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Zusammenfassung

Arginin ist als physiologische Aminosdure fiir die topische An-
wendung in kosmetischer und dermatologischer Hinsicht eine
vielversprechende Wirksubstanz. Arginin wird enzymatisch in
der Arginasereaktion zu Harnstoff und Ornithin sowie in der NO-
Synthase-Reaktion zu NO und Citrullin metabolisiert. Harnstoff
erhoht die Wasserbindungskapazitit der Hornschicht, besitzt
keratoplastische, bakteriostatische, antimykotische, juckreizstil-
lende und proteolytische Eigenschaften. NO ist wesentlich an der
Regulation der himo- und lymphovaskuldren Perfusion sowie
Initiation und Unterhaltung von Entz{indungsprozessen beteiligt
und verfiigt iber immunmodulierende und Radikalfdngereigen-
schaften. Sowohl Arginase als auch NO-Synthase werden in Ke-
ratinozyten, aber auch in weiteren kutanen Zellen (z.B. Melano-
zyten, Fibroblasten, mikrovaskuldre Endothelzellen) exprimiert
und funktionell durch verschiedene Faktoren in ihrer Aktivitdt
beeinflusst. Arginin ist aus toxikologischer Sicht in relevanten
Konzentrationen als unbedenklich einzustufen. Als hydrophile
Substanz ldsst sich L-Arginin unkompliziert in Standardvehikel-
systeme zur topischen Applikation einarbeiten. L-Arginin penet-
riert in die menschliche Haut, wobei in der lebenden Epidermis
ein ausreichendes Konzentrations-Zeit-Profil erreicht wird. Die
Potenz einer praktischen Anwendung von topisch appliziertem
L-Arginin ergibt sich aus der biochemischen Stellung des Argi-
nins im epidermalen Stoffwechsel. Neben der kosmetischen An-
wendung und der Pflegetherapie bei chronischen Dermatosen ist
eine Vielzahl weiterer Anwendungsmoglichkeiten bei Stérungen
der Funktion und Struktur der Haut moglich.

Abstract

From a cosmetic and dermatological point of view, arginine, a
physiological amino acid, is a promising active substance for top-
ical applications. Arginine is metabolized enzymatically in the
arginase reaction to urea and ornithine and in the NO-synthase
reaction to NO and citrullin. Urea increases the water binding ca-
pacity of the horny skin layer, possesses keratoplastic, bacterio-
static, antimycotic, and proteolytic properties and relieves itch-
ing. NO is essentially involved in the regulation of hemo- and
lymphovascular perfusion and in initiation and maintenance of
inflammatory processes. It possesses immunomodulating and
radical trapping properties. Both arginase and NO synthase are
expressed in keratinocytes, and also in other cutaneous cells
(such as melanocytes, fibroblasts, microvascular endothelial
cells) and its activity is functionally influenced by various
factors. In relevant concentrations, arginine can be considered
safe from a toxicological point of view. As a hydrophilic sub-
stance, L-arginine can be easily worked into standard vehicle
systems for topical application. L-arginine penetrates into hu-
man skin, whereby an adequate concentration time-profile is at-
tained in the living epidermis. The potency of practical use of to-
pically applied L-arginine arises from the biochemical role of ar-
ginine in epidermal metabolism. In addition to cosmetic use and
therapy of chronic dermatoses, a number of additional applica-
tions are possible in functional and structural disruptions of the
skin.
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Einleitung

Die Aminosdure Arginin ist aus kosmetischer und dermatologi-
scher Sicht eine vielversprechende Wirksubstanz im Hinblick
auf die topische Anwendung. Die Potenz der Substanz ldsst sich
auf die komplexe metabolische Einbindung des Arginins in den
Zellstoffwechsel und die giinstigen physikochemischen Eigen-
schaften zuriickfithren [10,11]. Von besonderem Interesse sind
dabei spezifische und unspezifische Wechselwirkungen des Ar-
ginins mit Keratinozyten. Arginin kann enzymatisch durch Argi-
nase zu Harnstoff metabolisiert werden [11]. Harnstoff erhéht
die Wasserbindungskapazitit der Epidermis und trdgt somit
entscheidend zur Barrierefunktion des Epithels bei [31]. Dariiber
hinaus dient Arginin als Substrat fiir die enzymatische Synthese
von Stickstoffmonoxid (NO) iiber die NO-Synthase. NO ist we-
sentlich an der Regulation der hdmo- und lymphovaskuldren
Perfusion sowie der Initiation und Unterhaltung von Entziin-
dungsprozessen beteiligt [11].

Uber die Méglichkeit der topischen Anwendung von Arginin sind
bisher wenige Daten publiziert. Von besonderem Interesse ist
dabei die Kldrung der Interaktionen des Wirkstoffs mit der Epi-
dermis, die Objektivierung der Penetrationsdynamik und -kine-
tik sowie die Untersuchung der Haut- und Schleimhauttoxizitat
und der klinischen Wirksamkeit als Voraussetzung fiir den kos-
metischen und prophylaktischen Einsatz in Dermatika.

Chemie des Arginins

Wie bei allen Aminosduren besteht die Basisstruktur von Arginin
(2-Amino-5-guanidovaleriansdure) aus einer Aminogruppe
(NH,), einer Carboxylgruppe (COOH) und einem am 2. Kohlen-
stoffatom gebundenen Wasserstoffatom [11]. Arginin zdhlt zu-
sammen mit Lysin und Histidin zur Gruppe der Diaminomono-
carbonsduren und trdgt eine zusdtzliche basische Gruppe in der
Seitenkette (Abb.1).

