten Jahren zeigt sich beziglich der regulatorischen Anforderungen an den
Nachweis der Biodquivalenz eine zunehmende Tendenz =zur Reduktion der
Komplexizitat bei Bioaquivalenz-Nachweisen fur orale Produkte und fur Biosimilars.

Dies laBt sich auch bei Topika beobachten. Nachdem die Gesellschaft fir
Dermopharmazie eine Substituierung wirkstoffidentischer Topika 2006 noch mit groBer
Skepsis gesehen hat (GD Gesellschaft fir Dermopharmazie, 2006), wird dies in neuerer
Zeit unter Beachtung der Vergleichbarkeit durchaus fir méglich angesehen, allerdings
wird auch betont dass eine zu liberale Auslegung der Austauschbarkeit in bestimmten
Féllen eine Veranderung der gewlnschten Wirkung hervorrufen und somit negative

Auswirkungen auf das therapeutische Konzept des Arztes haben kann (Wohirab, 2014).

Schon in der Zeit der deutschen Nachzulasung (2000 bis 2005) wurden aufgrund der
Mangelrigen des BfArM auch einige klinische Prifmodelle fir Topika an gesunden
Probanden entwickelt, die der Behdrde fur den Vergleich der Bio&quivalenz von
verschiedenen Topika fir die Zulassung vorgelegt und zum groBBen Teil auch akzeptiert
wurden. Dies sind in vivo-Tests, bei denen Surrogat-Parameter untersucht wurden;
somit gab es damals schon eine Tendenz, vom Modell der klassischen klinischen Phase
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[l Studien abzuweichen und Vereinfachungen zuzulassen.
Beispiele dazu sind:

- Vergleich von antientziindlich wirkenden Substanzen auf die Linderung von
artifiziell erzeugtem Sonnenbrand (Jocher et al., 2005)

- Vergleich der ausgelésten Roétung bei Rubefacients (Schempp, 2004, nicht
verodffentlicht)

- Vergleich von Praparaten zur Behandlung von Mickenstichen (Rzany, 2004 —
nicht verdéffentlicht)

- Vergleich von topischen Antiseptika (Jinger, 2005 — nicht veréffentlicht)

- Mit lokal injiziertem Lidocain wurden bereits zwei klinische Studien an gesunden
Probanden durchgefthrt, allerdings ging es hier primdr um die
Wirkungsverstarkung des lokalanasthetischen Effektes durch einen zweiten
Arzneimittel-Zusatz (Wohlrab, 2010a und 2010b)

- Neuere Konzepte untersuchen topische Praparate fir die Behandlung von
artifiziellem Juckreiz — auch dies ware fir einen Vergleich von Topika ein

erfolgversprechender Ansatz (Metz, 2012).

Daher stellt sich die generelle Frage, wie in Zukunft die generische Entwicklung von
Topika regulatorisch gestaltet werden wird, beziehungsweise ob es Moéglichkeiten gibt,
die in den aktuellen Richtlinien aufgeflihrten Vorgaben, die in der Einleitung bereits

dargestellt wurden, unter bestimmten Umstanden modifizieren zu kénnen.

Narkar postulierte 2010, dass es flr die Bioadquivalenz-Prifung von Topika auch
zuklinftig keine Universal-Methode zum Vergleich von Surrogaten an Gesunden oder in
vitro geben wird, da die Topika ihre Wirkung an unterschiedlichen Kérperstellen und in
unterschiedlicher Hauttiefe entfalten. Daher muss fir jede Topika-Wirkstoffklasse
separat eine geeignete Methode identifiziert, in verschiedenen Laboren reproduziert und
validiert werden (Narkar, 2010).

Diesbezlglich sei vor allem das ,,Critical Opportunities Programm® der FDA sowie das
“Concept paper on the development of a guideline on quality and equivalence of topical
products” der EMA (European Medicines Agency, 2014) zu nennen.

In Anbetracht dieser Entwicklung ist davon auszugehen, dass prinzipiell zunehmend
auch préaklinische validierte Tests zum Nachweis der Biodquivalenz von Topika bei den
Zulassungsbehdérden Akzeptanz finden werden. Die Eignung des jeweiligen Verfahrens
sollte dabei jedoch immer substanzspezifisch betrachtet und die Besonderheiten
topischer Produkte beriicksichtigt werden.
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Einen Vorschlag hierzu findet man bei Kasha und Banga (Kasha und Banga, 2012). Hier
werden unterschiedliche Wirkstoffen unterschiedlichen Wirktiefen in der Haut
zugeordnet und in Analogie dazu, wie in Abbildung 16 dargestellt, die untersuchten
Wirktiefen in den Zielkompartimenten der Haut den in Kapitel 1.1.1 dargestellten

