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1 Einleitung

Akne ist eine Erkrankung der Talgdrisenfollikel und letrifft in mehr oder weniger
ausgepragter Form 80 % der Jugendlichen im Alter von 12 - 25 Jahren *®° sowie 3 - 8 % der
Uber 25 -Jahrigen *°*,

In den letzten Jahrzehnten haben sich die therapeutischen M6glichkeiten sehr verbessert, vor
adlem durch die EinfUhrung der 13-cisRetinsdure als hochwirksames systemisches
Medikament. Besonders schwere Verlaufe der Akne, inbesondere die Acne conglobata, lassen
sich damit gunstig und mest auch nachhdtig bee nflussen.

Trotz der Fulle an Literatur, die a1im Thema Akne ehdltlich ist, besteht weiterhin grof3er
Bedarf an der Klarung der pathophysiologischen Vorgange, die aur Entstehung dieser
Erkrankung  flihren. Zum gegenwértigen Zeitpunkt gelten eine Androgen-indwzierte
Ubermal3ige Sebumproduktion, abnormale Keratinisierung, die bakterielle Besiedlung duch
Propionibacterium acnes (P. acnes) sowie genetische Faktoren als pathogenetische Ursachen
der Akne *°%. Bei chronologischer Durchsicht der Literatur zu desem Thema stéf@ man auf
viele Widerspriiche, die vor alem die Rolle von P. acnes bei der Entstehung von Akne-
effloreszenzen betreffen. Bisher konnte ein eindeutiger kausaler Zusammenhang weder
bestétigt noch negiert werden. Zahlreiche Fragen zur Rolle dieser Mikroorganismen bel der
Pathogenese der Akne sind noch nicht geklart. Allein die Tatsadhe, dal3 antimikrobielle
Substanzen wie aum Beispiel Antibiotika oder |sotretinoin, welche indirekt gegen P. acnes
wirksam sind, bei der Aknetherapie erfolgreich eingesetz werden, spricht fir die Rolle von P.
acnes als einen pathogenetischen Faktor in der Entstehung der Akne. Dieses Bakterium
besitzt eine fur diese Arbeit sehr wichtige und interessante Stoffwechseleigenschaft, namlich
die Produktion von Porphyrinen.

Porphyrine sind Verbindungen, die im Woodlicht eine dharakteristische rétliche Fluoreszenz
aufweisen. Diese Verbindungen sind endogene Photosensibilisatoren, die die asorbierte
Energie an das umgebende Gewebe abgeben und so zur Zerstérung von Zellen fiihren kénnen.
Die Produktion von Porphyrinen durch P. acnes wurde 1967 von Cornelius und Ludwig in

vitro nachgewiesen 2! und auch in mehreren rechfolgenden Studien bestatigt *** 1%

, hachdem
bereits vorher die orangefarbene Fluoreszenz von Follikeln im Bereich des Gesichtes durch
Berch und Carrie Porphyrinen zugeschrieben werden konrte °. Hierbei ergaben sich sehr
unterschiedliche, zum Teil widerspriichliche Ergebnisse in der Vertellung der gefundenen

Porphyrinklassen und Porphyinisomere. Bei Corneliusund Ludwig ?* und Lee ¢al.®®



stellte Koproporphyrin 1l die gréf@e Fraktion, wahrend Protoporphyrin nur in geringen
Mengen und polare Porphyrine wie Uroporphyrin oder Heptaporphyrin rur unter speziellen
Wadhstumsbedingungen (Zusatz von Aminolévulinsdure) nachweisbar waren. Im Gegensatz
dazu maR Romiti et a. '°% as grofke Porphyrinfraktion Protoporphyrin, gefolgt von
Koproporphyrin Ill, vereinzdt waren polare Porphyrine nachweisbar. Zusétzlich
identifizierte diese Arbeitsgruppe biochemisch Subtypen von P. acnes mittels Bunter Reihe
und konrte somit eine spezifische Vertellung der Porphyrinisomere in Abhangigkeit des
jewelligen Subtyps aufzeigen. An dieser Stelle sel noch einmal darauf hingewiesen, dal3 es
sich bei diesen Studien meist um In-vitro-Versuche handelte, es wurden also P. acnes -
Kulturen gezichtet, die daraufhin auf ihren Porphyringehalt untersucht wurden.