Abb.1  Struktur-
formel von Arginin
(CeH15N404; MG
174,2).
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Arginin 16st sich leicht im Wasser. Der Schmelzpunkt liegt bei
238°C und die spezifische Drehung bei 20 °C im Natriumlicht be-
tragt 27,4°. Bei Zimmertemperatur liegt Arginin als weifBes kris-
tallines Pulver vor [11]. Arginin befindet sich physiologisch in der
optischen L-Konfiguration, zdhlt zu den glukoplastischen, nicht-
essenziellen Aminosduren und kann somit vom Menschen endo-
gen synthetisiert werden. Gleichwohl ist bekannt, dass bei extre-
men Verhaltnissen (z.B. Schock, Sepsis, Wachstum) die endoge-
ne Synthese einiger nichtessenzieller Aminosduren, so auch Ar-
ginin, aufgrund eines Stickstoffdefizits nicht ausreichend sein
kann. Deshalb spricht man auch von ,bedingt essenziellen* Ami-
nosduren.

Arginin und seine biochemische Bedeutung

Arginin wurde erstmals von Schulze und Steiger 1866 in Kkristal-
liner Form isoliert. Etwa 10 Jahre spdter konnte das Vorkommen
in tierischem Gewebe nachgewiesen werden. Es wurde erkannt,
dass Arginin eine wesentliche Bedeutung im Zusammenhang
mit Wachstumsvorgangen und bei der Regulation des Stickstoff-
metabolismus hat. Arginin wird intrazelluldr durch Proteolyse
und im Harnstoffzyklus aus Argininsuccinat in der Argininsucci-
nase-Reaktion synthetisiert. Arginin ist ein essenzieller Cofaktor
fiir die Pyrimidinsynthese [10] und dient als Precursor der Poly-
aminsynthese (Spermin, Spermidin) [26]. Dariiber hinaus kann
L-Arginin die Freisetzung von verschiedenen Hormonen, insbe-
sondere Pankreashormonen, bedingen [6].

L-Arginin ist neben der Protein- und der Kreatinsynthese das
Substrat zweier bedeutsamer enzymatischer Reaktionen
(Abb. 2):

A. Arginase-Reaktion [14]

Das Enzym Arginase setzt L-Arginin zu Harnstoff und L-Ornithin
um. L-Ornithin wiederum kann durch die Ornithincarbamoyl-
transferase im Harnstoffzyklus zu L-Citrullin metabolisiert wer-
den oder steht fiir die Polyaminsynthese zur Verfiigung.

B. Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase-Reaktion [7,11,16,19]

Hierbei wird aus L-Arginin, katalytisch durch NO-Synthase ge-
steuert, NO und L-Citrullin synthetisiert. L-Citrullin ist ein Sub-
strat fiir den Citrat- und den Harnstoff-Zyklus.

Von besonderem Interesse sind die Wechselwirkungen der NO-
Synthase mit der Arginase (A2). Fest steht, dass beide Enzyme
um das Substrat L-Arginin physiologisch konkurrieren und sich
somit zwangsldufig beeinflussen. Die Arbeitsgruppe um L. ].
Ignarro [4] beschrieb die Substratabhdngigkeit beider Enzyme.
Durch Applikation von N¢-hydroxy-L-Arginin (NOHA), einem po-
tenten Inhibitor der Arginase, konnte die NO-Produktion durch
Aktivierung der iNOS deutlich gesteigert und die Harnstoffsyn-
these vermindert werden. Umgekehrt zeigte sich bei Applikation
von NG-methyl-L-Arginin, einem selektiven Blocker der iNOS,
eine Steigerung der Harnstoff- und eine Senkung der NO-Synthe-
se. Gotoh et al. [8] berichteten iiber eine Hemmung der NO-Syn-
thase durch Arginase (A2), konnten aber auf mRNA-Ebene keine
gewebeeinheitlichen Effekte nachweisen. Sie fanden in verschie-
denen extrahepatischen Organen eine unterschiedlich starke Ex-
pression der Arginase (A2) und postulierten gewebe- und alters-
spezifische Regulationsabldufe, die wesentlich von der Stirke
der Expression der Arginase (A2) abhdngen. Vergleichend zu ve-
nosen Ulcera crurum untersuchten Abd El Aleem et al. [1] die Ak-
tivitdt der Arginase und der NOS an gesunder Haut. Sie stellten
fest, dass die Aktivitdt beider Enzyme in den Ulzera vermindert
war und schlussfolgerten einen ursdchlichen Zusammenhang,
der die Wundheilungsstérung bedingt. Dies wird durch die Un-
tersuchungen von Jude et al. [15] aus derselben Arbeitsgruppe
um Ferguson unterstiitzt, die ebenfalls eine Aktivititsminderung
beider Enzyme bei diabetischen FuBulzera fanden. Sie vermute-
ten dariiber hinaus einen Zusammenhang mit einer lokal erh6h-
ten TGF-B1-Konzentration. Louis et al. [18] wiesen auf mRNA-
Ebene eine vermehrte Expression unter Hyperoxie und eine Sup-
pression der Expression unter Hypoxie nach. Den Einfluss von Li-
popolysacchariden (LPS) auf die Genregulation der Arginase-Iso-
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formen und iNOS untersuchten Salimuddin et al. [24]. Sie wiesen
eine zeitliche Differenz der Aktivierung der Arginase-Isoformen
nach und schlussfolgerten einen Zusammenhang der Arginase-
Regulation mit der NO-Synthese.

L-Arginin kommt eine Schliisselfunktion bei der Bildung und
Aufrechterhaltung der epidermalen Barrierefunktion zu. Es dient
als eine wichtige Harnstoffquelle fiir die Epidermis und be-
stimmt somit indirekt entscheidend die Hydratation des Stratum
corneum. In der gleichen enzymatischen Reaktion wird L-Orni-
thin als Precursor der Polyaminsynthese gebildet. Polyamine
sind niedermolekulare Substanzen (z.B. Spermidin, Spermin),
die in nahezu allen humanen Zellen nachweisbar sind. Ihnen
wird eine zentrale Rolle bei der Stimulation der Zellproliferation,
dem Gewebewachstum und der Differenzierung zugeschrieben
[26].

