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Referat

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung der Wirksamkeit und
Vertraglichkeit von topisch appliziertem Agmatin im Rahmen einer prospektiven,
randomisierten, doppelblinden, vehikel- und referenzkontrollierten, ICH-GCP-
konformen klinischen Studie. Agmatin, ein Metabolit der Aminosaure Arginin, ist
eine physiologisch vorkommende Substanz. Wie in umfangreichen préklinischen
Untersuchungen belegt, fihrt Agmatin zu einer Induktion der intrakeratinozytéren
Harnstoffsynthese. Es stellt somit eine neuartige Therapiealternative der
trockenen Haut zu den bisher bekannten Harnstoff-Praparaten dar, da irritative
Effekte und galenische Verarbeitungsprobleme nicht zu erwarten sind.

Die Untersuchung der Testpraparationen (Agmatin 2% und 5% Monopraparate)
sowie der Vergleichspraparationen (Agmatin 2% + Harnstoff 5% -, Agmatin 5% +
Harnstoff 5% Kombinationspraparate, Harnstoff 5% Monopraparat, Vehikel)
erfolgte an 24 Patienten mit atopischer Dermatitis durch zweimal tagliche
Applikation Gber 21 Tage. Durch nicht-invasive, validierte Messmethoden wurden
als Zielparameter die Hydratation der Hornschicht sowie der transepidermale
Wasserverlust ermittelt. Fur die Agmatin 2% und 5% Monopraparate ist eine
Wirksamkeit auf die Hydratation und Barrierefunktion der Hornschicht nicht
nachweisbar. Im Gegensatz dazu verbessert aber Agmatin 5% in Kombination mit
Harnstoff 5% die Wirkung des Harnstoffs und flhrt zu einer schnelleren Erhéhung
der Hydratation und somit der Barrierefunktion der Hornschicht als Harnstoff 5%
allein. Bereits 24 Stunden nach Absetzen der Praparate ist eine anhaltende
Wirkung nicht nachweisbar. Agmatinhaltige Praparate werden sehr gut vertragen.
Es ergeben sich auch anhand von Erythrometrie-Messungen sowie eines visuellen
klinischen Scores in der Vertraglichkeitstestung keine Hinweise fur toxisch irritative
Reaktionen.

Die Studiendaten zeigen, dass Agmatin Uber eine gesteigerte endogene
Harnstoffsynthese Einfluss auf die Wasserbindungskapazitat und somit auf die
Barrierefunktion der Hornschicht nehmen kann. Es ist daher lohnenswert und
sinnvoll, anhand weiterer Untersuchungen die Stellung von Agmatin-

Monopraparaten oder Zusétzen als klinisch relevante Therapieoption zu klaren.

Ehrich, Dana: Klinische Wirksamkeit und Vertraglichkeit von topisch appliziertem
Agmatin
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 70 Seiten, 2005
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1. Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der menschlichen Haut

Die menschliche Haut stellt mit einer Gesamtflache von 1,5-2 m? und einem
Gewicht von etwa 16% des Korpergewichtes (ca. 3,5-10 kg) das grof3te Organ des
Menschen dar. Die Dicke der Haut (ohne Fettgewebe) schwankt zwischen 1,5 und
4 mm. Die Oberflache ist von einem Fettfilm, hauptséchlich bestehend aus Talg
und Schweil3, bedeckt. Dieser besitzt einen pH-Wert von etwa 5,7, somit herrscht
ein saures Milieu auf der Hautoberflache [16, 36].

Als Abgrenzung des Organismus zur aufleren Umwelt besitzt sie zahlreiche
Funktionen, die sie aufgrund ihres komplexen Aufbaus und speziellen
Eigenschaften, wie z.B. ihre Zugfestigkeit, Dehnbarkeit und Elastizitat, ausiben
kann [36]:

» Sie schutzt:
den Organismus gegen aulRere mechanische, chemische und physikalische
Einflisse, sowie vor dem Eindringen von Mikroorganismen. Eine
wesentliche Rolle spielt die sogenannte Barrierefunktion, die einen
Stoffaustausch  zwischen Organismus und Umwelt weitestgehend
unterbindet [14, 16, 36, 59].

» Als Regulator des Wasserhaushaltes:

verhindert sie einerseits die Austrocknung des Korpers, ermdglicht aber

andererseits auch eine Wasserverdunstung [16, 59].

» Als Thermoregulator:

wirkt sie mit Hilfe einer aul3eren (Haarkleid) und inneren (Fettschicht)
Isolationsschicht einem  Warmeverlust entgegen. Eine dosierte
Warmeabgabe wird durch Verengung oder Erweiterung der Hautgefalle,
Schweil3bildung und Wasserdiffusion ermdéglicht [16, 36, 59].
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> Sie erflllt Sinnesfunktionen:

durch in der Haut befindliche Rezeptoren fur Warme, Kalte, Schmerz und
Tastreize [16, 36, 59].

> Sie wirkt als . Immunorgan“:

da sie eigene antigenprasentierende Zellen- die Langerhans-Zellen und
auch im Normalzustand Lymphozyten besitzt. Ferner wird durch Driisen

produziertes sekretorisches IgA, auf die Hautoberflache abgegeben [16].

> In der Funktion eines Ausscheidungsorganes:

wird Uber die Haut eine Reihe von Substanzen, neben Wasser auch
Elektrolyte, Proteine, Aminosauren, Harnstoff sowie korperfremde Stoffe
abgegeben [16, 59].

Die Haut ist von auf3en nach innen aus folgenden drei Schichten aufgebaut:
1. Epidermis (Epithel)
2. Dermis  (Bindegewebe, Gefal3e, Nerven)
3. Subkutis (Fettgewebspolster) (Abb. 1)

Die Hautanhangsorgane (Haare, Nagel, Talg- und Schweil3driisen) sind

epidermaler Herkunft, sind aber in der Dermis eingebettet [16].

1.1.1. Die Epidermis

Die Epidermis ist ein mehrschichtig verhorntes Plattenepithel. Ihre Dicke variiert
zwischen 30 und 300 um je nach Lokalisation, Alter und Geschlecht. Sie ist nerval
versorgt, jedoch frei von Gefalien, so dass die Versorgung durch die darunter
liegende gefaldreiche Dermis durch Diffusion erfolgt [36]. Die Keratinozyten
machen mit 90% den Hauptanteil der Epidermis aus. Des weiteren beherbergt sie
auch melaninproduzierende Melanozyten, antigenprasentierende Langerhans-
Zellen, Merkelzellen (Druckrezeptorzellen) sowie in Kkleiner Anzahl auch
Lymphozyten [16, 36]. Die Epidermis stellt ein klassisches Proliferationsgewebe
dar, welches einer standigen Erneuerung unterliegt. Die Keratinozyten entstehen

im Stratum basale aus Stammzellen und wandern mit zunehmender




Einleitung

Differenzierung unter Abflachung und Verhornung an die Oberflache, wo sie als
Hornschuppchen abgeschilfert werden [36, 59]. Ein solcher Zyklus ausgehend von
der Stammzelle bis zur Abschuppung dauert etwa 4 Wochen [36]. Je nach

Differenzierungsgrad der Keratinozyten wird die Epidermis in vier Schichten

unterteilt:

\
1. Stratum corneum (Hornschicht) E
N p
e T 2. Stratum granulosum > clj
L 3. Stratum spinosum r:1
' i
S
4. Stratum basale )
3
D
e
r
> [m
[
S
Abb. 1 Histologischer Schnitt durch die menschliche Haut (Fingerbeere)

[aus 4]

Um wichtige Funktionen der Haut zu gewahrleisten, produzieren die Keratinozyten
Keratin und Lipide, sie sind aber auch in der Lage verschiedenste Substanzen im
Rahmen von entziindlichen und immunologischen Reaktionen zu sezernieren [16].
Der Interzellularraum beinhaltet Glykosaminoglykane und ist bis auf Hohe des
Stratum granulosum auch fir héhermolekulare Stoffe durchgangig. Ab dem
Ubergang zum Stratum corneum wird der Interzellularraum aufgrund einer starren

impermeablen Kittsubstanz undurchlassig [16].

1.1.2. Struktur und Funktion des Stratum corneum

Das Stratum corneum bildet die auRRerste Hautschicht des Organismus. Es ist
Trager der Barrierefunktion und besitzt auRerdem eine Reservoirfunktion [16, 14,
24, 59] (Abb. 2).
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Stratum

corneum
Barrierefunktion  Reservoirfunktion
Abb. 2 Barriere- und Reservoirfunktion der Hornschicht

Die Hornschicht ist reil3fest und fur Wasser sowie auch fur wasserlosliche
Substanzen fast vollig undurchlassig. Niedermolekulare Stoffe, bevorzugt
lipidlésliche Substanzen, kdnnen in geringem Umfang eindringen [16]. Relativ
empfindlich ist sie gegeniber organischen Losungsmittel und Detergenzien [16].
Es kommt in Richtung der Hornschichtoberflache zu einer starken Abnahme des
Wassergehaltes, von ca. 65% in den tiefen Lagen der Hornschicht auf ca. 20% an
der Oberflache [9, 19]. Das Wasser ist vor allem in den Corneozyten lokalisiert
[22]. Es liegt im Stratum corneum 1.) in freier Form, 2.) in elektrostatisch an
hydrophile Substanzen leicht gebundener Form sowie 3.) zu 20-30% in durch
kovalente Bindungen an Proteine fest gebundener Form vor [19, 22, 33]. Aufgrund
des Aminosaure- und Proteingehaltes der Hornzellen wirkt die Hornschicht
hygroskopisch, was bei bei langerer Wasserexposition zu einer Schwellung fuhrt.
Aufgebaut ist die Hornschicht aus 10-20 Lagen flacher, abgestorbener, starrer, mit
Keratin in einer amorphen Proteinmatrix dicht gefillter, vollstandig verhornter
Zellen. Sie stellen das Endprodukt der Differenzierung dar. Die Corneozyten sind
von der sogenannten Cornified Envelope umhillt, einer Schale, die hauptsachlich
Proteine und in der auBersten Schicht spezielle Lipide enthalt [27]. Der
Zusammenhalt der Hornschicht selbst wird vor allem durch interzellulare
Proteinstrukturen, den Corneodesmosomen, erreicht, deren Abbau zur
Abschilferung der Corneozyten fuhrt [27, 75].

Der Interzellularraum beherbergt hier im wesentlichen hydrophobe Substanzen:
Ceramide, Cholesterol und freie Fettsauren [27, 75]. Diese sind in breiten, parallel
gerichteten Lipidlamellen angeordnet, wobei sich hydrophile und lipophile
Schichten abwechseln. Sie bewirken somit als eine Art Kittsubstanz einen

wasserdichten Abschluss des Interzellularraumes [16, 22, 23]. Die Art, Menge und
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Organisation der Lipide sind verantwortlich fir die Aufrechterhaltung der
Barrierefunktion der Hornschicht [27, 48, 49, 75].

Neben den lipophilen sind aber auch hydrophile Elemente vorhanden, die fur die
Funktionsweise der Hornschicht essentiell sind. Substanzen, die Wasser innerhalb
der Hornschicht binden, werden als Wasserbindungsfaktoren oder Natural
Moisturizing Factor (NMF) bezeichnet [24]. Dieser ist ein Mix aus verschiedenen
niedermolekularen, wasserloslichen Substanzen, der neben Harnstoff, ein
wichtiger Vertreter hinsichtlich therapeutischer Verwendung, hauptsachlich aus
Aminosauren, Lactat, Pyrrolidoncarbonsaure und verschiedenen anorganischen
lonen besteht (Tab. 1) [24, 48, 75]. Der NMF ist vor allem in den Corneozyten
lokalisiert und macht rund 10% der Corneozytenmasse aus [48]. Bestandteile des
NMF sind auch extrazellular zu finden, insbesondere Harnstoff, Lactat und Zucker
[61, 75]. Die Komponenten des NMF werden in erster Linie im Corneozyten
erzeugt, durch komplette Hydrolyse eines Proteins, des Filaggrins [27]. Durch
Anziehen und Binden von Wasser in der Hornschicht ist der NMF verantwortlich

fur die Regulation der Hydratation [48].