Unser Ziel war hingegen der Nadweis einer In-vivo - Porphyrinproduktion von P. acnes.
Desweiteren wollten wir die Vertellung der Porphyrinklassen und Porphyrinisomere in vivo
ermitteln und feststellen, inwieweit dies durch die systemisch applizierten Aknetherapeutika
| sotretinoin und Antibiotika beeinfluf3bar ist.

Die Rolle der Porphyrine als Entziindungsmediatoren bei Acne vulgaris ist bisher noap
untersucht worden. Der erfolgreiche Einsatz neuerer Therapieformen der Acne vulgaris wie
die Lichttherapie mittels Blaulicht im Absorptionsspektrum der Porphyrine, also bei 400 -
420 mm, deuten jedoch darauf hin, dal3 Porphyine @ne Rolle bei der Genese entztindlicher

Akneeffloreszenzen spielen.
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1.1 Propionibacterium acnes

Das zu der Familie der Propionibacteriaceae gehorende Propionibacterium acnes (P. acnes)
ist ein gram-positives, anagobes beziehungsweise mikroagaophiles pleomorphes Stabchen.
Diese Bakterien sind etwa 0,5 - 1,0 um lang und 0,3 - 0,5 um breit, bilden keine Sporen und
sind unbeweglich. Sie sind meist von diphteroider Form und Lagerung, wobei auch fadige
Elemente mit teil s rudimentar ausgebildeten Verzweigungen beobachtet werden kénnen.

1863 beschrieb Unna e@stmalig ein koryneformes Bakterium, welches er in histologischen
Praparaten aus Komedonen und Pusteln von Aknepatienten entdedkte und bezeichnete es als
Aknebadllus. In den folgenden Jahren wurde dieser Keim mit verschiedenen Krankheiten in
Zusammenhang gebracht, unter anderen auch mit der Alopeda aeda durch Sabouraud.
Diesem gelang 1897 erstmals auch die Anziichtung des Bakteriums in einer Kultur. Bis zu
diesem Zeitpunkt galt es als sicher, dal3 P. acnes die Ursache der Akneeffloreszenzen ist.
Langsam erst gelangte man zu der Erkenntnis, dal3 auch andere Mikroorganismen wie
Staphylokokken bel der Bildung von beispielsweise Pusteln eine Rolle spielen.

1923 erfolgte durch Bergey et a. aufgrund der  morphologischen Ahnlichkeit des
Aknebadllus mit der Gruppe der Korynebakterien eine Umbenennung in Corynebakterium
acnes. Durch Dougas und Gunter erfolgte 1946 aufgrund der Fahigkeit, Milchsdure au
Propionsdure a1 fermentieren, die bis heute gliltige Namensgebung als Propionibakterium
acnes. Deswelteren gelang damals auch der Nachwelis, dal3 P. acnes als Teil der Normalflora
der Haut auch bei gesunden Menschen zu finden ist ***.

Johnson und Cummins beschrieben drel Spezies, P. acnes, P. avidum und P. granulosum.
Spéter wurden weltere avel Spezies als zur Standardflora der Haut gehtrend beschrieben, P.
innocuum und P. propionicum. In seltenen Fallen &3t sich eine sechste Spezes von der Haut
isolieren, P. lymphophilum, wobei nicht sicher ist, inwieweit dieses Bakterium zur
Normalflorader Haut gehort 2.

Die Spezies lassen sich aufgrund unterschiedlicher Reéktionen in Sero-, Bio-, und
Phagentypen unterscheiden und kénnen wiederum in Untergruppen unterteilt werden. Durch
Bakteriophagentypisierung, das Vorhandensein von Galaktose als Zellwandzucker sowie die
Durchfihrung von Agglutinationstests lassen sich zwei Serotypen | und Il des P. acnes
unterscheiden %

Die Anziichtung dieser Bakterien gelingt gut bel 35 - 37 ° C unter anaaoben Bedingungen
und einer Inkubation wvon durchschnittich 7 Tagen. Auf Agarnahrboden sind
Propionibakterien als kleine, runde, je nadch Spezies dunkelrot Uber violett bis grau-weilde,
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glanzende und kugelig gewolbt Kolonien zu identifizieren. Zudem kann auf bluthaltigen
Nahrboden eine Beta-Hamolyse zu erkennen sein %,