L-Arginin trdgt weiterhin durch die Generierung von NO zur Re-
gulation des hamo- und lymphovaskuldren Systems bei [3,16]. Es
ermoglicht die bedarfsgerechte Verteilung und das Recycling von
Blutgasen, Nahrstoffen und Fliissigkeit. NO verfiigt dariiber hi-
naus {iber eine Vielzahl weiterer Wirkungen, deren physiologi-
sches und pathophysiologisches Zusammenspiel noch nicht voll-
standig gekldrt ist.

Die biochemische Bedeutung von L-Arginin reicht iiber die be-
schriebenen Hauptreaktionen hinaus. L-Arginin reguliert iiber
die Pyrimidinsynthese die Bildung von Pyrimidinnukleotiden,
die essenziell fiir die DNA- und RNA-Synthese sind [10]. Des
Weiteren besitzt L-Arginin eine direkte oder indirekte Wirkung
auf die Freisetzung von Hormonen. So haben Dupré et al. [6]
eine insulinstimulierende Wirkung, Merimée et al. [21] den Ein-
fluss auf die Freisetzung von hypophysdren Hormonen und Imms
et al. [12] den Anstieg von Katecholaminen nach L-Argininstimu-
lation beschrieben.

Arginin im Harnstoffzyklus (Arginase-Reaktion)

Im Harnstoffzyklus von Hepatozyten wird L-Arginin (2-Amino-
5-guanidovaleriansdure) durch das L-Isomer-spezifische Enzym
Arginase (A1, Typ I) zu L-Ornithin und Harnstoff hydrolytisch ge-
spalten (Abb. 3).

Neben der Arginase Typ I (A1), der so genannten hepatischen
oder konstitutiven Form (MG 38,9 kDa) ist eine zweite Isoform,
der Typ II (A2), die extrahepatische oder die durch Lipopoly-
saccharide (LPS) induzierbare Form (MG 39,8 kDa) bekannt
[8-9,14]. Die ersten Berichte {iber eine epidermale Arginase
stammen von Roberts und Frankel (1949). Rothberg (1958) un-
tersuchte die epidermale Arginase mit manometrischen Metho-
den und stellte fest, dass das Enzym weitgehend an hochmoleku-
lare Substanzen gebunden ist und nur zu einem geringen Teil in
geloster Form vorliegt.

Intraepidermal wird Harnstoff durch Keratinozyten aus L-Argi-
nin neosynthetisiert. Diese exprimieren die L-isomerspezifische
Arginase (All, Typ II) in Mitochondrien. Die Hydrolase ist spezi-
fisch und besitzt eine hohe Aktivitdt. Sie liegt weitgehend als
Desmoenzym vor und ist somit an hochmolekulare unlgsliche
Trager gebunden. Im Vergleich zu anderen Organen und Kom-
partimenten enthdlt die Epidermis den grof3ten prozentualen
Anteil an Arginase. Die extrahepatische Isoform der Arginase un-
terscheidet sich von der hepatischen Isoform durch einen nahe-
zu neutralen pI-Wert und durch ein etwas hoheres Molekularge-
wicht. Die tetramere keratinozytdre Arginase ist ein Metalloen-
zym und bindet als Cofaktor Mn?*-lonen, die das Molekiil stabili-
sieren und die Aktivitit regulieren. Kristallographische Untersu-
chungen haben deutlich gemacht, dass das Manganzentrum im
Arginasemolekiil aus zwei aufeinander abgestimmten Mn2*-lo-
nen (MnA und MnB) aufgebaut ist. Diese werden durch Wasser-
molekiile und zwei Aspartatreste miteinander verbunden. Ein
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Fehlen der Metallionen bewirkt eine Dissoziation des Enzyms in
vier inaktive Monomere. Hingegen fiihrt der Zusatz von Mn?*-lo-
nen zur Steigerung der enzymatischen Aktivitit. Das pH-Opti-
mum liegt in Gegenwart von Mn?*-lonen bei pH 10 [14]. Ab ei-
nem pH von <6 dissoziiert das Tetramer reversibel iiber Dimere
zu inaktiven Monomeren. Der K.,-Wert beider Isoenzyme be-
tragt fiir L-Arginin 12 - 14 mM [14].

Die essenzielle Bedeutung der Argizase (A2) fiir den Menschen
wiesen Mendez et al. [20] nach, die durch die selektive Blockade
der uterinen Arginase mit 2-Amino-5-lodoacetamidvalerian-
sdure (AIAVA) bei trachtigen Ratten eine erhebliche intrauterine
Entwicklungsretardierung der Embryonen feststellten und
Chamorro et al. [5], die bei Blockade der Arginase (A2) mit
(+)-S-2-Amino-6-lodoacetamidohexansdure (2-AIHA) iiber ei-
nen Fertilitdtsverlust und Neoplasien berichteten.

Dartiiber hinaus beschrieb Ratner [23], dass Carbomylphosphat,
welches im Rahmen der Pyrimidinsynthese durch Carbomyl-
phosphatsynthase I (CPSI) produziert wird, fiir die Harnstoffsyn-
these in der Leber von Bedeutung ist. Ob dieser fiir die Arginase
(A1) beschriebene Effekt auch fiir die Arginase (A2) von Bedeu-
tung ist, bleibt unklar.