Covalently bound lipid  Comified cell envelope Intracellular humectants
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Abb. 3 Schematische Darstellung der strukturellen und funktionellen

Komponenten des Stratum corneum als ,Ziegel und Mértel* Modell
[aus 75]
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Tab. 1 Chemische Zusammensetzung des Natural Moisturizing Factor
(NMF), [nach 75]
Bestandteil Anteil am NMF (%)

freie Aminosauren 40
Pyrrolidoncarbonséure 12

Lactat 12

Zucker 8,5
Harnstoff 7
Anorganische lonen (Chlorid, Natrium, Kalium, 18
Calcium, Magnesium)

Ammoniak, Harnsaure, Glucosamin, Kreatin 1,5
Phosphat 0,5

Citrat, Formiat 0,5

1.2. Penetration von Arzneimitteln durch die Haut

Die Hautoberflache stellt fir viele Substanzen eine schlecht zu durchdringende
Barriere dar [14].
Zielort der Arzneimittel sind meist tiefere Schichten der Haut, wie das Stratum
germinativum (Stratum basale und spinosum auch malpighische Schicht genannt)
und die Dermis [16].
Es gibt zwei Mdglichkeiten fur Arzneimittel, die Haut zu penetrieren:
1. transepidermal : interzelluléar (unpolare) oder transzellular (polare
Wirkstoffe)
2. durch Poren:  Uber Haarbalge mit Talgdriisen und Ausfiihrungsgange
von Schweil3drisen [14, 22, 24].
Insbesondere gilt die Hornschicht als Hauptbarriere gegeniber Dermatika. Sie
ermdglicht niedermolekularen, bevorzugt lipidiéslichen, Stoffen in geringem
Umfang zu penetrieren, hochmolekularen Stoffen jedoch nicht [16]. Eine
erleichterte Aufnahme von Substanzen tiber Offnungen der Hautanhangsgebilde
ist moglich [14, 24], jedoch spielt dieser Penetrationsweg quantitativ eine
untergeordnete Rolle, da die Porenflache nur etwa 0,1 % der Hautoberflache

ausmacht [16]. Aufgrund ihrer Eigenschaft eindringende Substanzen binden zu
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kénnen und diese nur langsam wieder freizusetzen, fungiert die Hornschicht als
Reservoir [14, 16, 24, 59].

1.2.1. Einflussfaktoren flir die Penetration von Arzneimitteln

Die Aufnahme von Substanzen in die Haut ist von zahlreichen Faktoren abhangig.
Man kann diese in folgende drei Gruppen unterteilen [24]:

1. Beschaffenheit der Haut

Alter, Hauttyp, Gro3e und Lokalisation der Applikationsflache spielen eine
Rolle fur den Umfang der Penetration. Vorliegende
Barrierefunktionsstérungen und eine Erhéhung des Wassergehaltes
(Okklusivverbande) steigern diesen [14, 24, 36, 59].

2. Einfluss des Arzneistoffes:

Die Stoffkonzentration sowie seine physikochemische Eigenschaften haben
Einfluss auf die Penetration, so ist neben einer guten Lipidldslichkeit auch
eine ausreichende Wasserl6slichkeit fur eine gute Aufnahme der Substanz
in die Haut notig [14, 24].

3. Einfluss der Arzneiform:

Hierbei missen Eigenschaften des Vehikels sowie Wechselwirkungen mit
Hilfsstoffen beachtet werden [24]. Sogenannte Penetrationsvermittler wie
Dimethylsulfoxid (DMSO), Dimethylacetamid und Dimethylformamid kénnen
den Durchtritt durch die Haut erleichtern [14, 24]. Durch die
Vehikelapplikation steigt die Hydratation der Hornschicht, wodurch die
Penetration verbessert wird [16]. Eine groRe Rolle spielt das
Ldslichkeitsverhéltnis der penetrierenden Substanz zwischen Vehikel und
Hornschicht. Der Wirkstoff wird um so besser aus seiner Grundlage
abgegeben, je schlechter er sich in dieser I6st und je leichter er sich im
Akzeptor (Hornschicht) 16st [14, 16, 24, 59].
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1.2.2. Passiver Transport (Diffusion)

Sowohl fir die Wirkstofffreigabe aus dem Vehikel als auch fur den
Wirkstofftransport durch die Haut ist die Diffusion maRgebend [24]. Dieser Prozess

gehorcht dem Fick’schen Diffusionsgesetz [16]:

dm = D'A'AC
d

dt

%—T : Massestrom (steady state)

D: Diffusionskoeffizient
A: Applikationsflache
d: Diffusionsstrecke

Ac: Konzentrationsdifferenz

Hierbei wird die Hornschicht als isotrope Verteilungsmembran angesehen, der
Einfluss des Vehikelsystems (Lipidzusammensetzung, Hydratation) und die
Interaktion mit  Hautbestandteilen  (Affinitdt, = Metabolisierung)  bleiben
unbertcksichtigt. Die pro Zeiteinheit diffundierte Stoffmenge ist umso gréRer, je
groer die Applikationsflache, die Konzentrationsdifferenz, der
Diffusionskoeffizient und je kurzer die Diffusionsstrecke (Dicke der Hornschicht)
[16]. Der Diffusionskoeffizient D ist abhangig von der Temperatur, der Viskositat

des Diffusionsmediums und des Molekilradius:

R-T

D=———
6-m-n-r-N

R: Gaskonstante

T: absolute Temperatur
n: dynamische Viskositét
r: Teilchenradius

N: Avogadrozahl
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1.2.3. Solvent drag (Konvektion)

Bei diesem Vorgang wird der Einfluss coapplizierter Losungsmittel bericksichtigt.
Der Wirkstoff wird transportiert, indem er den Strémungskraften dieser folgt. Im
Hagen-Poiseuille’schen Gesetz ist der hydrodynamische Druckgradient, an den
dieser Kotransport gebunden ist, mit einbezogen:

dm_nmrt dp
dt 8-n dx

n : Porenzahl

r : Porenradius

g_p - hydrodynamischer Druckgradient
X

n : Viskositatskonstante
1.2.4. Verteilungsverhalten und Thermodynamische Aktivitat

Wahrend der Penetration unterliegt der  Wirkstoff  verschiedenen
Verteilungsprozessen. Um Aussagen zum Penetrationsverhalten treffen zu
konnen, wird der Verteilungskoeffizient Vk, in dem das Verteilungsverhalten und
die Loslichkeit des Wirkstoffes einbezogen werden, bestimmt:

Vk — c:Iipophil

C hydrophil

Ciipophil - LOslichkeit des Wirkstoffes im lipophilen Losungsmittel

Chydrophil: LOSlichkeit des Wirkstoffes im hydrophilen Lésungsmittel

Dabei wird in einem vereinfachten Modell Oktanol als lipophile und Wasser als
hydrophile Komponente verwendet. Durch sowohl lipophile als auch hydrophile
Bereiche im Stratum corneum kann ein Verteilungskoeffizient um 1 als ideal ftr
eine rasche Penetration angesehen werden.

In engem Zusammenhang mit dem Verteilungskoeffizienten steht die
thermodynamische Aktivitat, welche die Bereitschaft des Wirkstoffes das Vehikel
unter minimalem Energieaufwand zu verlassen, um in den Akzeptor (Hornschicht)

Uberzugehen, ausdriickt.
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Die thermodynamische Aktivitat ist abhdngig vom Molenbruch und vom effektiven
|[6sungsmittelspezifischen Aktivitatskoeffizienten:
a=xy
a: thermodynamische Aktivitat
X: Molenbruch

y: Aktivitatskoeffizient (I6sungsmittelspezifisch)

Bei gleichbleibendem Aktivitatskoeffizienten wachst die thermodynamische

Aktivitat mit der Konzentration des geltsten Stoffes.

1.3. Der Harnstoff

1.3.1. Allgemeine chemische Eigenschaften

Harnstoff ist eine physiologisch vorkommende Substanz. Wichtige chemische

Kenngrof3en und Eigenschaften sind nachfolgend zusammengefasst:

Synonyme Kohlensaurediamid, Carbamid, Carbonyldiamid, Urea
Strukturformel . NH>
o=cC

N NH,
Summenformel CH4N,0O
Molmasse 60,06 g/mol
Schmelzpunkt 132-133 °C
Relative Dichte 1,335 g/mol
Eigenschaften - farb- und geruchlos

- salpeterartig schmeckend

- Zustandsform: Kristalle, oder weil3es , kristallines
Pulver

- schwach hygroskopisch

- sehr leicht wasserlgslich

- langsamer Zerfall in wassriger Losung in CO, und
Ammoniak

- diffundiert durch biologische Membranen

10
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1.3.2. Vorkommen und Synthese

Der Harnstoff ist das Stoffwechselendprodukt des Proteinabbaus beim Menschen
und Saugetier und kommt praktisch in allen Kérperflussigkeiten vor [72, 97]. Die
Harnstoffbildung lauft in der Leber im sogenannten Harnstoffzyklus oder Krebs-
Henseleit-Zyklus ab und dient der Entgiftung des beim Eiweil3stoffwechsel
anfallenden Ammoniaks (Abb. 4). Aus Ammoniak und Kohlendioxid entsteht tber
einige Zwischenprodukte L-Arginin, welches unter Einfluss der hepatischen

Arginase zu L-Ornithin und Harnstoff umgesetzt wird [72].

Mitochondrion

NH,; + HCO," CoASH

ATP P
2
OO e

2 ADP + Pi
Carbamyl-P Glutamate

Plr'
%ﬁﬁ ‘\/Gultamate
Aspartate

Ornithine Citrulline

= Ormithine Citrulline Glutamate €4— Amino acids
6 Aspartate
HoN ™77 NH,
Urea Arginase ASS ATP
UREA
Arginine CYCLE Arginino- ffgf’.r
succinate
e Cyfosol
Fumarate
Abb. 4 Harnstoffzyklus nach Krebs und Henseleit [aus 54]

In der Epidermis liegt der Harnstoffgehalt bei 1,42g pro 100g entfettetem
Trockengewebe [57, 72], bei Mannern etwas hoher als bei Frauen und ansteigend
bis zum 45. Lebensjahr [57]. Der Hauptanteil dieses Harnstoffs stammt aus dem
Schweil3 [57, 72]. Die maximale Konzentration an Harnstoff ist daher in den
oberflachlichen Hornschichtlagen zu finden, sie nimmt mit zunehmender Tiefe

stark ab [9]. Ein kleiner Teil entsteht wahrend des Verhornungsprozesses

11
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bedingten EiweilRum- und —abbau im Zytoplasma des Keratinozyten aus L-Arginin

durch die extrahepatische Arginase [57, 72]:

L — Arginin—29"%_| _ Ornithin + Harnstoff

Im Stratum basale und unterem Stratum granulosum konnte eine hohe
Arginaseaktivitat nachgewiesen werden, die jedoch in Richtung Stratum corneum,
wo keine Arginaseaktivitat vorliegt, abnimmt [93, 96]. In der Hornschicht stellt der
Harnstoff einen wesentlichen Bestandteil des Natural Moisturizing Factors dar und
ist somit fur die Aufrechterhaltung der Wasserbindungskapazitat verantwortlich
[57, 72]. Durch die Bindung an intrazellulére, nichtfibrindse Proteine verursacht der
Harnstoff vor allem eine Steigerung des intrazellularen Wasseranteils [24, 97]. Bei
Hauterkrankungen mit vorliegenden Barrierefunktionsstérungen und bei der
Altershaut besteht ein Harnstoffdefizit im Stratum corneum [57, 72, 89, 97, 98].

1.3.3. Pharmakodynamik - Wirkung in der Haut

Der Harnstoff wird bereits seit langem aufgrund seiner Eigenschaften erfolgreich in
der dermatologischen Therapie und Hautpflege verwendet (Abb.5).

penetrations-

Abb.5

wasserbindend

fordernd

keratolytisch

N
— Gy
NN

proteolytisch

juckreizstillend

antimikrobiell

epidermis-
verdiinnend

nicht
sensibilisierend

dermatologische Eigenschaften von Harnstoff [nach 97]

Dabei kommt er zum einen als Monotherapeutikum bei vor allem xerotischen,

juckenden Dermatosen sowie schuppenden Lasionen und Hyperkeratosen zum

12
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Einsatz, um die Hautfeuchte und die Hautbarriere zu verbessern, den Juckreiz zu
vermindern, Schuppen zu l6sen und die Therapie durch einen zusatzlich
antimikrobiellen Effekt [20] zu unterstiitzen. Zum anderen wird der Harnstoff in
Kombination mit weiteren Arzneistoffen verwendet, da er sowohl die Liberation
aus dem Vehikel als auch die Penetration dieser verbessert [6, 12, 71, 72, 89, 92,
97, 98]. Die haufigste Nebenwirkung ist das Auftreten eines brennenden
Schmerzes beim Auftragen auf Hautlasionen, fur die der niedrige pH-Wert der
Préaparate zur Stabilisierung des Harnstoffs verantwortlich gemacht wird [6, 12, 57,
89, 90, 92]. Auf gesunder Haut werden Konzentrationen bis 20% Harnstoff
reaktionslos vertragen [72], bei Neurodermitikern treten allerdings ab etwa 10%
Harnstoff Hautirritationen auf [90]. Als gut vertrdglich und gleichzeitig
therapeutisch wirksam haben sich Praparationen mit 5-10% Harnstoffgehalt
bewahrt [21, 44, 46, 88, 89, 97].

1.3.4. Pharmakokinetik

Fur die Harnstoffwirksamkeit spielt seine Penetrationskinetik, das heil3t wie viel
Harnstoff in Abhangigkeit von der Zeit in die Hautschichten eindringt, eine
entscheidende Rolle. Dies ist von verschiedenen Faktoren, wie zum Beispiel der
Konzentration abhangig. Die gréf3te Bedeutung ist jedoch der Abhangigkeit vom
Vehikel beizumessen [58, 90, 97]. Um eine intensivere und langer andauernde
Steigerung der Hydratationsfahigkeit der Haut zu bewirken, ist eine W/O-Emulsion
einer O/W-Emulsion vorzuziehen. Hier ist eine gleichmalligere Verteilung des
Harnstoffs Uber die gesamte Hornschicht sowie eine erhdhte Konzentration in der
Epidermis zu finden. Generell sind ca. 80% der penetrierten Harnstoffmenge nur
in den &auReren Hornschichtlagen zu finden. In die Epidermis und Dermis

penetrieren nur vergleichsweise geringe Konzentrationen [97].