Verfahren zugeordnet:

Proposed Studies for Topical Bioequivalence

Vasoconstrictor
Suction blister
Skin biopsy

Tape Stripping
Microdialysis
assay

SC

Epi

Dermis

|

Abbildung 16 Proposed Studies for Topical Bioequivalence (nach Kasha und Banga,
2012)
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Da Lidocain bei der Applikation auf die (allerdings ,gestrippte®) Haut bis in die Dermis
vordringt, waren nach dieser Arbeit fir den Nachweis der Bioaquivalenz alle Methoden
ausser Tape Stripping Test geeignet.

Weitere Aspekte zeigt ein Artikel von Shah et al. auf, in dem die Autoren in Analogie zum
Biopharmaceutic Classification System (BCS; siehe z.B. Shah et al., 2015) ein
Klassifizierungssystem fiir topische Formulierungen vorschlagen (Topical Classification
System, TCS), bei dem zwei zu vergleichende Formulierungen anhand verschiedener
Parameter in eine von vier Gruppen zugeordnet werden. Die Parameter sollen
Anhaltspunkte Uber zu erwartende Unterschiede in der Bioverflgbarkeit liefern, und aus
der Gruppenzuordnung somit dann Aussagen zu regulatorischen Anforderungen an den
Nachweis der Bioaquivalenz der beiden zu vergleichenden Formulierungen abgeleitet
werden kénnen. Hierbei gilt: je gréBere Unterschiede in der Bioverfligbarkeit sich durch
die betrachteten Parameter erwarten lassen, desto héher die zu stellenden
Anforderungen zum Nachweis der Bioaquivalenz.

Die betrachteten Parameter sind qualitative (Q1) und quantitative (Q2) Gleichheit der
Formulierung sowie strukturelle Gleichheit (Q3). Als MaR fiir die strukturelle Gleichheit
wird das Verhalten in der in vitro-release-Testung (IVR — siehe hierzu auch Kapitel 1.1.1.)
verglichen.

Hieraus werden nun 4 Klassen abgeleitet. Sind Q1, Q2 und Q3 gleich, sind also beide
Formulierungen qualitativ, quantitativ und strukturell gleich, werden sie der Klasse 1
zugeordnet, bei der von geringen Unterschieden in der Bioverfligbarkeit ausgegangen
werden kann und somit ein Biowaiver — der Verzicht auf eine in vivo-Biodquivalenzstudie
— gewahrt werden kann. Sind Q1 und Q2 gleich, aber Q3 unterschiedlich, werden die
Formulierungen der Klasse 2 zugeordnet. Hier muss aufgrund des unterschiedlichen
Freisetzungsprofils — trotz gleicher Zusammensetzung — von gréBeren Unterschieden in
der Bioverfugbarkeit ausgegangen werden und eine in vivo-Biodquivalenzstudie
gefordert werden.

Sind Q1 oder Q2 nicht gleich, hangt die Einteilung und Beurteilung von Q3 ab:

Sind die Freisetzungsprofile gleich, die Unterschiede in der Zusammensetzung also
ohne groBe Auswirkung, erfolgt die Zuordnung in die Klasse 3, bei der trotz
Unterschieden in der Zusammensetzung von geringen Unterschieden in der
Bioverfligbarkeit ausgegangen wird.

Unterscheiden sich die Freisetzungsprofile, erfolgt die Zuordnung in Klasse 4, es wird
von gréBeren Unterschieden in der Bioverfigbarkeit ausgegangen.

Sivaraman und Banga wiesen 2015 unterstitzend darauf hin, dass die Generika-
Industrie bei der Entwicklung von topischen Generika sehr stark den Aspekt des ,,Quality
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by Design“ schon in der galenischen Konzeption beachten sollte, um hier von Beginn an
eine méglichst groBe Ubereinstimmung in den Klassifizierungen zu errreichen (Sivarman
et Banga, 2015).

Graphisch wird dies in Abbildung 17 zusammengefasst.

Abbildung 18 zeigt den dazugehérigen Entscheidungsbaum im TCS-System.