Zur Hautflora gehdren im wesentlichen aaobe Kokken der Familie Micrococcaceae, meist
Saphylococcus epidermidis, P. acnes, as diphteroides Stébchen sowie der Pilz Pityrosporum
ovale. Im Talgdrusenfollikel, welcher bei der Pathophysiologie der Akne eine wichtige Rolle
spielt, nehmen diese einzelnen Komponenten eine typische topographische Verteilung ein
(Abb.1). So liegen die lipophilen Pityrosporum sehr oberflachlich in der Néhe der
Folli kelmtindungen, die agoben Mikrokokken sind inder Mitte des Akroinfundibulums
angesiedelt, wohingegen sich die anaeaob wadsenden Propionibakterien in der Tiefe des
Infrainfundibulums befinden "*. Die dortigen Wachstumsbedingungen, die niedrige
Sauerstoffspannung und ausreichend Nahrmaterial in Form des Sebums, genauer der

Triglyzeridfraktion des Talgs, sind ein idealer Nahrboden flr das Wachstum von P. acnes.
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Abbildung 1. Talgdrusenfollikel mit Topographie der Standortflora (Mit freundlicher
Genehmigung aus %%



Die Benennung von P. acnes erfolgte aufgrund seiner Erstisolierung von der Haut eines
Aknepatienten. Die Namensgebung ist insofern irreflihrend, als dieses Bakterium auch auf der
Haut von gesunden Menschen in ebensolcher Anzahl existiert **.

Im allgemeinen ist P. acnes kein pathogenes Bakterium. Sehr selten werden systemische
Infektionen bel immunkomprimierten Patienten durch P. acnes beschrieben, wie
Endokarditis. Aus der Tatsade, dald in vielen bakteriologischen Proben auch P. acnes
nachgewiesen werden konnte, entsprang die Theorie, dal3 dieser Keim bei schweren
nekrotisierenden Verlaufen der Akne eine entscheidende Rolle spielt. Dies &3t sich allerdings
alein duch die Zugehdrigkeit zur Standortflora der Haut, nicht nur bei Aknepatienten
sondern auch bei hautgesunden Menschen, erkldren. Die Besiedelung der Haut bei
Aknepatienten nimmt einen typischen Verlauf. Nach relativ niedrigen Werten in der Kindheit
steigt sie in der Pubertét, mit Zunahme der Sebumproduktion, stark an und beibt dann
ziemlich konstant im weiteren Verlauf. Bel Menschen, die nicht an Akne leiden, ist die
Besiedelungsdichte durch P. acnes niedriger #°. Da dlerdings die meisten Menschen in ihrem
Leben eine Akne durchleiden, wenn auch in sehr unterschiedlichem Umfang, und es keine
Korrelation der Dichte der Besiedelung durch P. acnes mit der Schwere der Akneekrankung
gibt, sind diese Zahlen wenig aussagekréftig.

Die pathogenetische Rolle von P. acnes besteht somit weniger in seiner direkten Virulenz.
Vielmehr trégt es zur Komedogenese und vor alem zur Ruptur der Komedonen mit
konsekutiver entztindlicher Reektion in der Umgebung bel. Der Bildung eines Komedo geht
eine masdve Anhaufung von P. acnes im Follikelkanal voraus. Das Vorhandensein einer
Lipase befahigt P. acnes zur hydrolytischen Abspaltung von freien Fettsauren aus
Triglyzeriden ** Obwohl die Rolle der freien Fettsiuren bei der Pathogenese der Akne noch
mit vielen Unklarheiten behaftet ist, steht dennoch fest, dald diese Substanzen in hohem
Umfang komedogen sind. Ebenso ist mittlerweile gesichert, dal3 P. acnes eine entscheidende
Rolle bei der Ruptur der Komedonen spielt, unter anderem durch die Bildung von freien
Fettsduren, aber auch durch die Produktion von Enzymen wie Protesse, Hyaluronidase,
Lezithinase, Neuramidase, Phosphatase, Phospholipase, Proteinase und Ribonuklease, die,
wie aich die freilen Fettsauren, das Follikelepithel angreifen und zur Extrusion des
Komedoneninhalts in die Umgebung fiihren kénnen **2 AuRer freien Fettsiuren tragen aber
auch andere Substanzen zur entzindlichenn Re&tion bei Akne bei. So kann P. acnes in
monozytaren Zellen signifikante Konzentrationen an Interleukin (IL)-1a, IL-8 und
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Tumornekrosefaktor-a induzieren °°. Weiterhin bedarf die Rolle der von P. acnes

exprimierten Antigene und die Bildung von dagegen gerichteten Antikérpern noch der