Durch Inkubation von Keratinozytenkulturen (HaCaT und native
Keratinozyten) mit unterschiedlichen Konzentrationen von L-Ar-
ginin konnten wir im Westernblot keine vermehrte Expression
des Arginase-Proteins feststellen [29]. Bekannt ist aber, dass bei-
spielsweise hormonelle Faktoren eine Expression der Arginase
(A2) bedingen konnen. Jenkinson et al. [ 14] konnten nachweisen,
dass wahrend der Laktation die Aktivitdt der mammadren Argina-
se um den Faktor drei steigt, und mit Westernblot-Technik zei-
gen, dass dies durch eine de-novo-Protein-Synthese der Arginase
(A2) zu erkldren ist. Weiterhin ist bekannt, dass die Regulation
der Aktivitit der extrahepatischen Arginase wesentlich tiber die
intrazelluldire Konzentration von L-Arginin gesteuert wird. Dies
belegen die Untersuchungen von Iyer-Ramaswamy et al. [13],
die bei der erblichen Form eines hepatischen Arginasedefizites
mit Hyperarginindmie eine deutliche Steigerung der extrahepa-
tischen Arginaseexpression nachweisen konnten. Ochoa et al.
[22] beschreiben, dass von Entziindungszellen produziertes In-
terleukin 4 (IL-4) und 10 (IL-10) sowie TGF-B und Katecholamine
die Aktivitdt der extrahepatischen Arginase steigern. Dariiber hi-
naus konnten sie eine Aktivitdtssteigerung in extrahepatischem
Gewebe nach Traumatisierungen nachweisen. Nach Gotoh et al.
[9] fiihrt Dexamethason in Makrophagen zur Aktivierung der Ar-
ginase (A2), wdhrend Interferon-y (IFN-y) diese sehr wirksam
hemmt.

Von besonderem Interesse im Hinblick auf den Differenzierungs-
prozess der Keratinozyten ist die Verteilung des Enzyms inner-
halb der Epidermis. Eigene immunhistochemische Untersuchun-
gen und die digitale Analyse der Bilder zeigen ein Konzentra-
tionsmaximum im Stratum basale und im unteren Stratum spi-
nosum [29]. Diese Funktionseinheit bildet auch die germinative
Zone des verhornenden Plattenepithels. In Differenzierungsrich-
tung kommt es zu einer funktionellen und morphologischen Me-
tamorphose der Keratinozyten bis hin zu Korneozyten im Stra-
tum corneum. Teil dieser Umwandlung ist der Verlust biochemi-
scher Funktionen, zu denen offensichtlich auch die Fihigkeit zur
Harnstoffsynthese gehort.

Dariiber hinaus konnten wir nachweisen, dass L-Arginin im Kon-
zentrationsbereich >50 mmol/l eine Aktivierung der epiderma-
len Arginase und damit eine Erh6hung der Harnstoffkonzentra-
tion intra- und extrazelluldr bedingt. Dieser Effekt ist abhangig
von der Inkubationszeit. Wir fanden nach 24 Stunden lediglich
eine extrazelluldre Erhohung der Harnstoffkonzentration, hinge-
gen nach 48 Stunden eine extra- und intrazelluldre Konzentra-
tionssteigerung [29].

Die biologische Bedeutung von Harnstoff fiir die Hydratation des
Stratum corneum und damit fiir die Barrierefunktion der Epider-
mis ist seit langem bekannt [30]. Harnstoff wird als einer der
wichtigsten Bestandteile des physiologischen Feuchthaltefaktors
(natural moisturizing factor [NMF]) der Hornschicht angesehen
und ist auch im wasserldslichen Anteil des Hautoberfldchenfilms
nachweisbar. Die Einzelbestandteile des NMF, kleine wasserbin-
dende Molekiile, sind an Korneozyten sowie im Interzellularbe-
reich lokalisiert und bestimmen die Hygroskopizitdt des Stratum
corneum. Neben Harnstoff sind Na-Lactat, Na-Pyroglutamat und
an Skleroproteine gebundene Kohlenhydrate funktionell bestim-
mende Anteile des NMF. Sie werden deshalb aus therapeutischen
und kosmetischen Erwdgungen vielfach in externen Zubereitun-
gen als Moisturizer eingesetzt. Dies trifft insbesondere fiir Harn-
stoff zu. Dariiber hinaus tragen sie zur Bildung und Aufrechter-
haltung des Sdureschutzmantels der Hautoberfliche bei, der
bakteriostatische und antimykotische Eigenschaften aufweist
[30]. Dieser Hydrolipidfilm wird wesentlich durch Transpiration
und Perspiratio insensibilis (transepidermal water loss [TEWL])
reguliert [31].

Die externe Substitution von Harnstoff in verschiedenen Grund-
lagen ist Bestandteil der Therapie und Prophylaxe (Pflegethera-
pie) von Dermatosen und pathologischen Hautzustinden [31].
Die Harnstoffwirksamkeit ist im Wesentlichen davon abhdngig,
inwieweit in den entsprechenden Hautschichten ein optimales
Konzentrations-Zeit-Profil des penetrierten Harnstoffs erzielt
wird. In Abhédngigkeit vom Vehikelsystem sind ca. 80% der pene-
trierten Harnstoffmenge in den dufSeren Hornlagen zu finden. In
tiefere Hautschichten (vitale Epidermis, Dermis) penetrieren
vergleichsweise geringe Harnstoffmengen [32]. Deshalb werden
zur Therapie pathologischer Verdnderungen der Funktionsstruk-
tur tieferer Hautschichten hohere Konzentrationen bendétigt und
angestrebt.