Aus diesem Grund ware eine Erhohung der Harnstoffkonzentration im Praparat
theoretisch sinnvoll, um eine erhéhte Wirksamkeit zu erzielen, dem steht jedoch
erstens ein dabei ebenfalls erhdhtes irritatives Potential und zweitens eine erhdhte
Schwierigkeit bei der galenischen Verarbeitung aufgrund der Instabilitat der

Substanz gegenuber.
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Daher wurden Untersuchungen hinsichtlich der Induktion der endogenen
Harnstoffsynthese durchgefiuhrt. Dem L-Arginin als Vorstufe des Harnstoffes im
Keratinozyten galt besondere Aufmerksamkeit.

1.4. L-Arginin

1.4.1. Physiologische Bedeutung

L-Arginin ist eine semi-essentielle Aminoséure, nicht essentiell fur erwachsene,
gesunde Organismen, da eine endogene Synthese mdglich und ausreichend ist,
jedoch essentiell bei Wachstum und Krankheit. Wie alle proteinogenen
Aminsauren liegt auch das Arginin physiologisch in der L-Form vor [37, 93]. Der L-
Arginin Metabolismus spielt in vielen Bereichen eine grof3e Rolle. So dient L-
Arginin als Vorstufe von Proteinen, NO, Harnstoff, Kreatin, Prolin, Polyaminen,
Agmatin und Glutamat und ist somit unter anderem an der Steuerung von
Vasodilatation, Immun- und Entzindungsreaktionen (NO), Zellproliferation und —
differenzierung (Polyamine), der Harnstoffbildung im Harnstoffzyklus der Leber, an
der Kollagensynthese (Prolin), sowie an der Bildung von Zell-Signal-Molekilen
(NO, Glutamat, Agmatin) beteiligt [99]. Ferner kann L-Arginin die Sekretion von
Hormonen, wie Insulin, Wachstumshormon, Glukagon, Prolaktin, stimulieren [93,
99].

1.4.2. Metabolismus

Die Aufnahme von L-Arginin in die Zelle erfolgt Uuber spezifische
Transportsysteme, unspezifische Aminosauretransportsysteme, wie das A-, ASC-,
L-System, spielen quantitativ eine untergeordnete Rolle. Unter den spezifischen
Transportsystemen ist neben dem b%*, B®* und y*L-System das y*-System von
groRRter Bedeutung, ein Na'-unabhangiger, fir Arginin, Lysin und Ornithin hoch
affiner Transporter [54, 95, 96, 99]. Die Expression dieser Transportsysteme ist
zellspezifisch und unterliegt einer dynamischen Regulation, induzierbar durch

bakterielle Endotoxine und inflammatorische Zytokine [99].
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Der L-Arginin Metabolismus ist sehr komplex mit einer Reihe von Interaktionen,
neben der Verwendung fir die Proteinsynthese, dient es als Substrat fur vier
Enzyme (Abb. 6):

Harnstoff +

L-Ornithin = Putrescin,
Prolin,
Glutamat

NO + L-Citrullin

1. | Arginase

2. | NO-Synthase

3. | Arginindekarboxylase Agmatin + CO,

VVVYV

gcin
4. | Glycin-Amidinotransferase Ornithin +
Guanidinoazetat - Kreatin
Abb.6 Stoffwechselwege des L-Arginins in Sugetierzellen

Die durch die hepatische Arginase katalysierte Reaktion in der Leber ist
Bestandteil des Harnstoffzyklus. Die extrahepatische Arginase konnte in vielen
verschiedenen Geweben nachgewiesen werden, das gebildete L-Ornithin dient als
Vorlaufer fur die Prolin-, Glutamat- und Uber Putrescin fur die Polyaminsynthese
[93, 99]. In der menschlichen Haut ist die extrahepatische Isoform auch in
Keratinozyten, fur die Harnstoffproduktion, und in mikrohdmovaskuléaren
Endothelzellen zu finden [93, 95, 96].

L-Arginin kann durch die drei Isoformen der NO-Synthase, 1. nNOS (neuronale
NOS, konstitutiv), 2. eNOS (endotheliale NOS, konstitutiv), 3. iINOS (induzierbare
NOS) unter Bildung von NO umgesetzt werden [67, 99]. Die NOS kommt in
verschiedensten Zelltypen vor, Keratinozyten exprimieren konstitutiv die nNOS,
wohingegen Fibroblasten in der Dermis und andere Zelltypen in der Haut die
eNOS exprimieren [8]. Unter dem Einfluss von bakteriellen Endotoxinen oder
Zytokinen scheinen alle Hautzellen in der Lage zu sein, auch die iINOS zu
exprimieren, so konnte beispielsweise eine erhohte INOS-Aktivitat in
Psoriasisherden sowie bei anderen entzindlichen Hauterkrankungen gefunden
werden [8, 67]. In der Haut spielt NO eine wesentliche Rolle in der Steuerung

normaler physiologischer und auch pathophysiologischer Prozesse. In geringen
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Konzentrationen ist es flr die Regulation und Aufrechterhaltung der
Barrierefunktion und der mikrovaskuléren Perfusion von Bedeutung [8].

Die Aktivitdt der Arginindekarboxylase variiert erheblich in den verschiedenen
Geweben, bei der Ratte wurde die hdchste in Aorta und abfallend in Niere, Leber,
Magen entdeckt [76].

Ein groRer Teil des Gesamtkdrper-Arginins wird mit Glycin in der Niere fur die

Kreatinsynthese verbraucht. [99]

1.4.3. L-Arginin und Haut

Wohlrab et al. [93, 96] konnte in praklinischen Untersuchungen an nativen
Keratinozyten zeigen, dass L-Arginin die Aktivitat, nicht jedoch die Expression, der
extrahepatischen Arginase erhéht und somit die intrazellulare Harnstoffproduktion
steigert. Proliferationshemmende sowie zytotoxische Effekte werden bei praktisch
relevanten Konzentrationen nicht beobachtet, genauso wenig irritative Effekte am
HET-CAM-Modell. Auffallig ist die Beobachtung, dass bei relativ geringen L-
Arginin Konzentrationen eine Perfusionserhéhung am HET-CAM-Modell mittels
Laser-Doppler-Fluxmetrie messbar ist. Die Ursache scheint in der Aktivitat der
eNOS zu liegen, welche L-Arginin unter NO-Freisetzung umsetzt und somit eine
Vasodilatation und Perfusionserhéhung verursacht. Ein relevantes Konzentrations-
Zeit-Profil konnte nachgewiesen werden, galenisch lasst sich das L-Arginin gut
verarbeiten. L-Arginin schien hinsichtlich der Wirksamkeit und Vertraglichkeit eine
geeignete Option fir die topische Applikation auf trockener Haut zu sein [93]. Auch
die Ergebnisse bei der Anwendung an hautgesunden Probanden, Neurodermitis
Patienten und an Altershaut waren vielversprechend. So konnte sowohl bei
topischer Applikation von 10% L-Arginin im Rahmen einer Pilotstudie [93] als auch
bei Applikation von 2,5% Argininhydrochlorid-haltiger Salbe [62] eine Reduktion
des transepidermalen Wasserverlustes als auch eine Verbesserung der
Hydratation der Hornschicht festgestellt werden, ein Anstieg des Harnstoffgehaltes
war nachweisbar. Irritativ-toxische Reaktionen traten nicht auf. Jedoch konnte bei
langerer Anwendung des L-Arginins bei einem grol3eren Patientengut haufig das
Auftreten von Entzindungen und eine Verschlechterung des Hautbildes
beobachtet werden [94, 95]. Somit zeigte sich eine praktische Relevanz, der

schon von Wohlrab et al. beobachteten Induktion der NO-Synthese. In der
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menschlichen Haut konnten in vivo proinflammatorische und zytotoxische Effekte
von NO beschrieben werden [67]. Die proinflammatorischen Effekte sind
gekennzeichnet durch das Auftreten von Erythemen, Hautverdickungen,
Lymphozyten- und Neutrophileninfiltraten, Schwellung der Keratinozyten sowie die
erhohte Expression spezieller Marker. Zytotoxische Effekte treten, bedingt durch
die Kombination von NO mit Superoxiden zu Peroxidnitriten, aufgrund der
Veranderungen bzw. Zerstérung von Enzymen, Zellmembranen und DNA auf [67].
Wegen der proinflammatorischen Effekte des NOs ist eine Anwendung von L-

Arginin bei chronisch entziindlichen Hauterkrankungen nicht angebracht.

Aus diesen Grunden wurden weitergehende Untersuchungen zur selektiven

Induktion der endogenen Harnstoffsynthese durchgefihrt.

1.5. Agmatin

1.5.1. Allgemeine chemische Eigenschaften

Agmatin, ein Argininmetabolit, ist eine physiologisch vorkommende Substanz.

Wichtige chemische Kenngréfien und Eigenschaften sind nachfolgend

zusammengefasst:

chemische Bezeichnung |4 - Guanidinobutylamin
1 — Amino — 4 - guanidinobutan

N - (4 - Aminobutyl) guanidin

Strukturformel
H
RV AaYe §
“ A
N

Summenformel CsHiaNg
Molekulargewicht 130 Da
Eigenschaften - organisches Kation (bei physiologischem

pH-Wert)

- aliphatische Struktur
- sehr gut wasserldslich bei pH 6-10
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1.5.2. Vorkommen und Bedeutung

Agmatin, das Dekarboxylierungsprodukt der Aminosaure Arginin, ist erstmals 1910
von Kossel im Sperma von Heringen entdeckt worden [74]. Obwohl die Synthese
und Speicherung von Agmatin in Pflanzen, Bakterien und Wirbellosen schon lange
bekannt ist, ist es erst 1994 erstmals in Saugetieren identifiziert worden [38],
zuerst im Gehirn von Ratten und Rindern, spéater auch in verschiedenen Zellen
sowie im Blutserum. Agmatin wird Uber den Blutkreislauf in die verschiedenen
Gewebe verteilt und ist in fast allen Organen in unterschiedlichen Konzentrationen
nachweisbar. Bei Ratten wurde die héchste Konzentration im Magen (71 ng/g), in
der Aorta sowie im Dunndarm gefunden, gefolgt von niedrigeren Konzentrationen
in Milz, adrenergen Drisen, Niere, Herz, Leber, Skelettmuskel und Gehirn [73]. Im
humanen Blutplasma wurden Agmatinkonzentrationen von 38,5 + 5,4 ng/ml [26]
bzw.47 ng/ml bestimmt [74]. Auf subzellularer Ebene ist Agmatin hauptsachlich in
Vesikeln im Zytoplasma nahe dem endoplasmatischen Retikulum und den

Mitochondrien lokalisiert [74].

Die Funktion in Prokaryoten als intermedidre Substanz im Polyaminmetabolismus
hat sich in Saugetieren wesentlich weiterentwickelt hin zu regulatorischen
Funktionen [82]. Die physiologische Rolle ist zum grof3en Teil noch unklar, in
Studien mit exogen applizierten Agmatin konnte jedoch eine Reihe von durch

Agmatin beeinflussten Vorgangen aufgezeigt werden:

a.) in der Leber:

» regulatorische Rolle bei der Entgiftung von Ammoniak im Harnstoffzyklus
[64]

b.) im Nervensystem:

» Funktion als Neurotransmitter/ Neuromodulator [38, 73, 78]
Schmerzmodulation [26, 63, 74, 78]

Verstarkung der Morphinanalgesie [63, 74, 78]

Hemmung der Entwicklung einer Morphintoleranz [26, 63, 74, 78]

Y V V V

Linderung von Symptomen des Naloxon induzierten Morphin-Abstinenz-
Syndroms [26, 63, 74, 78]
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» Hemmung der Manifestation von Ethanolentzugserscheinungen [63]

» Neuroprotektion, Reduktion von hypoxisch ischdmischen Hirnschaden [15,
26, 63, 74, 78]

» Stressreduktion [26]

» antikonvulsive Wirkung [63]

c.) in der Niere:

» Erhohung der glomerularen Filtrationsrate [5, 34, 47]

» Natriurese [63]

» Erho6hung der osmolaren Clearance [63]

» Minderung der Auswirkungen einer Glomerulonephritis [34]

d.) im Magen:

» Steigerung der Magenséaure- und Pepsinsekretion [63, 74]
» Reduktion der Schleimquantitat [63, 74]

e.) Hormonsekretion:

» Induktion der Freisetzung von Insulin aus Inselzellen des Pankreas [63, 74,
78]

» von Katecholaminen aus adrenergen chromaffinen Zellen [38, 63, 74]

» von |uteinisierendem Hormon-Releasing Hormon (LH-RH) aus dem

Hypothalamus [26]

f.) im Herz-Kreislauf-System:

» hypotensive Effekte bei Applikation i.v.; hypertensive bei zentraler
Applikation [29, 40, 63, 74]

» Vasodilatation [29, 39, 40]

» Verminderung der Herzfrequenz [63, 74]

g.) antiproliferative Wirkunag:

» Hemmung von Zellproliferation und —differenzierung uber Regulation des
Polyamingehalts in der Zelle [5, 13, 82, 83, 84]
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h.) antiinflammatorische Wirkunag:
» Hemmung der iINOS Aktivitat [15, 18, 77, 81, 86, 99]

Viele Effekte sind rezeptorabhangig und werden durch Bindung des Agmatins an
az-adrenerge und Imidazolin-Rezeptoren sowie Blockade von NMDA-Rezeptor-
Kanalen und anderen Liganden gesteuerten Kationen Kanalen vermittelt [26, 38,
40, 73, 74, 78]. Zu den nicht rezeptorabhangigen Funktionen zahlen die
Regulation des Polyamingehalts in der Zelle und der Einfluss auf NO-Synthasen.
Polyamine (z.B. Putrescin, Spermidin, Spermin) sind kleine ubiquitar
vorkommende organische Kationen, die flr den regelrechten Ablauf des Zellzyklus
essentiell sind und somit wichtig fur Zellproliferation und -—differenzierung.
Schlisselenzym fur die Polyaminsynthese ist die Ornithindekarboxylase. Agmatin
senkt den Polyamingehalt intrazellular durch Induktion von Antizym, ein Protein ,
welches sowohl die Ornithindekarboxylase als auch den Putrescintransporter
hemmt, sowie durch Induktion der Spermidin-Spermin-Azetyltransferase [13, 83].
Bedeutend ist Regulation der NO-Produktion durch Agmatin. Die
antiinflammatorische Wirkung beruht auf der Hemmung der induzierbaren NO-
Synthase (INOS) durch das Agmatinaldehyd [2, 18, 77, 86]. Agmatin hemmt
ebenfalls die Aktivitat der neuronalen NO-Synthase (NNOS). Dies geschieht durch
eine Erhohung der NADPH-Oxidase Aktivitdt der nNOS, das hierbei gebildete
Wasserstoffperoxid verursacht durch oxidativen Stress die Inaktivierung der nNOS
[11]. Gegensatzlich sind die Ansichten Uber den Einfluss auf die endotheliale NO-
Synthase (eNOS). Untersuchungen haben gezeigt, dass Agmatin alle drei
Isoformen der NOS hemmt [18]. Demgegeniber stehen Arbeiten, die von einer
Erhohung der NO-Produktion durch Agmatin aufgrund einer Aktivierung der eNOS
ausgehen, wodurch eine Vasodilatation verursacht wird [5, 34, 56, 82,]. In anderen
Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, dass die Vasodilatation Endothel-

und NOS-unabhangig gesteuert wird [29, 39].
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1.5.3. Synthese und Abbau

Putrescin
.

Harnstoff

L-Avgiin
Agmatinaldehyd

4-Guanidinobutyrat
(GBA)

Abb. 7 Metabolismus von Agmatin im S&ugetierorganismus

Arginindekarboxylase (ADC)

Agmatin entsteht durch Dekarboxylierung von L-Arginin durch das Enzym
Arginindekarboxylase. Dieser Syntheseschritt ist bereits seit langem in Bakterien,
Pflanzen und niederen Lebensformen bekannt, der Nachweis der ADC-Aktivitat in
Saugetieren gelang jedoch erst 1994 [38]. Die ADC existiert in verschiedenen
Isoformen, die bereits, einschlieBlich der humanen ADC, geklont und
charakterisiert wurden. Die ADC Isoform der S&uger unterscheidet sich
hinsichtlich der Aminoséure Sequenzen, der subzellularen Verteilung sowie der
biologischen und biochemischen Charakteristika von denen der Nicht-Sauger [74,
76] (Tab. 2).

Tab. 2 Eigenschaften der ADC von Saugetieren [76]

Eigenschaft ADC
Lokalisation Membran assoziiert in Mitochondrien
Substrat Arginin, Ornithin
Temperaturoptimum 25°C
pH-Optimum 8,23
Stabilitat thermisch instabil
hemmende Substanzen Ca’" Co**, Polyamine
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Die ADC Aktivitat variiert zwischen den einzelnen Organen. Vorherrschend ist sie
in der Niere; in Gehirn, Leber, Magen, Darm und adrenergen Drusen ist ebenfalls
eine Aktivitat in Ratten nachweisbar [31, 47, 76]. In menschlichen Geweben ist die
Expression der ADC im Gehirn am héchsten, gefolgt von Herz, Niere, Lunge und
Skelettmuskulatur [100]. Die humane ADC besteht aus 460 Aminosauren und wird
durch ein Gen auf Chromosom 1 codiert. Auf der Ebene der Aminoséauren ist sie
zu 48% mit der humanen Ornithindekarboxylase (ODC) identisch, weist jedoch
keine ODC Aktivitat auf. Im Gegensatz zu der bisher bekannten Sauger ADC
dekarboxyliert sie nur Arginin, nicht Ornithin [100]. Aufgrund der relativ geringen
Aktivitdt der ADC ist vermutlich nur ein kleiner Teil des Agmatins im Gewebe
diesen Ursprungs. Das restliche Agmatin stammt wahrscheinlich aus der
aufgenommenen Nahrung, sowie aus dem von Magen-Darm-Bakterien

synthetisierten und freigesetzten Agmatin [7, 52].

Diamin-Oxidase (DAQO)

Agmatin wird durch die Diamin-Oxidase zum Agmatinaldehyd (= 4-
Guanidinobutyraldehyd) unter Bildung von Wasserstoffperoxid und Ammoniak
umgesetzt. Das chemisch instabile Aldehyd wird durch die Aldehyddehydrogenase
zur stabilen Saure 4-Guanidinobutyrat (GBA) metabolisiert [86]. Dies ist
wahrscheinlich der Hauptabbauweg von Agmatin in Saugetieren [7]. Die DAO
kommt sowohl bei der Maus als auch beim Menschen in folgenden
Geweben/Zellen vor: Nierenglomeruli, Plazenta, Dunndarmepithel, Eosinophilen,
Makrophagen, Bronchiolen, Magen und Epidermis [47]. Bei
Entzindungsprozessen kommt es zu einer erhohten Aktivitdt der DAO, wahrend
die Aktivitéat der Aldehyddehydrogenase vermindert wird, woraus eine Erhéhung
an Agmatinaldehyd resultiert [86]. Dieses wirkt regulierend auf die NO-Produktion

durch Hemmung der iNOS.

Agmatinase

Agmatin wird durch die Agmatinase zu Putrescin und Harnstoff hydrolisiert. In
Bakterien und Pflanzen ist dies der Hauptabbauweg des Agmatins und dient der

Polyaminbiosynthese aus dem gebildeten Putrescin [1, 78]. In Saugetieren ist die
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physiologische und pathophysiologische Rolle der Agmatinase noch nicht genau
geklart. Sie scheint aber weniger der Synthese von Polyaminen zu dienen, als
mehr der Regulation der biologischen Effekte des Agmatins [50, 54]. Im
Gegensatz zu den Bakterien und Pflanzen wird Agmatin in Saugetieren nur zu
einem kleinen Teil durch die Agmatinase umgesetzt, da diese im Vergleich zur
DAO eine geringere Affinitdt zum Agmatin besitzt. Der Katabolismus von Agmatin
durch die Agmatinase betragt nur ein Funftel des Katabolismus durch die DAO [7,
74]. Die Agmatinase konnte in Makrophagen der Maus, sowie im Gehirn und
Leber der Ratte nachgewiesen werden [7, 81]. Es handelt sich um ein aus sechs
Monomeren aufgebautes Mangan-Metalloenzym, das zur Ureohydrolase- bzw.

Arginase-Superfamilie gerechnet wird [1, 55] (Tab. 3).

Tab. 3 Eigenschaften der Agmatinase von Saugetieren und Menschen® [50,
55, 74, 78,81]
Eigenschaft Agmatinase

Lokalisation in Mitochondrien”

Substrat Agmatin®

Kofaktor Mn** D

pH-Optimum alkalischer Bereich

stimulierende Substanzen LPS

Die humane Agmatinase besteht aus 352 Aminosduren und besitzt ein
Molekulargewicht von 37,688 kDa. Das codierende Gen ist auf Chromosom 1
lokalisiert. Die humane Agmatinase ist zu 30% identisch bzw. zu 56% ahnlich der
bakteriellen Agmatinase, sowie <20% identisch mit der Arginase von Saugern [35,
50]. Die Expression der Agmatinase beim Menschen ist gewebsspezifisch, mit der
grolten Menge an mRNA in Leber und Niere und geringere Mengen in
Skelettmuskulatur, Gehirn, Testis, Gastrointestinaltrakt sowie in der Haut [50].
Eine erhdhte Expression in humanen Hepatozyten konnte nach einer Hepatitis-B-

Virus Infektion gezeigt werden [50].

1.5.4 Transport

Da Agmatin bei physiologischem pH-Wert als positiv geladenes Molekdl vorliegt,

ist eine Penetration biologischer Membranen durch einfache Diffusion kaum
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mdoglich. Da aber in vielen Untersuchungen eine intrazellulare Anreicherung
exogen applizierten Agmatins gezeigt werden konnte, ist von der Existenz eines
Transporters in Zellmembranen auszugehen. Dies konnte jedoch bislang durch
molekularbiologische Techniken nicht bestatigt werden.

Ein selektiver Aufnahmemechanismus wurde erstmals in Synaptosomen des
Rattengehirns beschrieben, bei dem fur die Aufnahme von Agmatin in Neurons
spannungs- oder ligandengesteuerte Ca®'-Kanadle moglicherweise eine Rolle
spielen [78]. In Untersuchungen am Rattenmagen und -hepatozyten, an
Hamsternierenzellen, humanen Gliom- und intestinalen Tumorzelllinien sowie an
anderen Zelllinien von Saugern konnten Ubereinstimmende pharmakologische
Eigenschaften eines spezifischen Agmatin Transportmechanismus gezeigt werden
[7, 30, 51, 52, 53, 85] (Tab. 4). Aufgrund dieser ist der Agmatin Transporter kein
Aminoséure- oder Monoamincarrier, kein Ca*-Kanal und ist nicht identisch mit
dem Putrescintransporter, dem Transporter in Synaptosomen des Rattengehirns

sowie einem derzeit bekannten organischen Kationen-Transportsystem.

Tab. 4 Charakteristika des Agmatin Transports

Charakteristika des Agmatin Transports

energieabhangig
Sattigung moglich
Carrier vermittelt

Membranpotential Gber Plasmamembran nétig

YV V V V VY

Hemmung durch Phentolamin, Putrescin, Spermin, Spermidin, Clonidin,
Paraquat, Histamin
> keine Beeinflussung durch kationische Molekile, Verapamil, Nifedipin,

Desipramin, Moxonidin, Kortikosteron, O-Methylisoprenalin

1.5.5 Agmatin und Haut

Agmatin ist fur die Haut von Interesse, da bei der Metabolisierung durch die
Agmatinase neben Putrescin auch Harnstoff gebildet wird. Im Gegensatz zum L-
Arginin ist keine proinflammatorische sondern sogar eine antiinflammatorische
Wirkung aufgrund der Hemmung der iNOS und somit der NO-Produktion zu
erwarten. Beide Agmatin metabolisierenden Enzyme (Agmatinase, Diamin-

Oxidase) sind in der menschlichen Haut vorhanden [47, 50,]. Rzepka et al. [80]
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konnte in umfangreichen préaklinischen Untersuchungen die toxikologische
Unbedenklichkeit des Agmatins belegen. In durchgefihrten Vitalitatstests an
nativen humanen epidermalen Keratinozyten (NHEK) traten im therapeutisch
relevanten Konzentrationsbereich keine zytotoxischen Effekte auf. Ebenso gab es
keinen Hinweis fur eine erhéhte Apoptose- oder Nekroserate. Daten aus in vivo
Untersuchungen am HET-CAM-Modell (Hen's Egg Test-Chorio-Allantois-
Membran-Modell), wo agmatinsulfathaltige Losungen am extrakorporalen
Gefal3system der Chorioallantoismembran von Hiuhnereiern getestet wurden,
geben keinen Anhalt fuir eine Schadigung von Haut und Schleimhaut bei topischer
Applikation. In nativen Keratinozyten konnte eine Steigerung der endogenen
Harnstoffsynthese durch Agmatinapplikation gezeigt werden. Fir die topische
Applikation von Agmatin auf trockene Haut ist als Grundlage die amphiphile
Basiscreme DAC hinsichtlich des Liberations- und Penetrationsverhaltens, sowie
der therapeutischen Eigenwirkung einer lipophilen und hydrophilen Grundlage

vorzuziehen [60, 80].