Topical Drug Classification System, TCS

Q1, Q2 Same
Q3 Different

TCS class 2

Q1, Q2 Different
Q3 Same
TCSclass 3

\ Abbildung 17 Topical Drug Classification System (nach Shah et al., 2015)

Generic
Product

TCSclass 2 TCSclass 1

Same as Brand
Name

Inert exciplents

s
TCS TCS
class 4 class 3

\ Abbildung 18 Entscheidungsbaum im TCS-System (nach Shah et al., 2015)
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Die Anwendung dieses Systems wurde fur die in dieser Arbeit untersuchten Produkte
folgendes bedeuten:

Q1 —gegeben

Q3 — gegeben (da Lésung)

Q2 — minimale Unterschiede

Dies wirde fUr die Praparate dieser Arbeit eine Zuordnung in Klasse 3 ergeben, die zu
einem Biowaver flhren kann. Dann waren die hier gezeigten Ergebnisse fir die

Erlangung einer Zulassung eventuell ausreichend.

Die FDA stellte 2015 zur Situation der Topika fest, dass das Fehlen von effizienten
Methoden zur Messung der Biodquivalenz von topischen Produkten die Verflgbarkeit
von Generika in diesem Bereich stark einschrénkt und sie unternimmt in den letzten
Jahren einige Anstrengungen, um diese Situation zu verbessern. Sie halt bei topischen
Praparaten mit den gleichen Komponenten in der gleichen Dosierung, bei der Galenik in
Lésungen die Mikro-Struktur ebenfalls fir biodquivalent und fordert in solchen Féllen
keine weiteren Studien (Lionberger, 2015). Bei unterschiedlicher Dosierung der
Komponenten, so wie es bei den beiden in dieser Arbeit untersuchten Produkten der Fall
ist, werden in vitro-Studien (wie zum Beispiel der Franz-Kammer-Test) gefordert, falls

die Differenz der Zusammensetzung nur marginal ist.

Fahmy hat dies 2015 folgendermalB3en zusammengefasst:

Evaluation of Q1

component of the
formulation

Evaluation confirms physicochemical
tests and reference formulation
comparability

Evaluation of 02

compaosition of

formulations
similarity

Evaluation fails to confirm
physicochemical tests and reference
formulation comparability

Clinical endpgint.
study is reguired

Identify in-vitro
physicochemical
tests to confirm

comparable quality

& performance 03

\ Abbildung 19 Working Paradigm for the generic (nach Fahmy, 2015)
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Somit hatte man auch bei der FDA mit den Ergebnissen dieser Arbeit gute Chancen fur
eine Zulassung des Test-Praparats, falls das Referenz-Préparat in den USA zugelassen

ware.

Die aktuellste Entwicklung in Europa ist der in der Einleitung bereits erwdhnte EMA
Entwurf einer Richtlinie fir die generische Entwicklung von Magen-Darm-Praparaten
(European Medicinces Agency, 2017a). In dem Kapitel fir die topischen Produkte, die

nur im Mundraum wirken, wird folgender Entscheidungsbaum vorgeschlagen:

¢ Drug
Solution Non-sok
stata?
are ——*  Maasurable
e Excipients — — at site of
simaar? ‘ action?
4 L] L4
s Mo Yis Mo

¥ L
Measurable
systamic —
r levels?
Local avadabiling study T X
Yas No

P aquivalenca with blockada of
intestanal absorption (efficacy) l:!lnl::.i nrxdv
and without blockade for safery SRENE A

\ Abbildung 20 Entscheidungsbaum (nach European Medicinces Agency, 2017a)

Da die Wirkung eines Topikums auf die Mundschleimhaut medizinisch eine &hnliche
Relevanz hat, wie das Aufbringen auf die verletzte Haut, kann man diesen Vorschlag
durchaus auch auf topische Lokaldnasthetika Gbertragen.

Dies wurde flr den vorliegenden Fall von Referenz- und Prifpréparat bedeuten, dass
eine klinische Studie vermieden werden kénnte, wenn diese Richtlinie Bestandskraft
erhalt.

Braddy et al haben 2015 noch einmal die wichtigsten internationalen Regelungen von
15 internationalen Institutionen fir die Zulassung von topischen Generika
zusammengefasst (Braddy et al., 2015) — aktuell haben nur Europa, die USA, Canada
und Japan entsprechende Richtlinien fir die Zulassung von topischen Generika.

Demnach gibt es zurzeit weltweit nur 3 konsistente Ansatze:

1. Klinische Studien
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2. In vivo pharmakodynamische Studien an gesunden Probanden, insbesondere der
Vasoconstriktions-Test fir Corticoide

3. Biowaiver und Vorlage von in vivo dermatopharmakokinetischen oder von in vitro-
Studien.

Lu et al. haben zu dieser Problematik 2016 eine ausfihrliche Ubersicht veroffentlicht,

welche die verschiedenen méglichen Herangehensweisen zusammenfasst:

Abbildung 21 Approaches for BE assessment of topical dermatological products (nach
Lu et al., 2016)

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kdnnten einen Beitrag dazu leisten, fir topische
Lidocain-haltige Formulierungen zur Oberflachen-Anésthesie, die Biodquivalenz durch
die Kombination von zwei in vitro-Studien zu belegen. Somit wiirden die neuesten
Trends und Ansétze der regulatorischen Behdrden weltweit Bericksichtigung finden.