In der praktischen Dermatologie und Kosmetik ist Harnstoff in
der Therapie trockener Hautzustdnde, als keratoplastische Sub-
stanz, Penetrationspromotor und bei der Pflegetherapie chro-
nisch entziindlicher Dermatosen etabliert [30]. Hierbei ist nicht
die topisch applizierte Harnstoffkonzentration an sich, sondern
die tatsdchlich liberierte und in die Epidermis penetrierte Kon-
zentration sowie das Konzentrations-Zeit-Profil wesentlich [32].

Die galenische Giite von harnstoffhaltigen Externa ist bekannter-
maflen sehr unterschiedlich. Deshalb ist die Unterteilung der
Prdparationen nach dem Harnstoffgehalt (ca. 3-15%) nicht mit
der klinischen Wirksamkeit identisch. Aus diesem Grund werden
Prdparationen mit einem hohen Harnstoffgehalt (ca. >5%) eine
bessere therapeutische Effektivitdt zuerkannt. Gleichwohl kon-
nen diese auch verstarkt Nebenwirkungen hervorrufen [32]. Da
Harnstoff keine sensibilisierende Potenz besitzt, sind insbeson-
dere auf entziindlicher, mit Erosionen oder Rhagaden behafteter
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Haut zu beobachtende Reizungen und brennende Schmerzen
von praktischer Bedeutung. Dieser irritative Reizeffekt schrankt
den klinischen Einsatz von Harnstoff ein.

Arginin im NO-Stoffwechsel

Einer der wohl wichtigsten Regulationsfaktoren des kardiovas-
kuldren Systems stellt neben der vegetativen Innervation das
Gas Stickstoffmonoxid (NO) dar [28]. Dies gilt fiir die Makro-
und Mikrozirkulation in gleicher Weise. NO wird durch das En-
zym NO-Synthase (NOS) aus L-Arginin gebildet und rasch nach
Oxygenierung zu Nitraten und Nitriten metabolisiert und damit
inaktiviert [16].

Es sind drei Isoformen dieses Enzyms bekannt. Neben zwei
membrangebundenen, Kalzium- und Calmodulin-abhdngigen
Formen (cNOS oder niNOS) unterscheidet man eine zytosolische,
kalziumunabhdngige induzierbare Form (iNOS). Die nicht-indu-
zierbaren Isoformen konnten in neuronalen (nNOS - im Gehirn
auch bNOS) und endothelialen Zellen (eNOS) sowie Keratinozy-
ten und die induzierbare Form (iNOS) z. B. in Makrophagen nach-
gewiesen werden. Alle Isoformen kénnen einzeln oder zusam-
menfassend durch universal NOS(uNOS)-Antikérper nachgewie-
sen werden. Fiir die Regulation der Enzymaktivitdt der cNOS ist
der intrazelluldre Kalziumgehalt von entscheidender Bedeutung.
Die iNOS hingegen enthdlt zwar das kalziumbindende Protein
Calmodulin, wird aber nicht kalziumabhéngig gesteuert. Eine er-
hohte Aktivitat ist hier nur durch Proteinsynthese moglich. Alle
NOS-Isoformen sind spezifisch fiir L-Isomere des Arginins. Sie
liegen samtlich in partikuldrer (membrangebundener) und I6sli-
cher (zytosolischer) Form vor [7,16].

Die katalysierte Reaktion der NOS von L-Arginin zu L-Citrullin
und NO lduft in zwei Schritten ab. Beide Teilreaktionen sind
NADPH-, Kalzium- bzw. Calmodulin- (auf8er iNOS) und Tetrahyd-
robiopterin(BH,)-abhédngig. Im Zwischenschritt wird aus L-Argi-
nin unter der Bildung von Wasser und NADP* N-hydroxy-L-Argi-
nin gebildet (Abb.4). Die Produktstéchiometrie von L-Citrullin
und NO betrdgt 1:1 [19].

Als Kofaktoren fungieren fiir alle Isoformen NADPH, O,,
Tetrahydrobiopterin (BH4) und hdufig auch FAD und FMN. Die
NADPH- und Flavinbindende Domadne von cNOS ist identisch

Ca*" /CaM/BH, Ca’” /CaM/BH;

02 H2 O 02 H2 O

L-Arginin —=> N-hydroxy-L-arginin —=> L-Citrulin + N

NADPH NADP* NADPH NADP*

X

FAD-FMN ox. FAD-FMN red.

X

Fe-Ham red. Fe-Ham ox.

Abb.4 Schematische Darstellung der durch die NO-Synthese kataly-
sierten zweiphasigen Umsetzung von L-Arginin zu L-Citrullin und NO
(nach [16]).

mit der Cytochrom-P450-Reduktase. Das Molekulargewicht der
Monomere der Isoformen ist unterschiedlich und wird fiir iNOS
mit ca. 130 kDa und fiir cNOS mit 155 kDa angegeben [16]. Darii-
ber hinaus lassen sich Unterschiede zwischen dem l6slichen und
partikuldren Typ nachweisen [7].

Stickstoffmonoxid stellt ein sehr triviales Molekiil dar. Es besteht
aus einem einfachen Sauerstoffatom, welches an ein Stickstoff-
atom gebunden ist. Fiir physiologische Regulationsvorgdnge ha-
ben sich 3 biochemische Reaktionen von gel6stem NO als grund-
legend erwiesen [7,16,19].

Die erste und wahrscheinlich fiir den In-vivo-NO-Verbrauch
wichtigste Reaktion ist die irreversible und schnelle Bildung
von Nitrat durch Bindung an Oxyhdamoglobin (Hb) oder Oxymyo-
globin.

Hb-Fe?*-0,+-NO — Hb-Fe?* OONO — Hb-Fe?*+NO;~ (Reaktion 1)

Die zweite Reaktion ist die Bindung von NO an eisenhaltiges
Hdm der Guanylat-Cyclase oder anderer Proteine. Dies ist fiir
die Aktivierung von Signaltransduktionswegen von Bedeutung.