Bisher ist nicht bekannt, ob die exogene Substitution von Agmatin auch tatsachlich
Uber die Steigerung der endogenen Harnstoffproduktion zu einer praktisch
relevanten Erh6hung der Wasserbindungskapazitat der Hornschicht und damit zu
einem Barriere fordernden Effekt fihrt. Aus diesem Grunde werden in der hier
vorliegenden Studie verschiedene Konzentrationen von Agmatin in einem
Standardvehikelsystem bezuiglich des klinischen Effektes und der Vertraglichkeit

unter praktisch nahen Applikationsbedingungen untersucht.
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2.  Zielstellung

Es liegen umfangreiche praklinische Untersuchungen vor, in denen zum einen die
toxikologische Unbedenklichkeit von Agmatinsulfat belegt und zum anderen eine
erhohte endogene Harnstoffsynthese in Keratinozyten durch Agmatinsulfat
nachgewiesen wurde.

In der hier durchgefuhrten klinischen Studie wurden die Vertraglichkeit und

Wirksamkeit am Patienten hinsichtlich folgender Fragestellungen untersucht:

1. Ist nach topischer Applikation von Agmatinsulfat ein Einfluss auf die

Hydratation und Barrierefunktion der Haut klinisch nachweisbar?

2. Bei welcher Konzentration von Agmatinsulfat kdénnen diese Effekte

aufgezeigt werden?

3. Ist die Wirkung des Agmatins nach Beendigung der Applikation anhaltend?

4. Wie werden topische agmatinhaltige Praparate von Patienten mit

atopischer Dermatitis vertragen?
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3. Material und Methodik

3.1. Studiendesign

Bei der hier durchgefihrten Pilotstudie handelte es sich um eine monozentrische,
prospektive, randomisierte, doppelblinde, vehikel- und referenzkontrollierte
Vertraglichkeits- und Wirksamkeitsstudie.

Die Durchfihrung fand mit positivem Votum der Ethik-Kommission der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg gemafld den ICH-GCP-Richtlinien und unter
Bertcksichtigung der Deklaration von Helsinki statt [32].

Die Studie erstreckte sich Uber 24 Tage, wobei die Erhebung der Zielparameter
am Patienten an den Tagen 0, 7, 14, 21, 22, 23, 24 erfolgte und in einem
probanden-bezogenen Prifprotokoll festgehalten wurde.

3.2. Studienziele

Die Studie diente der Evaluation der Vertraglichkeit, der Wirksamkeit, der
Wirkdauer und der Dosisfindung topisch applizierter agmatinhaltiger
Formulierungen im Vergleich zu topisch applizierten harnstoffhaltigen

Formulierungen sowie zum Vehikel.

3.3. Patienten

Da es sich hier um eine Pilotstudie handelte, wurde eine relativ kleine Anzahl von
insgesamt 24 Patienten in die Studie eingeschlossen. Der Einschluss erfolgte,
nachdem die Patienten schriftlich und mundlich tber die Inhalte und den Ablauf
der Studie informiert worden waren, ihr schriftliches Einverstédndnis abgegeben,
sowie die Eingangsuntersuchung erfolgreich absolviert hatten.

In der Eingangsuntersuchung wurden neben der Prifung der Ein- und
Ausschlusskriterien folgende Daten erhoben: Alter, Geschlecht, Korpergewicht

und —gro6RRe, Hauttyp, sowie das Vorliegen von allergischen, dermatologischen,
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kardiovaskularen, pulmonalen, endokrinologischen, psychiatrischen und sonstigen

Erkrankungen.

3.3.1.

Einschlusskriterien

Die Patienten mussten folgende Kriterien erftllen:

3.3.2.

freiwillige Teilnahme

Alter: 18-50 Jahre

Patienten, die an einer atopischen Dermatitis leiden und sich im
symptomfreien Intervall befinden

Kaukasischer Hauttyp (Hauttyp I1)

Ausschlusskriterien

Die Patienten durften keines der folgenden Kriterien erfillen:

Vorliegen einer chronisch entzindlichen oder die Barrierefunktion des
Hautorganes beeinflussenden Haut- oder Systemerkrankung, mit
Ausnahme der atopischen Dermatitis

Vorliegen einer Unvertraglichkeit und/oder Uberempfindlichkeit gegen einen
der Inhaltsstoffe

immunsupprimierte Patienten

Transplantattrager ( aul3er Autotransplantate)

Einnahme systemischer Arzneimittel innerhalb der 8 Wochen vor
Studienbeginn (ausgenommen orale Kontrazeptiva)

Anwendung topischer Arzneimittel im Bereich der Arme und Hande
innerhalb der 8 Wochen vor Studienbeginn

Anwendung von Kosmetika und/oder Pflegemittel im Bereich der Arme und
H&ande innerhalb der 4 Wochen vor Studienbeginn

Schwangerschatft oder stillend

Unzuverlassigkeit oder mangelnde Kooperation des Patienten
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3.4. Studienmedikation

Es wurden 6 verschiedene topische Praparationen verwendet, welche durch die
Universitatsapotheke der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg her- und
bereitgestellt wurden. Dabei diente als Grundlage die amphiphile Basiscreme
DAC, die sich in vorausgegangenen Penetrationsuntersuchungen als gut geeignet
erwies [60, 80]. Die 6 Praparationen lagen in jeweils 50 ml Behaltern versehen mit
einer Code-Nummerierung entsprechend einer doppelblinden und randomisierten
Studie vor. Die Verblindung wurde durch eine, an der Studie unbeteiligte,
fachkundige Person, Herrn Prof. Dr. R. Neubert (Institut fir pharmazeutische

Technologie und Biopharmazie) randomisiert vorgenommen.

3.4.1. Testpraparationen

Die Testpraparationen enthielten als Wirkstoff das Agmatinsulfat. Es wurden zwei

verschiedene Konzentrationen verwendet (Tab. 5):

Tab. 5 Zusammensetzung der Agmatin Monopraparate

Agmatin 2% Praparation m [g] % [m/m]
Agmatinsulfat Ph.Eur. 2 2

Basis Creme DAC ad 100 ad 100
Agmatin 5% Praparation m [g] % [m/m]
Agmatinsulfat Ph.Eur. 5 5

Basis Creme DAC ad 100 ad 100

3.4.2. Vergleichspréaparationen

Die Vergleichspraparationen enthielten als Wirkstoff den Harnstoff allein sowie
Harnstoff und Agmatinsulfat in Kombination. Als Placebo diente das wirkstofffreie
Vehikel Basiscreme DAC.

Es wurden folgende Konzentrationen verwendet (Tab. 6):
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Tab. 6 Zusammensetzung der Vergleichspraparate

Harnstoff 5% Pré&paration m [g] % [m/m]
Harnstoff Ph.Eur. 5 5

Basis Creme DAC ad 100 ad 100
Harnstoff 5% + Agmatin 2% Pré&paration m [g] % [m/m]
Agmatinsulfat Ph.Eur. 2 2
Harnstoff Ph.Eur. 5 5

Basis Creme DAC ad 100 ad 100
Harnstoff 5% + Agmatin 5% Préparation m [g] % [m/m]
Agmatinsulfat Ph.Eur. 5 5
Harnstoff Ph.Eur. 5 5

Basis Creme DAC ad 100 ad 100
Vehikel m [g] % [m/m]
Basis Creme DAC

3.5. Prufung der Wirksamkeit, Dosisfindung und Wirkdauer von

Agmatinsulfat
3.5.1. Priufung der Wirksamkeit und Dosisfindung von Agmatinsulfat
Jeder Patient erhielt, entsprechend eines Randomisierungsplanes, 4

Prufpraparate gekennzeichnet mit A-D, ein Applikationsschema sowie einen
Applikationsplan (Abb. 8).
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Applikationsschema Unterarme

Testareal C \ / Testareal A
Kontrollfeld @
Rechts -

Kontrollfeld
Links
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Testareal D — . \Testareal B

rechts links

volar

Abb. 8 Applikationsschema fur die Prufung der Wirksamkeit, Dosisfindung
und Wirkdauer von Agmatinsulfat

Auf den Innenseiten beider Unterarme wurden mit einem Hautmarker die jeweils
5x4 cm grol3en Testfelder A und B links, sowie C und D rechts und zusatzlich ein
ebenso grol3es Kontrollfeld je Unterarm markiert. Die distalen Testfelder befanden
sich mindestens 4cm entfernt vom Handgelenk, da im Bereich der Handgelenke
erhohte Messwerte und Schwankungen des TEWL bekannt sind [10, 68, 69]. Die
Applikation der Prufpraparate A-D erfolgte Uber 21 Tage zweimal taglich dinn auf
die entsprechenden Prifareale A-D durch die Patienten selbst. Die Kontrollfelder
blieben unbehandelt. Die Verwendung weiterer topischer Arzneimittel und
Pflegemittel (auch Seife bzw. Duschgel) auf den Unterarmen war nicht erlaubt.

Die Erhebung der Zielparameter erfolgte zundchst als Basismessung vor

Préaparatapplikation am Tag 0 und nachfolgend am 7., 14. und 21. Tag.
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3.5.2 Prifung der Wirkdauer von Agmatinsulfat

Nach Beendigung der Applikation der Priufpraparate am 21. Tag wurden die
Zielparameter nach 24, 48 sowie 72 h erneut erhoben. Wahrend dieser drei Tage
war die Verwendung topischer Praparate auf den Unterarmen ebenfalls nicht

erlaubt.

3.5.3 Zielparameter fir die Priafung der Wirksamkeit, Dosisfindung und

Wirkdauer von Agmatinsulfat

Als Hauptzielparameter galt die Hydratation der Hornschicht, welche mittels der
Corneometrie bestimmt wurde.
Als Nebenzielparameter galt der transepidermale Wasserverlust als Malf3 fir die

Barrierefunktion der Hornschicht, welcher mittels Tewametrie bestimmt wurde.

3.6. Prufung der Vertraglichkeit von Agmatinsulfat

An jedem Patienten erfolgte eine Vertraglichkeitstestung aller 6 Praparate auf dem
Rucken unter Verwendung von Testpflastern (Haye's Test Chambers,
Amsterdam, The Netherlands) mit jeweils 8 Kammern. Mit je 20mg der
verschiedenen sechs Prifpraparate und zwei Leerfeldern bestiickt wurden drei
dieser Pflaster (Pflaster A, B, C) auf den Ricken aufgeklebt (Abb. 9) und jeweils
nach 24h, 48h sowie nach 72h ein Pflaster entfernt. Da die Haut unmittelbar nach
dem AbreiRen der Pflaster haufig etwas gerétet war, erfolgten die Messungen der

Zielparameter erst nach einer ,Erholungszeit” von 10 Minuten.
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Applikationsschema Ricken
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Abb. 9 Applikationsschema fur die Prufung der Vertraglichkeit von
Agmatinsulfat

3.6.1 Zielparameter fur die Prifung der Vertraglichkeit von Agmatinsulfat

Als Hauptzielparameter galt die sichtbare Irritation der Haut, welche mittels eines
Klinischen Scores bestimmt wurde.
Als Nebenzielparameter galt die Roétung der Haut, welche mittels Erythrometrie

bestimmt wurde.

3.7. Corneometrie

Die Messung der Hydratation der Hornschicht als Mal3 fiur deren Wassergehalt
wurde mit einem Corneometer (CM 820, COURAGE + KHAZAKA electronic
GmbH, Koéln, Deutschland), das die Kapazitat tber der Hautoberflache (Messtiefe
ca. 30um) misst, durchgefihrt.

Durch gegeneinander isolierte gitterformige Metallplatten in der Messsonde, die
als Kondensator wirken, wird die Anderung der Kapazitat entsprechend des
Wassergehaltes der Hornschicht als dimensionsloser Wert bestimmt. Mit

steigendem Wassergehalt steigt somit auch der Messwert.
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Die Patienten akklimatisierten sich zunéchst in der fir die Tewametrie-Messungen
geforderten Art und Weise. Die Raumtemperatur betrug stets 20-22°C, die
Luftfeuchtigkeit lag zwischen 35 und 45%, besondere Lichteinstrahlung gab es
nicht. Die Messungen erfolgten am Unterarm, mit der Innenseite nach oben auf
einen Tisch aufliegend, indem die Messsonde mit leichtem Druck auf die Haut
plan aufgesetzt wurde.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurde ein Corneometrie-Index berechnet, der zu
den jeweiligen Zeitpunkten den Corneometrie-Wert des Testareals (Corneoest)
mit dem Corneometrie-Wert des Kontrollfeldes der selben Seite (Corneokontrolie) iNS
Verhaltnis setzt.

. Corneo
Corneometrie —Index =

Corneo

Test

Kontrolle

3.8. Tewametrie

Die Bestimmung der Wasserbindungskapazitat der Hornschicht erfolgte mit einem
Tewameter (TM 210, COURAGE + KHAZAKA electronic GmbH, Kaoln,
Deutschland), welches den transepidermalen Wasserverlust misst. Dieser setzt
sich aus zwei Komponenten zusammen. Zum einen ist dies der Wasserverlust
durch passive Diffusion von Wasser durch die Hornschicht hindurch, zum anderen
der Wasserverlust aufgrund der Schweil3drisenaktivitat. Die Messung des TEWL
ist eine geeignete und empfohlene nicht-invasive Methode fiir die Bestimmung der
Hautbarrierefunktion [3, 65].