5.5 Ubertragbarkeit auf andere Molekiile/Galeniken

Die vorliegenden Erkenntnisse sind — so wie es bei Topika die Regel ist — keinesfalls
generell auf andere Produkte, Molekile oder Galeniken Ubertragbar.
Jedes Topikum reagiert unterschiedlich und muss durch den Facharzt unterschiedlich

eingesetzt werden. Bei jedem Vehikel und jeder Galenik gibt es unterschiedliches
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Resorptionsverhalten und Penetrationstiefen. Dies setzt facharztliche Kenntnisse ,zur
Interaktion der Wirksubstanz und des Vehikelsystems mit dem Hautorgan voraus®
(Wohlrab et al., 2014).

Zusétzlich kdnnen moderne Vehikel-Systeme wie Mikro-Emulsionen, transdermale
Applikationsformen, parallele Applikation von (intracutan applizierter) Hyaluronidase
oder andere topische Resorptions-Beschleuniger etc. eine erwiinschte Penetration von
topisch applizierten Arzneimitteln steigern (Trommer und Neubert, 2006; Raut et. al.,
2014; Wohlrab et al., 2014).

Die substanzspezifische Betrachtungsweise der internationalen Behérden wird durch
einen aktuellen Richtlinien-Entwurf der FDA fir die Entwicklung von Generika zu 46
Substanzen untermauert. Unter diesen befinden sich auch 6 Topika: Betamethason,
Dapsone, Docosanol, Erythromycin, Ivermectin und Permethrin. Bei diesen Produkten
sind die Forderungen zum Belege der Biodquivalenz stark unterschiedlich: neben
Vasokontrictions-Tests (bei Betamethason), werden zumindest pharmakokinetische
Studien (Dapsone und Ivermectin) gefordert, teilweise auch eine komplette Studie mit
klinischen Endpunkten (Permethrin). Flr eine Zulassung ohne klinische Studie gibt es
nur die Empfehlung flr 2 Produkte: Docosanol, wo eine IVR-Studie zum Beleg der
Bio&quivalenz bei sonst nahezu gleichen Praparaten als ausreichend angesehen wird,
und Erythromycin, wo ein ausschlieBlicher physikochemischer Beleg der Gleichheit
beider Produkte zur Zulassung ausreicht (Food and Drug Administration, 2017).

5.6 Pharmakodknomische Aspekte

Wenn eine industrielle Verwertung der Ergebnisse flr eine Zulassung ins Auge gefaf3t
wird, muss man sich damit befassen, wo ein topisches Lidocain Spray bereits
zugelassen ist, wobei die Anwendungsgebiete sowohl auf der Schleimhaut (zum
Beispiel intra-oral) als auch auf der Haut genehmigt sein sollten.

In Europa gibt es fiir ein 10% Lidocain Kutan-Spray neben Deutschland und Osterreich
Zulassungen in ltalien, der Schweiz, Polen und Spanien, D&nemark, Finnland,
Norwegen, Schweden, Grossbritannien, Frankreich, den Niederlanden und Belgien,
sowie in der Turkei und Canada. Weitere Zulassungen bestehen als Procomil® Spray
(allerdings mit veranderter Zusammensetzung) in 19 Landern (IMS PADDS Dataview,
2012)

Eine identische Zusammensetzung wie das in dieser Arbeit eingesetzte in Osterreich
zugelassene Xylocain® Spray mit 10% Lidocain wird vermutlich bei den Praparaten von
Astra Zeneca in Belgien, Danemark, Deutschland, Finnland, Norwegen, Schweden, der
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Schweiz, Grossbritannien, Frankreich, den Niederlanden, Canada und der Tirkei
eingesetzt.

Bei einer vermuteten identischen Zusammensetzung gibt es die Md&glichkeit der
bezugnehmenden Zulassung — so dass nach Erhalt der ersten Zulassung in Europa —in
Osterreich (Bundesamt fiir Sicherheit im Gesundheitswesen, 2017) — eine Zulassung in
den anderen européischen Landern, in denen Xylocain Spray zugelassen ist — ohne

weitere klinische Studien sehr wahrscheinlich ist.