Him-Fe*+.NO — Him-Fe2* -NO (Reaktion 2)

Die dritte Reaktion ist die Bildung von Peroxynitrit-Anionen
(ONOO-). Dabei reagieren Superoxide (O,-) irreversibel mit NO.

‘NO+-0-0:~ — ONOO - (Reaktion 3)

Alle aufgefiihrten Reaktionen bedingen zusammen wesentlich
die kurze Halbwertszeit von NO. Diese bemerkenswerte Reak-
tionsvielfalt beruht auf einem unpaaren Elektron im so genann-
ten ,highest occupied molecular orbital (HOMO)*, also auf der
duRersten Elektronenhiille (Abb.5). Sauerstoff besitzt 6, Stick-
stoff dagegen nur 5 Elektronen. Somit besitzt NO insgesamt 11
Elektronen. Da auf jeder Elektronenhiille lediglich 2 Elektronen
gehalten werden konnen, befindet sich somit ein Elektron alleine
auf der duReren Hiille [7].

-1e”

:O=N—N=O: R

Dinitrogendioxid

2 N=0—> N=0:
Stickstoffmonoxid Nitrosoniumion

Abb.5 Schematische Darstellung der hohen chemischen Instabilitdt
von NO (nach [16]).

Als kleinmolekulares hydrophobes Gas durchdringt NO Zell-
membranen leichter als molekularer Sauerstoff oder Kohlendi-
oxid und benoétigt keinen Rezeptor oder transmembrandsen
Transportmechanismus [16]. Somit verteilt sich NO isotrop im
umgebenden Gewebe. Auch der Diffusionskoeffizient (bei 37 °C)
von NO in Wasser ist grofer als der von O,, CO, oder CO. Durch
die hohe Reaktionsbereitschaft hat NO eine duferst kurze Halb-
wertszeit und die biologische Wirkung ist lokal begrenzt [3]. Da-
bei nimmt die Konzentration und damit die biologische Wirkung
von NO durch Reaktion mit Sauerstoff radiar um die Bildungs-
stelle ab. Durch das unpaare Elektron bindet NO mit hoher Affi-
nitdt an metallische Cofaktoren von Enzymen. Die Aktivierung
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der Guanylat-Cyclase fiihrt zum Anstieg des intrazelluldren Mes-
sengers cGMP [7]. Dieser bewirkt eine Inaktivierung der kontrak-
tilen Elemente in glatten Muskelzellen der GefifSwiande und
fithrt damit zur Vasodilatation. Dariiber hinaus wird eine nitri-
nerge Neurotransmission in peripheren glatten Muskelzellen,
eine Hemmung der Blutgerinnung (Thrombozytenaggregation
und -adhdsion) sowie eine Modulation der synaptischen Plastizi-
tat im ZNS vermittelt [7,16,19]. Intrazellulires cGMP wird durch
die 16sliche Isoform der Guanylatcyclase (sGC) katalysiert und
hat Effekte auf die Transkription, die mRNA-Translation und tritt
direkt mit der DNA in Wechselwirkungen [3,7]. Eine posttrans-
lationale Modifikation von Proteinen sowie die Hemmung Fe-ab-
hdngiger Enzyme sind insbesondere in Hinblick auf den NO-
Stoffwechsel von Bedeutung. Durch das Schliisselenzym GTP-cy-
clohydrolase I wird GTP zu Tetrahydrobiopterin (BH,) umgewan-
delt, welches einen essenziellen Cofaktor fiir alle Isoformen der
NOS darstellt [16].

In Keratinozyten ist cNOS und iNOS als Protein nachgewiesen
worden [3,28]. Uber die biologische Bedeutung dieses Enzyms
innerhalb des Epithels kann bisher nur spekuliert werden. Die
Bedeutung von NO als Radikalfinger und bei der immunologi-
schen Signaltransduktion steht hierbei im Mittelpunkt des Inte-
resses [3]. Nach topischer Applikation von L-Arginin-haltigen
Praparationen konnten wir einen vasodilatativen Effekt nach-
weisen [27,28]. Wir machen dafiir eine Aktivitdtssteigerung der
NOS-Isoformen verantwortlich.

Von Bedeutung ist insbesondere die Funktion von NO bei der
Auslésung und Unterhaltung von Entziindungsabldaufen. Durch
Initiation der Expression von Adhdsionsmolekiilen an mikrohd-
movaskuldren Endothelzellen [19], Verstirkung der Zytokinex-
pression aktivierter Lymphozyten, Aktivierung und Proliferati-
onsstimulation von Lymphozyten, Makrophagen, Eosinophilen
und Mastzellen tragt NO wesentlich zu physiologischen und pa-
thophysiologischen Entziindungsprozessen bei. Des Weiteren ist
NO fiir eine Maximierung der durch natiirliche Killerzellen (NK)
bzw. durch Lymphozyten aktivierte Killerzellen (LAK) bedingte
Zytotoxizitdt verantwortlich und hat damit Einfluss auf tumor-
sowie transplantationsimmunologische Entziindungsreaktio-
nen. Unabhdngig davon reguliert NO die Freisetzung einer Reihe
von Hormonen. Insbesondere betrifft dies direkt oder indirekt
Hormone mit Wirkung auf das kardiovaskuldre System. Durch
die hohe Reaktivitat des NO-Molekiils wird auch die antioxidati-
ve Wirkung erklart. Hierbei kommt es vor allem zur Reaktion mit
Superoxiden zu Peroxinitriden [16,19]. Superoxide sind insbe-
sondere bei Entziindungs- und immunologischen Abldufen, so-
wie im Rahmen der Abwehr von Erregern von Bedeutung [19].
Es ist weiterhin bekannt, dass NO sehr intensiv an deoxygenier-
tes Himoglobin unter Bildung von Nitroso-Hamoglobin und an
oxygeniertes Himoglobin unter Bildung von Meth-Hiamoglobin
bindet [7].