Die Messsonde besteht aus einem offenen Zylinder, der zwei Hygrosensoren
sowie zwei Thermistoren in unterschiedlichem Abstand von der Haut angeordnet,
enthalt. An diesen zwei unterschiedlichen Punkten wird jeweils die lokale relative
Feuchtigkeit und die Temperatur gemessen, daraus der entsprechende
Dampfdruck errechnet und der Wasserverlust aufgrund der Verdunstung von der
Hautoberflache bestimmt. Das Ergebnis wird in g/(m?h) (Gramm pro Quadratmeter
und Stunde) angegeben. Die Messungen wurden gemal den EEMCO-Guidelines
(European Expert Group on Efficacy Measurement of Cosmetics and Other
Topical Products Guidance for the Assessment of Transepidermal Water Loss in
Cosmetic Sciences) durchgefihrt [79]. Um eine Beeinflussung der Tewametrie-

Messungen durch innere und dul3ere Faktoren moglichst zu vermeiden, wurde die
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Prifung am volaren Unterarm durchgefiihrt, nachdem sich die Patienten 15
Minuten mit unbedeckten Unterarmen im Raum akklimatisiert hatten. Die
Temperatur wurde mit Hilfe einer Klimaanlage konstant bei 20-22°C gehalten, die
Luftfeuchte betrug stets 40-60%, besondere Lichteinstrahlung gab es nicht. Die
Messungen wurden in einer nach allen Seiten geschlossenen Kammer
durchgefuhrt, um eine Beeinflussung durch Luftzug zu vermeiden. Die Messung
erfolgte am Unterarm, mit der Innenseite nach oben auf einen Tisch aufliegend,
indem die Messsonde mit Hilfe eines Halters senkrecht zur Hautoberflache und
mit nach oben zeigender Offnung des Zylinders aufgesetzt wurde. Zur Erlangung
verwertbarer Messergebnisse musste darauf geachtet werden, dass die Sonde
einerseits nicht mit zu groBem Druck in die Haut hineingedriickt wurde,
andererseits auch mdglichst kein Spalt zwischen Haut und Sonde auftrat. Zu
Beginn der Messung kam es zunachst zu einem stetigen Anstieg bzw. zu
Schwankungen der TEWL-Werte, bedingt durch die unterschiedliche Temperatur
von Haut und Sonde. Nachdem sich die TEWL-Werte auf ein konstantes Niveau
eingepegelt hatten, wurde der Messvorgang beendet. Vor dem erneuten
Aufsetzen der Sonde auf die Haut, wurde durch vorsichtiges Hin- und
Herbewegen derselben sich noch darin befindlicher Wasserdampf entfernt.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurde ein TEWL-Index berechnet, der zu den
jeweiligen Zeitpunkten den TEWL des Testareals (TEWLtest) mit dem TEWL des

Kontrollfeldes der selben Seite (TEWLkontrolle) iNS Verhaltnis setzt.

TEWL —Index = _TEWL e
TEWL

Kontrolle

3.9. Visueller Klinischer Score

Zur Objektivierung der irritativen bzw. toxischen Wirkung der Prifpraparate
wurden die Testareale auf dem Rucken mit Hilfe eines visuellen klinischen Scores

eingeschatzt.
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Dabei wurden folgende Einteilungskriterien definiert:

0 — keine Reaktion

1 — Schuppung, sehr schwaches Erythem

2 — schwaches Erythem, ggf. leichte Infiltration

3 — deutliches Erythem, ggf. Vesikel und Krusten

4 — deutliches Erythem, Infiltration, ggf. Vesikel, Blasen und/oder kraftige Krusten

3.10. Erythrometrie

Zur Objektivierung der irritativ-toxischen sowie einer vasoaktiven Wirkung der
Prufpraparate wurde zusatzlich die Rétung der Testareale auf dem Rucken mit
einem Erythrometer (Minolta Chroma Meter CR-200; Minolta GmbH, Ahrensburg,
Deutschland) bestimmit.

Die Messungen erfolgten nach der sogenannten Tristimulus Analyse (blau, rot,
grun) des von der Haut reflektierten Lichts.

Im Messkopf dieses Gerates befindet sich eine Xenon Bogenlampe, die blitzartig
ein intensives weil3es Licht auf die Hautoberflache aussendet. Die Farbe des von
der Hautoberflache reflektierten Lichtes wird hinsichtlich des Blau-, Grin- und
Rotanteils analysiert. Bei der Darstellung der Werte wurde das L*a*b*-
FarbmaRsystem der Commission International de |'Eclairage (CIE) zugrunde
gelegt. Bei diesem Farbmal3system wird eine Farbe in einem 3-dimensionalem
Koordinatensystem dargestellt. Dieses ist aufgebaut aus drei Achsen: L*
(Schwarz-Wei3-Achse bzw. Helligkeit), a* (Rot-Gruin-Achse) und b* (Blau-Gelb-
Achse). Die Hautfarbe wird somit anhand ihrer L*a*b*-Koordinaten genau
bestimmt. Die L*a*b*-Werte sind dimensionslos. Da eine akute irritativ-toxische
Wirkung mit einer R6tung einhergeht, wére dies an einer Erhdhung des a*-Wertes
erkennbar, welcher hierbei bestimmt wurde.

Die Messungen erfolgten gemaf den Richtlinien der Standardization Group of the
European Society of Contact Dermatitis [17]. Wie empfohlen, wurde ein Messkopf
mit einem offenen Licht-Leit-Tubus verwendet und als Lichtquelle im Gerat die CIE
Standard Beleuchtung Des gewahlt. Zu Beginn eines jeden Messtages erfolgte
eine Rekalibrierung mit der weiRen Standard-Kalibrierkachel. Im Messraum wurde

die Temperatur mittels einer Klimaanlage bei 20-22°C gehalten, Messungen in
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direktem Sonnenlicht wurden vermieden. Die Patienten sal3en zunachst 15 min,
den Oberkdrper mit einem T-Shirt bekleidet, im Messraum, wie es auch fur die
Tewametrie-Messungen notig war. Der Messkopf wurde auf den Rucken des
aufrecht sitzenden Patienten aufgesetzt. Dabei musste beachtet werden, dass der
Messkopf senkrecht zur Hautoberflache, ruhig und sanft, ohne grof3en Druck auf
die Haut auszuuben, gehalten und der Messvorgang sofort ausgeldst wurde. Pro
Testareal wurden drei Messungen hintereinander durchgefiihrt und der Mittelwert
bestimmt.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurde ein Erythrometrie-Index berechnet, der den
Erythrometrie-Wert zum Zeitpunkt x (Erythometrie x) mit dem Erythrometrie-Wert

vor Therapie (Erythrometrie o) ins Verhaltnis setzt.

Erythrometrie,

Erythrometrie —Index = ,
Erythrometrie,

3.11. Adverse Events

Unter Adverse Events versteht man samtliche unerwinschte Ereignisse, die
wahrend einer klinischen Studie auftreten, unabhangig von einem mdglichen
kausalen Zusammenhang mit der Behandlung. Durch Befragen der Patienten bei
jeder Visite wurden diese, wenn mdoglicherweise eingetreten, erfasst und sorgféltig

dokumentiert.

3.12. Statistische Auswertung

Die biometrische Auswertung wurde unter Zuhilfenahme der Software SigmaStat®
3.0 for Windows erstellt. Unterschiede wurden ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von p < 0,05 als signifikant bewertet.

Die Analyse von drei und mehr Stichproben einer normalverteilten Population mit
gleicher Varianz erfolgte mit der Ein-Weg-Varianzanalyse (One Way Analysis of
Variance [ANOVA]), da lediglich ein Faktor (Einfluss der Prufsubstanz) in den
verschiedenen Mittelwertgruppen untersucht werden sollte. Die Unterschiede

zwischen den Mittelwerten wurden durch Paarvergleiche nach der Holm-Sidak-
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Methode untersucht. Nicht normalverteilte Ergebnisse wurden mit dem nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis-Test analysiert. Dieser pruft die analoge Hypothese
der One-Way-ANOVA verteilungsunabhangig.

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden Boxplots mit Hilfe der
Software SigmaPlot® 8.02 for Windows erstellt. Die untere bzw. obere Begrenzung
der Box stellt die 10. bzw. 90. Perzentile dar, die horizontale Linie innerhalb der
Box den Median. Die nach oben und unten abgetragenen ,whiskers* beschreiben
die gesamte Spanne der Einzelwerte innerhalb der 5. und 95. Perzentile.
Einzelwerte aul3erhalb der 5. bis 95. Perzentile wurden als Punkte dargestellt. Die
Darstellung fir den Visuellen Klinischen Score erfolgte mittels eines

Balkendiagramms.
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4.  Ergebnisse

4.1. Patienten

Es wurden insgesamt 24 Patienten mit atopischer Dermatitis im symptomfreien
Intervall, 19 Frauen und 5 Manner, in die Studie eingeschlossen. Das
Durchschnittsalter der Patienten betrug 24,25 Jahre (20-34 Jahre). Aufgrund eines
Drop out konnte die Vertraglichkeitsprifung nur an 23 Patienten durchgefihrt
werden.

Fur die Evaluation der Wirksamkeit, Wirkdauer und Dosisfindung wurde jedes
Prufpraparat an jeweils 16 Patienten getestet. Fur die Prufung der Vertraglichkeit

wurden jedes Prufpraparat und beide Kontrollfelder an allen 23 Patienten getestet.

4.2. Corneometrie

4.2.1. Prufung der Wirksamkeit von Agmatinsulfat

Die Hydratation der Hornschicht steigt signifikant nach topischer Applikation des
Harnstoff 5% Prufpraparates sowie der Harnstoff 5% + Agmatinsulfat 2% und
Harnstoff 5% + Agmatinsulfat 5% Kombinationspraparate.

Fur das Vehikel sowie die Agmatinsulfat 2% und Agmatinsulfat 5% Monopraparate
kann Uber eine Anwendungsdauer von 21 Tagen keine signifikante Steigerung der

Hydratation nachgewiesen werden (Abb. 10).
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10 Einfluss der Prifpraparate auf die Hydratation der Hornschicht

(Corneometrie-Index), n=16

1 Applikation der jeweiligen Prufpraparate bis zum 21.Tag

Bl keine Applikation der jeweiligen Prufpraparate ab dem 21.Tag

* = signifikanter Unterschied zur Hydratation der Hornschicht vor Therapie, p<0,05
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Gegenuber dem Vehikel ist bereits nach 7 Tagen allein fir das
Kombinationspraparat Harnstoff 5% + Agmatinsulfat 5% eine signifikante
Erhdhung der Hydratation nachweisbar, die bis zum Ende der Applikationsdauer
anhalt.

Nach Applikation des Harnstoff 5% Monopraparates steigt die Hydratation
signifikant gegenuber dem Vehikel ab dem 14. Applikationstag.

Fur die Agmatinsulfat 2% und Agmatinsulfat 5% Monopraparate sowie das
Harnstoff 5% + Agmatinsulfat 2% Kombinationspraparat kann keine signifikante
Erhéhung der Hydratation gegeniber dem Vehikel nachgewiesen werden
(Abb.11).
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Abb. 11 Hydratation der Hornschicht (Corneometrie-Index)
a) vor Therapie, b) nach 7-, ¢) nach 14- und d) nach 21-tagiger
Applikation der Prufpraparate

* = signifikanter Unterschied zum Vehikel, p<0,05, n=16
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Es besteht kein signifikanter Unterschied der Hydratation nach 14- bzw 21-tagiger
Applikation fur das Harnstoff 5% Monopraparat gegentber dem Harnstoff 5% +
Agmatinsulfat 5% Kombinationspraparat.

4.2.2. Dosisfindung von Agmatinsulfat

Es lasst sich kein Unterschied in der Wirksamkeit zwischen dem Agmatin 2% und
dem Agmatin 5% Monopraparat feststellen (Abb. 10 und 11).

In Kombination mit Harnstoff 5% hat Agmatin 5% Vorteile gegeniber dem
Harnstoff 5% + Agmatin 2% Kombinationspraparat (Abb. 11b).

4.2.3. Prufung der Wirkdauer von Agmatinsulfat
Bereits 24 Stunden nach Beendigung der Applikation ist bei keinem der

Prufpraparate eine Wirkung mehr nachweisbar (Abb. 10 jeweils die dunkelgrauen
Box Plots vom 22.-24.Tag und Abb. 12).
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Abb. 12 Hydratation der Hornschicht (Corneometrie-Index)
a) 24 Stunden, b) 48 Stunden und c) 72 Stunden nach Beendigung
der Applikation der Prifpraparate

* = signifikanter Unterschied zum Vehikel, p<0,05, n=16

4.3. Tewametrie

4.3.1. Prifung der Wirksamkeit von Agmatinsulfat

Fur keines der Prifpraparate ist eine signifikante Reduktion des TEWL
nachweisbar, jedoch tendiert der TEWL der mit Harnstoff 5%, mit Harnstoff 5%+
Agmatinsulfat 2% und mit Harnstoff 5% + Agmatinsulfat 5% behandelten

Testareale zu niedrigeren Werten. (Abb. 13 und gegeniiber dem Vehikel Abb. 14).
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Abb. 13 Einfluss der Prifpraparate auf den transepidermalen Wasserverlust

der Haut (TEWL-Index)

1 Applikation der jeweiligen Prufpraparate bis zum 21.Tag

B keine Applikation der jeweiligen Prifpraparate ab dem 21.Tag

* = signifikanter Unterschied zum transepidermalen Wasserverlust

vor Therapie, p<0,05, n=16
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Abb. 14 Transepidermaler Wasserverlust der Haut (TEWL-Index)
a) vor Therapie, b) nach 7-, ¢) nach 14- und d) nach 21-tagiger
Applikation der Prufpraparate
* = signifikanter Unterschied zum Vehikel, p<0,05, n=16

4.3.2. Dosisfindung von Agmatinsulfat

Es lasst sich kein Unterschied in der Wirksamkeit zwischen den agmatinhaltigen

Mono- und Kombinationspraparaten feststellen (Abb. 13 und 14).