Der Umsatz fiir topisches Lidocain betrug in den letzten Jahren durchschnittlich 80 Mio
€, der fur Xylocain® war davon 4,2 Mio € (IMS PADDS Dataview, 2012).

Hier kdnnten folglich erhebliche Einsparungen fir die sozialen Sicherungs-Systeme in
anderen Landern erzielt werden. Um dies umzusetzen, sollte nach inzwischen erfolgtem
Erhalt der ersten européischen Zulassung in Osterreich aufgrund der in dieser Arbeit
erzielten Ergebnisse darauf bezugnehmend auch in den anderen Landern mit Xylocain®
Umsatz eine Zulassung fir das Referenzprodukt beantragt werden.
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6 Zusammenfassung

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass mit den vorliegenden Ergebnissen eine
groBe Ubereinstimmung von zwei lidocainhaltigen Topika in zwei verschiedenen in vitro-
Tests nachgewiesen werden konnte.

Sowohl das Penetrationsverhalten in der Franz-Kammer als auch die
Toxizitatsparameter im HET-CAM-Test zeigten keine relevanten Unterschiede. Da dies
zwei Parameter sind, die fir die klinische Wirkung eine besondere Bedeutung haben,
kann daher auch von einer klinischen Bioaquivalenz ausgegangen werden.

Die vorliegenden Ergebnisse haben zu einer generischen Zulassung in Osterreich
geflhrt, so dass weitere Zulassungen in Europa und teilweise auch in anderen Landern
maoglich sind.

Angesichts der aktuellen Diskussion in Europa und weltweit, die Zulassung von Generika
zu vereinfachen und zu beschleunigen, muss man die Besonderheiten von topischen
Praparaten beachten. Die aktuelle Diskussion innerhalb der EMA (European Medicines
Agency, 2014) zielt darauf ab, eine Richtlinie fir die Entwicklung von topischen Generika
zu erstellen, in der Kriterien fir die Evaluation der Bioaquivalenz von topischen
Praparaten fir die Zulassung festgelegt werden sollen.

Die FDA gibt ihre Empfehlungen inzwischen substanz-spezifisch heraus, ob dies auch
in Europa so UObernommen wird, muss abgewartet werden (Food and Drug
Administration, 2017).

Somit stellen die vorliegenden Ergebnisse einen Beitrag zur substanz-spezifischen
Evaluation der Biodquivalenz zweier topischer Lidocainhaltiger Préaparate dar und
kénnten somit in den weiteren regulatorischen Kontext in Europa Eingang finden.
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THESEN DER DISKUSISON

Thesen der Dissertation

1. FUr die Bewertung der Biodquivalenz zweier topischer Praparate sind Wirkung
und Nebenwirkung bedeutsam, zu deren Beurteilung flr ersteres vor allem die
lokale Bioverflgbarkeit, fir zweiteres die Toxizitat vergleichend untersucht
werden missen.

2. Préaklinische Studien kénnen ein ausreichendes Surrogat fir klinische Studien
zum Beleg der Biovaquivalenz von Topika hinsichtlich lokaler Bioverfligbarkeit
und Toxizitat sein.

3. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei konzentrationsgleiche Lidocain-haltige
Topika in einem préaklinischen Validerungskonzept vergleichend untersucht.

4. Der Nachweis der pharmakokinetischen Aquivalenz wurde im Franz-Kammer-
Modell an gesunder und standardisiert geschadigter Humanhaut erbracht.

5. Zur Validierung der lokalen Vertraglichkeit wurden die Prifpréparate
vergleichend im HET-CAM-Verfahren untersucht und ein &quivalentes
Verhalten nachgewiesen.

6. Bei gleicher Galenik (pharmazeutische Aquivalenz), gleichem Wirkstoffgehalt
und gleicher qualitativer Zusammensetzung von Lidocain-haltigen Topika sind
beide Verfahren in Kombination ausreichend, um die Biodquivalenz zweier
topischer Lidocain-haltiger Préparate zu bewerten.

7. Dadurch kdénnen klinische Studien zum Beleg der therapeutischen Aquivalenz
in generischen Zulassungsverfahren flr Lidocain-haltige Topika ersetzt werden.

8. In Anbetracht der internationalen Tendenz, die Zulassungsanforderungen fiir
topische Generika substanzspezifisch zu beurteilen, stellen die Ergebnisse
dieser Arbeit einen Beitrag fir eine sichere und effiziente Verfahrensweise bei
der generischen Zulassung von Lidocain-haltigen Topika dar.
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