Transmembrandser Transport von L-Arginin

L-Arginin wird vorzugsweise durch das Y*-System Carrier-ver-
mittelt durch Keratinozyten aufgenommen [25]. Das Y*-System
ist ein Natrium-, Kalzium- und pH-unabhdngiger, l16slicher, kat-
ionischer Aminosdure-Transporter, der neben L-Arginin auch
L-Lysin und L-Ornithin transportiert. Er wird mindestens durch

3 Gene (Catl, Cat2, Cat3) kodiert und ist pH-unabhdngig. Der
L-Arginin-Transport ist stereospezifisch und wird durch einen
Uberschuss an kationischen Arginin-Analoga sowie durch die
eNOS-Blocker L-NMMA und L-NIO gehemmt. Die Aktivitdt des
Y*-Systems wird wahrscheinlich spannungsabhdngig iiber Hy-
perpolarisation der Zellmembran gesteuert [25]. Die Offnung
Kalzium-abhéngiger Kaliumkanadle fiihrt zu einer Hyperpolarisa-
tion und zum verstarkten Influx von L-Arginin tiber das Y*-Sys-
tem (Abb. 6). Dariiber hinaus wird durch erhéhte Glukose-, Insu-
lin- oder PGI,-Konzentrationen [25] sowie Interleukin-1 (IL-1)-
und Tumornekrosefaktor (TNF)-vermittelte Endotoxinfreiset-
zung die Aktivitdt des Y*-Systems gesteigert und durch Lyso-
phosphatidylcholin, kationische Proteine oder Hypoxie gesenkt.
Die Aktivitit des Y*-Systems ist unter Normbedingungen sehr
niedrig. Fiir Hepatozyten wird die intrazelluldre L-Argininkon-
zentration mit 5umol/l und die Plasmakonzentration mit
50-100pmol/l angegeben.

extrazelluldar * Es

Y -System
L-Arginin
L-Ornithin
L-Lysin
L-MALMA
L-NIO

intrazelluldr + L-Arginin

Abb.6 Transport von L-Arginin in den Keratinozyten durch das
Y*-System.

Uber die Regulation der Expression des Y*-Systems an Keratino-
zyten liegen bisher keine Untersuchungen vor. Aus In-vitro-Ver-
suchen an Hepatozyten der Ratte (FTO2B) [17] sowie humanen
vascular smooth muscle cells (VSMC) und In-vivo-Untersuchun-
gen an Ratten [17] ist bekannt, dass die Gene Cat-1 und Cat-2 von
Bedeutung sind, deren Expression in unterschiedlicher Weise
transkriptional und post-transkriptional reguliert werden. Die
Stimulation durch Lipopolysaccharide (LPS) bewirkt bei Ratten
eine Expression von CAT-1 mRNA und CAT-2B mRNA in Zellen
von Lunge, Herz und Nieren. LPS-unabhdngig wird CAT-2A
mRNA in der Leber exprimiert. Unter physiologischen Bedingun-
gen ist die CAT-1 mRNA-Expression in Leberzellen weitgehend
stabil. Hingegen fiihren die Stimulation des Zellwachstums, er-
hohte Insulinspiegel oder Glukokortikoidapplikation zu einer In-
duktion der mRNA-Expression von CAT-1 [17]. Die molekularen
Mechanismen der Regulation der CAT-1 und CAT-2 Expression
sind allerdings gdnzlich unbekannt.

Neben diesem spezifischen Transportsystem sind unspezifische
Aminosdure-Transporter bekannt, die wahrscheinlich unter phy-
siologischen Bedingungen fiir L-Arginin keine groRe Relevanz
besitzen. In diesem Zusammenhang sind das A- (neutraler Ami-
nosdure-Transporter), ASC- und B%-System [7], welche einen
Na?*-Gradienten an der Plasmamembran bendtigen, und das
L-System, welches Na?*-unabhdngig ist, nennenswert. Bogle et
al. [2] vermuten, dass bei einer erhhten extrazelluldren L-Argi-
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ninkonzentration neben dem Y*-System auch diese unspezifi-
schen transmembrandsen Aminosduretransporter L-Arginin in
die Zelle transportieren.

Toxikologische Eigenschaften von L-Arginin

L-Arginin kann aus zytotoxikologischer Sicht als unbedenklich
eingeschdtzt werden [21]. Wir konnten einen proliferationshem-
menden Effekt erst bei Konzentrationen von >50 mmol/l L-Argi-
nin darstellen und zellmorphologisch nachweisen. In darunter-
liegenden Konzentrationen steigerte L-Arginin sogar die Thymi-
dineinbaurate deutlich [29]. Dies unterstreicht die wichtige Be-
deutung von L-Arginin fiir die Proteinbiosynthese und die kom-
plexe Einbindung in den Zellstoffwechsel. Mendez et al. [20] be-
legten diese Bedeutung bereits an Rattenembryonen. Durch
kompetitive Blockade des transzytomembrandsen Transportsys-
tems (Y*) des L-Arginins durch NS-monomethyl-L-Arginin
(L-NMMA) [7] wurden schwere Retardierungen der Embryonen
beobachtet. Zu erkldren ist dieser Effekt durch den Einfluss von
L-Arginin auf die Polyaminsynthese. Polyamine (z.B. Spermidin,
Spermin) sind niedermolekulare Verbindungen, die nahezu ubi-
quitdr in humanen Zellen vorkommen und einen stimulierenden
und steuernden Effekt auf den Zellzyklus und damit auf die Pro-
liferation und Differenzierung haben. Dariiber hinaus beeinflusst
L-Arginin die Synthese von Pyrimidinnukleotiden, die als essen-
zielle Bausteine der DNA- und RNA-Synthese fungieren.