4.3.3 Prifung der Wirkdauer von Agmatinsulfat

Eine Wirkdauer ist nicht nachweisbar (Abb. 13 jeweils die dunkelgrauen Box Plots
vom 22.-24.Tag).
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Gegenuber dem TEWL-Index der mit dem Vehikel behandelten Haut zeigt sich 48
Stunden nach Beendigung der Applikation (= 23.Tag) eine signifikante Reduktion
des TEWL-Index der mit dem Harnstoff 5% Monopréparat, Harnstoff 5% +
Agmatinsulfat 2% sowie Harnstoff 5% + Agmatinsulfat 5% Kombinationspraparat
behandelten Haut. 72 Stunden nach Beendigung der Applikation (= 24.Tag) ist nur
fur das Harnstoff 5% + Agmatinsulfat 5% Kombinationspraparat eine signifikante
Reduktion des TEWL-Index nachweisbar (Abb. 15).
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Abb. 15 Transepidermaler Wasserverlust der Haut (TEWL-Index)
a) 24 Stunden, b) 48 Stunden und c) 72 Stunden nach Beendigung
der Applikation der Prifpraparate

* = signifikanter Unterschied zum Vehikel, p<0,05, n=16
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4.4. Erythrometrie

Bei keinem der Prifpraparate ist eine signifikante Erhdhung der Erythrometrie-

Werte Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von 72 Stunden nachweisbar

(Abb. 16).
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* = signifikanter Unterschied zum Erythrometrie-Wert vor Therapie,

p<0,05, n=23
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45. Visueller Klinischer Score

Nach 24-, 48-, bzw. 72-stindiger Applikation der Prifpraparate traten vereinzelt
sehr geringe Reaktionen in Form eines sehr schwachen Erythems auf, die mit
einem Visuellen Klinischen Score von 1 bewertet wurden. Dies betraf Testareale,
auf denen das Harnstoff 5% Monopréparat, die Harnstoff 5% + Agmatinsulfat 2%
und Harnstoff 5% + Agmatinsulfat 5% Kombinationspraparate und das
Agmatinsulfat 5% Monopraparat appliziert wurden sowie die beiden Kontrollfelder,
auf denen leere Kammern geklebt wurden (Abb. 17).

Einmalig wurde ein Visueller Klinischer Score von 2 vergeben. Dies betraf ein

Testareal nach 72-stiindiger Applikation des Vehikels.
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Abb. 17 Anzahl der Patienten mit einem Visuellen Klinischen Score von 1
nach 24-stundiger, 48-stundiger und 72-stindiger Applikation der
Prufpraparate bzw. der Kontrollfelder, n=23
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4.6. Adverse Events

Insgesamt traten wahrend der Durchfuhrung der klinischen Studie bei sieben

Patienten Adverse Events auf. In zwei Féllen wurde ein Zusammenhang mit den

Prufpraparaten als unwahrscheinlich bewertet (fieberhafte Erkaltung und

Fahrradsturz). In funf Fallen wurde ein Zusammenhang mit den Prifpraparaten als

wahrscheinlich bzw. méglich bewertet und der Schweregrad als 1 = mild eingestuft

(Tab. 7).

Tab. 7 Wahrend der klinischen Studie aufgetretene Adverse Events

Anzahl Patienten Prufpraparat Art des Adverse Events
2 Vehikel leichte R6tung, Papeln, Juckreiz
1 Harnstoff 5% Ro6tung nach Auftragen fir %2 h
2 Harnstoff 5% + Agmatin 5% leichte R6tung, Papeln
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5. Diskussion

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der topischen Anwendung von Agmatinsulfat an
Patienten mit atopischer Dermatitis im Rahmen einer klinischen Studie. Die
atopische Dermatitis ist eine chronisch-entzindliche Hauterkrankung, die zum
atopischen Formenkreis gezahlt wird. Vererbt wird nur die genetische
Krankheitsdisposition; durch endogene und/oder exogene Provokationsfaktoren
kommt es zur Manifestation der Erkrankung. Charakteristisch ist die leicht
reizbare, trockene Haut, auch im erscheinungsfreien Intervall. Diese klinische
Eigenheit korrespondiert mit einer nachweisbar verringerten
Wasserbindungskapazitat, = verminderter = Hydratation sowie mit einer
beeintrachtigten Barrierefunktion der Haut [41, 42, 43, 87]. Da in dieser klinischen
Studie der Einfluss von topisch appliziertem Agmatin auf die Hydratation und die
Barrierefunktion der Haut im Blickpunkt stand, wurde diese Patientengruppe im
symptomfreien Intervall auserwahlt. Es handelt sich hierbei um eine neuartige
Therapieoption gegen trockene Haut, die erstmalig am Patienten angewendet
wurde. Bisher existieren kaum Informationen in der Literatur hinsichtlich Agmatin
und Haut.

5.1. Wirksamkeit

Da experimentell an nativen Keratinozyten eine erhdhte Harnstoffproduktion nach
Applikation von Agmatinsulfat nachgewiesen werden konnte [80], sind die durch
klinische Anwendung am Patienten zu erzielenden Effekte von besonderem
Interesse. Um einen Einfluss auf die Hydratation und Barrierefunktion der Haut zu
untersuchen, wurden definierte Testareale auf den Unterarmen von 24 Patienten
21 Tage lang zweimal taglich mit den Prifpraparaten behandelt und nach 7, 14
und 21 Tagen untersucht.
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5.1.1. Ist nach topischer Applikation von Agmatinsulfat ein Einfluss auf die
Hydratation und Barrierefunktion der Haut klinisch nachweisbar?

Bei der Untersuchung der Hydratation und der Barrierefunktion der Haut fanden
die Corneometrie und die Tewametrie Anwendung.

Die Corneometrie stellt eine etablierte und empfohlene nicht-invasive Methode zur
Hautfeuchtigkeitsmessung dar [19, 66]. Bei Betrachtung der Wirkung der
einzelnen Prifpraparate gegentber dem Hautzustand vor Therapiebeginn lasst
sich eine signifikante Erh6hung der Hydratation der Hornschicht nach 7-tagiger
Anwendung des Harnstoff 5% Monopraparates und der Harnstoff 5% +
Agmatinsulfat 2% und Harnstoff 5% + Agmatinsulfat 5% Kombinationspraparate
anhand signifikant erhéhter Corneometrie-Messwerte nachweisen. Diese bleibt bis
zum Ende der Applikation am 21.Tag erhalten. Einen wesentlichen Einfluss auf
den Feuchtigkeitshaushalt der Haut hat der sogenannte Natural Moisturizing
Factor, dessen wichtiger Bestandteil der Harnstoff ist [24]. Dieser wird mittels der
harnstoffhaltigen Praparate direkt topisch appliziert und entfaltet seine Wirkung
hauptsachlich in der Hornschicht bzw. kann mittels des Agmatinsulfates im
Keratinozyten der vitalen Epidermis neu synthetisiert werden. Harnstoff fuhrt
aufgrund einer Erh6hung der Wasserbindungskapazitat zu einer Erh6hung der
Hydratation der Hornschicht. Fir harnstoffhaltige Praparate konnte schon in
friheren Untersuchungen sowohl an gesunder als auch an trockener Haut eine
Erhéhung der Corneometrie-Werte nachgewiesen werden [21, 25, 44, 46, 88, 89,
97].

Im Gegensatz dazu fihren das Vehikel und die Agmatinsulfat 2% und
Agmatinsulfat 5% Monopréaparate zu keiner signifikanten Erhdhung des
Feuchtigkeitsgehaltes der Hornschicht. Die Konzentrationen von 2% bzw. 5%
Agmatinsulfat scheinen allein nicht ausreichend, um eine genigend hohe
Harnstoffmenge zu synthetisieren, dass sich dies in einer signifikanten Erhdhung
der Corneometrie-Werte niederschlagt. Eine Rolle spielt hier sicherlich die Frage
nach Menge und Aktivitdit der Agmatinase in der Haut. Untersuchungen zur
Expression der Agmatinase in menschlichem Gewebe ergaben, dass sich relativ
geringe Mengen an mMRNA in der Haut befinden [50]. Eine Induktion der
Expression konnte an menschlichen Hepatozyten durch eine Hepatitis-B-Virus

Infektion nachgewiesen werden [50]. Im Gegensatz zu Bakterien und Pflanzen
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wurde an Ratten Hepatozyten gezeigt, dass Agmatin nur zu einem Kkleinen Teil
(10% der aufgenommenen Agmatinmenge) von der Agmatinase zu Harnstoff und
Putrescin umgesetzt wird [7]. Eine Steigerung der Aktivitat des Enzyms ist jedoch
maoglich, wie es anhand der Makrophagen Agmatinase und LPS nachgewiesen
wurde [81]. Im Rahmen von inflammatorischen Vorgangen konnte eine
gleichsinnige Regulation der Agmatinase und der INOS gezeigt werden. Die
erhohte Aktivitat der Agmatinase fuhrt zu einem Abfall des Agmatingehaltes in der
Zelle, wodurch eine Hemmung der iINOS durch das Agmatinaldehyd verhindert
wird [81]. Durch eine erhdhte Aktivitat der Agmatinase in entziindeter Haut ware
eine starkere Wirkung hinsichtlich der Harnstoffproduktion denkbar. Ebenso wére
es interessant, ob eine antiinflammatorische Wirkung durch Hemmung der iNOS
klinisch nachweisbar ist.

Fur das Vehikel selbst werden zwar keine signifikanten Erhdhungen der
Corneometrie-Werte errechnet, es lasst sich aber eine Tendenz in diese Richtung
erkennen (mogliche Eigenwirkung des Vehikels). Bei Betrachtung der
Prufpraparate gegentber dem Vehikel ist auffallig, dass allein fir das Harnstoff
5% + Agmatinsulfat 5% Kombinationspraparat bereits ab dem 7.Tag eine
signifikante Erhohung der Hydratation der Hornschicht nachweisbar ist. Dies kann
als Bestatigung fur eine tatsachliche Wirkung von Agmatin hinsichtlich der
Steigerung der endogenen Harnstoffsynthese in vitaler humaner Haut angesehen
werden. Die synergistische Wirkung des applizierten Harnstoffs und des Agmatins
scheinen sich hierbei zu addieren, da der Harnstoff bzw. das Agmatin allein nach
7 Tagen keine signifikante Erhéhung der Hydratation bewirken. Eine
entsprechende Konzentration des Agmatins von 5% ist wahrscheinlich mindestens
notig, da eine Kombination mit Agmatinsulfat 2% noch zu keiner signifikanten
Steigerung der Hautfeuchtigkeit fihrt. Zusatzlich kénnte die Wirkung des Agmatins
aufgrund der bekannten penetrationsfordernden Eigenschaft des Harnstoffs
verstarkt werden. Zwischen der ab dem 14.Tag gegenuber dem Vehikel gezeigten
signifikanten Hydratationssteigerung des Harnstoff 5% Monopraparates und des
Harnstoff 5% + Agmatinsulfat 5% Kombinationspraparates kann kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden. Hier waren weitergehende Untersuchungen
mit einer grofReren Anzahl an Patienten und einer hoheren Konzentration an