Dass L-Arginin in hohen Konzentrationen direkt oder indirekt
auch kanzerogene Wirkung besitzen kann, steht nicht auler
Zweifel, erscheint jedoch eher unwahrscheinlich. Chamorro et
al. [5] berichteten bei Blockade der Arginase (A2) mit (+)-
S-2-Amino-6-lodoacetamidohexansdure (2-AIHA) iiber die Aus-
bildung von Neoplasien. Ob dieser Sachverhalt mit dem intrazel-
luldren L-Argininiiberschuss in unmittelbarem Zusammenhang
steht, ist unbekannt. Allerdings wurde bei Patienten mit einem
seltenen hereditdren Al-Defizit und einer dadurch bedingten Hy-
perarginindmie eine Haufung von Tumoren nicht beobachtet.

Durch flowzytometrische Untersuchungen an Keratinozyten mit
Propidiumjod und Annexin-V konnten wir zeigen, dass L-Arginin
erst ab =50 mmol/l apoptoseinduzierend wirkt [29]. Die Appli-
kationszeit des L-Arginins scheint allerdings nur wenig aus-
schlaggebend fiir diese Wirkung zu sein. Dies belegen auch eige-
ne flowzytometrische Daten mit dem APO2.7-Antikérper
[27,29]. Demnach wird unabhdngig von der Kontaktzeit eine
Apoptose konzentrationsabhdngig induziert. Dabei handelt es
sich um sehr hohe unphysiologische Konzentrationen, deren Re-
levanz auch unter therapeutischen Gesichtspunkten als sehr
fragwiirdig einzustufen ist.

Durch Bestimmung der LDH-AKktivitdt in Keratinozytenkulturen
wurde nachgewiesen, dass nur lange Inkubationszeiten und
hohe Konzentrationen von L-Arginin einen nekrotischen Effekt
bedingen [29]. Die Annahme der zytotoxikologischen Unbedenk-
lichkeit von L-Arginin wird somit durch eigene Untersuchungen
bestitigt.

Topische Anwendung von Arginin

Die Mdglichkeiten einer topischen Anwendung von argininhalti-
gen Praparationen sind vielfdltig. Grundsatzlich muss das thera-
peutische bzw. pflegetherapeutische Ziel unter Beachtung der
genannten biochemischen Reaktionen und den Zellen in den je-
weiligen Kompartimenten des Hautorgans ausgerichtet werden.

Die topische Applikation von L-Arginin und ggf. auch in Kombi-
nation mit dem Cofaktor der Arginase Mangan (in Form von
Manganchorid) stehen dabei im Vordergrund des Interesses. Ei-
gene Untersuchungen an gesunden Probanden haben gezeigt,
dass die zweimal tdgliche topische Applikation einer 10%igen
L-Argininhaltigen amphiphilen Creme eine Senkung des trans-
epidermalen Wasserverlustes (TEWL) und eine Steigerung der
Hydratation der Hornschicht bewirkt [27]. Dieser Effekt ist im
Ausmall etwas geringer als bei einer 10%igen harnstoffhaltigen
Praparation bei Verwendung des gleichen Vehikelsystems. Wir
fiihren diese Wirkung hauptsdchlich auf eine Aktivierung der ke-
ratinozytdren Arginase zuriick. Dariiber hinaus besitzt L-Arginin
eine solubilisierende Wirkung auf Proteine und tragt dadurch
zusdtzlich zur Steigerung der Wasserbindungskapazitdt der
Hornschicht bei.

In einer plazebokontrollierten Fallstudie an Patienten mit einer
atopischen Disposition konnten wir feststellen, dass die nach
dem Auftragen einer harnstoffhaltigen Praparation auf ldsionaler
Haut auftretende Reizwirkung bei L-Arginin nicht zu beobachten
ist [27]. Hinsichtlich des Pflegeeffektes der L-Arginin-haltigen
Praparation konnten wir im Vergleich zur harnstoffhaltigen Pra-
paration keine Unterschiede feststellen. Aus kosmetischer und
pflegetherapeutischer Sicht bietet sich somit eine Vielzahl von
Einsatzmdglichkeiten.

Die Nutzung von L-Arginin als Substrat der NOS-Isoformen in
Keratinozyten und kutanen mikrovaskuldren Endothelzellen
stellt ein weiteres potenzielles Anwendungsgebiet dar. Dabei
stehen vor allem die immunmodulatorischen und antimikrobiel-
len Eigenschaften von NO im Mittelpunkt des Interesses. Einzel-
fallbeobachtungen lassen vermuten, dass eine regelmafige topi-
sche Anwendung von L-Arginin-haltigen Praparationen bei Pa-
tienten mit trockener Haut die Keimdichte auf der Haut redu-
ziert und bakterielle (Staph. aureus) und virale (Molluscum con-
tagiosum-Viren) Superinfektionen durch Minderung der Keim-
adhdrenz und immunmodulatorische Einfliisse erschwert. Wei-
terhin bewirkt die vermehrte Expression von NO eine Verstar-
kung der UV-induzierten Zytotoxizitdt. Durch Aktivierung von
NK- und LAK-Zellen ist eine Suppression der malignen Transfor-
mation von Zellen grundsdtzlich moglich.

Ob diese Wirkoptionen praktische Relevanz besitzen, muss in
Studien nach GCP-Richtlinien belegt werden. Die bisher vorlie-
genden Daten zur topischen Anwendung von Arginin sind aber
aus kosmetischer und pflegetherapeutischer Sicht vielverspre-
chend.
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