Agmatin von Interesse.
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Der TEWL, gemessen mit Hilfe der Tewametrie, gilt als Mal3 fur die
Barrierefunktion der Hornschicht. Fur keines der verwendeten Prufpraparate kann
eine signifikante Reduktion des TEWL nachgewiesen werden. Dies steht
zumindest fur Harnstoff im Gegensatz zu anderen Studien, wo eine Reduktion des
TEWL sowohl an gesunder als auch an trockener Haut nachgewiesen wurde [21,
45]. Jedoch gibt es auch Untersuchungen an trockener Haut, wo eine Reduktion
des TEWL erst bei einer Konzentration von Harnstoff 10% auftrat [88], oder wo
ebenfalls nur eine Tendenz fir Harnstoff 5% in Richtung niedrigere TEWL-Werte
aufgezeigt wurde [44], bzw. wo fir Harnstoff 4% keine signifikanten TEWL
Veranderungen gemessen wurden [25]. Die Ursache hierflr ist in einer fir den
barriereverbessernden Effekt mdglicherweise zu geringen Konzentration der
Wirkstoffe aber auch in der Methodik zu suchen. Die Tewametrie ist eine wichtige
nicht-invasive und auch empfohlene Methode zur Einschatzung der
Barrierefunktion der Haut [3, 65]. Sie ist einerseits gekennzeichnet durch eine
hohe Sensitivitat, andererseits ist eine ungewollte Beeinflussung der Messungen
aufgrund einer Vielzahl von Einflussfaktoren (z.B. Umgebungsfaktoren [79],
Menstruationszyklus [28], Handigkeit bei Messungen am Unterarm [91],
mangelnde Ernahrung an essentiellen Fettsauren [10, 49]) mdglich [25]. Bei der
relativ kleinen Anzahl an Patienten kann dies erhebliche Auswirkungen fir die
statistische Auswertung haben. Die bei der Tewametrie gemessene Menge an
austretendem Wasser besteht zum einen aus verdunstendem Wasserdampf
(Menge abhéngig vom Zustand der Hautbarriere) und zum anderen aus der
Schweil3sekretion. Da die Schweil3sekretion die TEWL-Werte hinsichtlich der
Ruckschlisse auf den Funktionszustand der epidermalen Barriere verfalschen
wirde, muss darauf geachtet werden, dass eine Schweil3sekretion moglichst
vermieden wird. Dies wurde umgesetzt, indem die Studie gemal3 der Leitlinie far
die Tewametrie “EEMCO Guidance for the Assessment of Transepidermal Water
Loss in Cosmetic Sciences” [79] durchgefihrt wurde. Hierdurch kann das
Schwitzen aufgrund korperlicher und thermischer Stimuli vermieden werden.
Jedoch ist es kaum mdglich, die Schwei3sekretion aufgrund emotionaler Stimuli
zu beeinflussen. Dass dies einen wesentlichen Stdrfaktor darstellen kann, konnte
in einer Untersuchung anhand vergleichender TEWL-Messungen mit und ohne

anticholinerger Hemmung der SchweilR3driisen gezeigt werden [70]. Exakte TEWL
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Messungen miussten nach einer anticholinergen Hemmung der Schweil3drisen

durchgefuhrt werden [70].

5.2. Dosisfindung

5.2.1. Bei welcher Konzentration von Agmatinsulfat kénnen diese Effekte

aufgezeigt werden?

Zwischen den beiden Monopraparaten mit 2% bzw. 5% Agmatin lasst sich kein
Unterschied in der Wirksamkeit feststellen. Beide Konzentrationen sind nicht
ausreichend fur eine nachweisbare Erh6hung des Hydratationszustandes der
Hornschicht.

In Kombination mit Harnstoff 5% hat Agmatin 5% Vorteile gegentiber Agmatin 2%.
Hier lasst sich gegeniber dem Vehikel nachweisen, dass es als einzigstes
Prufpraparat bereits nach 7 Tagen zu einer signifikanten Verbesserung der
Hautfeuchte fuhrt.

Aufgrund der geringen Verfugbarkeit sowie der hohen Kosten des Agmatinsulfates
wurden fur diese Pilotstudie Praparate mit relativ geringen Konzentrationen von
2% bzw. 5% Agmatinsulfat gewahlt. Es kann jedoch davon ausgegangen werden,
dass hohere Konzentrationen an Agmatinsulfat zu einer verstarkten Steigerung
der intrakeratinozytaren Harnstoffsynthese und somit zu einem deutlicheren Effekt

fuhren.

5.3. Wirkdauer

Um zu prufen, ob und wie lange die Wirkung der Prifpraparate tber den
Applikationszeitraum hinaus anhalt, wurde die Applikation auf den Unterarmen
nach 21 Tagen beendet und die Testareale nach 24, 48 sowie 72 Stunden

weiterhin untersucht.
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5.3.1. Ist die Wirkung des Agmatins nach Beendigung der Applikation
anhaltend?

24 Stunden nach Beendigung der Applikation ist fur keines der Prufpraparate ein
Effekt mehr nachweisbar. Die Wirkdauer des Agmatinsulfates liegt somit
wahrscheinlich unter 24 Stunden. Dies deckt sich auch mit der Erkenntnis, dass
bei topischer Harnstoffsubstitution Effekte hinsichtlich der Hydratation bereits nach
einigen Stunden verschwinden [90, 97]. Fur Untersuchungen der Wirkdauer des
Agmatinsulfates sind daher kirzere Intervalle im Bereich von Stunden nach
Absetzen der Therapie sinnvoll.

Es ist jedoch auch moglich, dass die endogene Harnstoffsynthese uber 24
Stunden hinaus anhalt, jedoch allein nicht ausreichend ist fur signifikant erhdohte

Messwerte.

5.4. Vertraglichkeit

Fur die Beurteilung der Vertraglichkeit wurden alle Prifpraparate bis zu 72
Stunden lang mittels Testpflaster auf den Ricken der Patienten appliziert. Nach
24, 48 und 72-stindiger Applikation erfolgte jeweils eine Einschatzung der
Testareale anhand des Visuellen Klinischen Scores sowie eine Bestimmung der
Hautrote mit Hilfe der Erythrometrie. Zusatzlich wurden wahrend der gesamten
Studienzeit aufgetretene Adverse Events dokumentiert.

5.4.1. Wie werden topische agmatinhaltige Pr&aparate von Patienten mit
atopischer Dermatitis vertragen?

Die Erythrometrie ist eine geeignete nicht-invasive Messmethode, um irritative
Hautreaktionen und Gefal3reaktionen anhand auftretender Hautréte zu bestimmen
[17]. Fur kein Prifpraparat kann eine signifikante Zunahme der Hautrote bei bis zu
72-stundiger Applikation nachgewiesen werden. Daraus ergibt sich kein Hinweis
fur eine toxisch-irritative Reaktion oder auch vaskulare Effekte des Agmatins beli
topischer Applikation. Dies bestatigen auch die Ergebnisse des Visuellen

Klinischen Scores. Vereinzelt aufgetretene Reaktionen wurden durchweg mit 1
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(Schuppung, sehr schwaches Erythem) bewertet und traten sowohl bei den
Prufpraparaten als auch auf den leeren Kontrollfeldern auf. Das einmalige
Auftreten eines Visuellen Klinischen Scores von 2 bei einem Testareal, wo das
Vehikel aufgetragen wurde, ist wahrscheinlich auf eine gleichzeitige Follikulitis
zuruckzufihren. Bei dieser Art der Vertraglichkeitsprifung muss man bedenken,
dass zum einen die Haut der Patienten mit atopischer Dermatitis von vornherein
oftmals empfindlich reagiert und zum anderen eine bis zu 72 Stunden lange
Applikation unter Okklusivbedingungen eine weitaus extremere Belastung fur die
Haut darstellt, als es in der Praxis zu erwarten ist. Insgesamt decken sich die
Ergebnisse mit vorangegangenen Untersuchungen des Agmatins am Modell der
Chorioallantoismembran des Huhnereies, wo keinerlei Beeinflussung der
Perfusion gezeigt werden konnte und die keine Hinweise auf eine akute Toxizitat
bei topischer Anwendung lieferten [80].

Wahrend der 21-tdgigen Behandlungsphase wurden die topischen Praparationen
von allen Patienten gut toleriert. Einige Patienten berichteten Uuber eine
vorubergehende leichte R6tung und aufgetretene Papeln auf Testarealen die mit
dem Vehikel, dem Harnstoff 5% Monopraparat bzw. dem Harnstoff 5% +
Agmatinsulfat 5% Kombinationspraparat behandelt wurden. Diese Reaktionen
sind wahrscheinlich auf den Harnstoff zurtickzufihren, dessen irritative Wirkung
bekannt ist. Fur das Agmatinsulfat fanden sich keine Anzeichen einer

Unvertraglichkeit.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurden erstmals die Effekte von topisch appliziertem

Agmatin am Patienten untersucht.

Bei topischer Anwendung von Agmatin 2% sowie 5% ist eine Erh6hung der
Hydratation der Hornschicht nicht feststellbar. Fur die Agmatin 2% + Harnstoff 5%
sowie Agmatin 5% + Harnstoff 5% Kombinationspraparate kann eine Erhéhung
der Hydratation nachgewiesen werden. Es bestehen Vorteile in der Kombination
mit Harnstoff. Die Kombination Agmatin 5% + Harnstoff 5% fuhrt zu einer
schnelleren Steigerung der Hydratation im Vergleich zum Monopréaparat. Fur
diesen Effekt kann eine Addition der Wirkungen beider Substanzen verantwortlich
gemacht werden: 1. Erh6hung des Harnstoffgehalts der Hornschicht durch
Absorption aus der Creme + 2. Erh6hung des Harnstoffgehalts durch Steigerung
der intrakeratinozytaren Harnstoffsynthese. Fir die Kombination Agmatin 2% +
Harnstoff 5% ist dieser schnelle Effekt nicht nachweisbar.

Weder fur Agmatin 2% und 5% allein noch fur Agmatin 2% und 5% in Kombination
mit Harnstoff 5% kann ein barriereverbessernder Effekt anhand einer Senkung
des transepidermalen Wasserverlustes (TEWL) belegt werden.

Die Wirkdauer agmatinhaltiger Praparate scheint unter 24 Stunden zu liegen.
Wahrend der 21-tdgigen Behandlungsphase wurden agmatinhaltige Praparate von
allen Patienten sehr gut toleriert. Es gibt keine Anzeichen fur eine
Unvertraglichkeit topischer Agmatin-Praparate.

In der Testung der Vertraglichkeit mit Hilfe der Erythrometrie und eines Visuellen
Klinischen Scores finden sich keine Hinweise fur eine irritativ-toxische Wirkung
agmatinhaltiger Praparate auf der Haut.

Agmatin stellt eine mogliche Therapiealternative fir trockene Haut, z.B. bei
chronisch-entziindlichen Dermatosen wie der atopischer Dermatitis oder der
Altershaut, dar. Weitergehende Untersuchungen mit hoheren
Agmatinkonzentrationen, einer grol3eren Patientenzahl, einer langeren
Therapiedauer oder auch mit einem anderen Patientengut waren von grofem

Interesse.
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. Erkenntnisse Uber die Rolle und Funktion des Agmatin im Hautorgan sind

relativ neu und wenig umfassend.

. Das Enzym Agmatinase metabolisiert Agmatin zu Putrescin und Harnstoff.
Harnstoff ist ein wesentlicher Bestandteil des Natural Moisturizing Factor im
Stratum corneum und dient der Regulation des Feuchtigkeitshaushaltes
und der Barrierefunktion der Hornschicht.

. Im Rahmen einer klinischen Studie wurde in einem prospektiven,
randomisierten, doppelblinden, vehikel- und referenzkontrollierten Design
gemal den ICH-GCP-Richtlinien bei 24 Patienten mit atopischer Dermatitis
die Wirksamkeit auf die Hydratation und Barrierefunktion der Hornschicht
von Agmatin in Form des Agmatinsulfates nach topischer Applikation

validiert.

. Die Prifsubstanz wurde in einer amphiphilen Grundlage galenisch
formuliert und zweimal taglich Uber 21 Tage topisch appliziert. Dies

entspricht dem praklinisch validierten Penetrationsoptimum.

. Als Zielparameter wurden die Hydratation der Hornschicht sowie der
transepidermale Wasserverlust als MalRR der Barrierefunktion der

Hornschicht mit nicht-invasiven, validierten Messmethoden ermittelt.

. Vergleichend zu den 2%- und 5%-igen Agmatin-Zubereitungen wurden
Positiv- (Harnstoff 5% Monopraparat, Agmatin 2% + Harnstoff 5% und
Agmatin 5% + Harnstoff 5%  Kombinationspraparate) sowie

Negativkontrollen (Vehikel) mitgefihrt.
. In der Auswertung der Studiendaten wird deutlich, dass nach topischer

Applikation von Agmatin 2% und 5% Monopraparaten eine Wirksamkeit auf

die Hydratation und Barrierefunktion der Hornschicht nicht nachweisbar ist.
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8. Im Gegensatz dazu lasst sich aber bei Kombination von Agmatin mit dem
bekannten Moisturizer Harnstoff ein verbesserter Effekt von Harnstoff auf

die Hydratation und somit die Barrierefunktion der Hornschicht belegen.

9. In Kombination mit Harnstoff 5% flihrt Agmatin 5% zu einer schneller
nachweisbaren Erh6hung der Hydratation der Hornschicht als Harnstoff 5%

allein.

10.Eine anhaltende Wirkung agmatinhaltiger Praparate kann bereits 24

Stunden nach Absetzen der Praparate nicht festgestellt werden.

11.Patienten mit atopischer Dermatitis vertragen agmatinhaltige Préparate bei

regelmaRiger topischer Anwendung Uber 21 Tage sehr gut.

12.In der Vertraglichkeitstestung ergeben sich keine Hinweise fir toxisch-

irritative Reaktionen agmatinhaltiger Praparate.
13.Die Ergebnisse der Studie rechtfertigen weitergehende Untersuchungen

klinisch relevanter Effekte agmatinhaltiger Monopraparate und von Agmatin

als Zusatz topischer Praparationen.
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