Klérung. Knop und Mitarbeiter konnten in Komedonenextrakten 1gG und Albumin messen
und durch Immunfluoreszenzmikroskopie in histologischen Prgparaten von Komedonen 1gG-
Antikorper auf stabchenformigen Bakterien, die als P. acnes oder P. granulosum identifiziert
wurden, nachweisen 8. Weder die Antikorpertiter noch die Menge an gemessenen Albumin
von Patienten mit verschiedenen Formen der Akne (Acne comedonica, Acne papulopustulosa,
Acne conglobata) und von Patienten unter Tetrazyklintherapie wiesen Unterschiede auf. Till
et al. zeigten, dal? die Antikdrpertiter nur bei Patienten mit einer hbhergradigen Akne ehoht
sind, bei gesunden Personen und Patienten mit milder Form der Akne jedoch im selben
niedrigen Bereich liegen *2*

Immunologische Prozess finden demnach also auch bei der Akne statt, wie diese allerdings

pathogenetisch zu werten sind, ist bisher noch unklar.



1.2  Porphyrine

Porphyrine sind Verbindungen, die ubiquitér im Pflanzen- und Tierreich vorkommen. Sie sind
die farbgebenden Bestandteile der Hamoproteine, zu denen unter anderem Hamoglobin,
Myoglobin, Cytochrome, Katalaseund Peroxidase gehéren.

Porphyrine sind zyklische Molekiile, die aus vier Pyrrolringen bestehen. Diese sind Uber
Methinbriicken zu einem Tetrapyrrolsystem verbunden und hilden ein konjugiertes
Ringsystem mit 11 Doppelbindungen, welches als Porphin bezeichnet wird (Abb. 2). Durch
unterschiedliche Substitution an den acht auf3enstehenden Kohlenstoffatomen leiten sich die

verschiedenen Porphyrine ab ©.

Abbildung 2: Porphin, Grundstruktur der Porphyrine

Die chemische Struktur der Porphyrine wurde estmals 1912 duich Kister beschrieben. Zu
dieser Zeit ging man jedoch noch davon aus, dal3 eine solche zyklische Struktur instabil wéare
und es dauerte noch weitere 17 Jahre, bis 1929 Fischer endgiltig mit der vollstandigen
Synthese von Protoham der Nachweis der Tetrapyrrolstruktur der Porphyrine gelang *™* .

Porphyrine sind in der Lage, mit Metallionen stabile Komplexe a1 hilden, welche als
Metalloporpyhrine bezeichnet werden. Wahrend dies im Pflanzenreich meistens
Magnesiumionen sind (als Chlorophyil), kommen bei Mensch und Tier hauptsadlich
Eisenionen (als Ham) als Bindungspartner vor. Hierbei bindet das Metallion an die inneren

Stickstoffatome der vier Pyrrolringe **°.



1.2.1 Nomenklatur

Die vier Pyrrolringe werden mit A, B, C und D bezichnet (Abb. 2). Man unterteilt die
Porphyrine nach der chemischen Natur ihrer Substituenten in Atioporpyhrine (4 Methyl- und
4 Ethylgruppen als Substituenten), Mesoporpyhrine (4 Methyl-, 2 Propionsdure- und 2
Ethylgruppen as Substituenten), Uroporphyrine (4 Propionsduregruppen und 4
Essigsduregruppen als  Substituenten),  Koproporphyrine (4 Methyl- und 4
Propionsauregruppen als Substituenten) und Protoporphyrine (4 Methyl- 2 Propionsdure- und
2 Vinylgruppen als Substituenten).

Dabei sind die Protoporphyrine am weitesten verbreitet. Von den 15 Isomeren des
Protoporphyrin kommt in der Natur nur Protoporphyrin 1X vor, unter anderem im

Hamoglobin, Myoglobin und in den meisten Cytochromen .

1.2.2 Biosynthese

Beim Menschen werden die Porpyhrine in praktisch allen Zellen in einer Sequenz von acht

enzymatischen Schritten aus Glycin und Succinyl-CoA synthetisiert (Abb. 3).

Intramitochondrial reagiert Succinyl-CoA, ein Zwischenprodukt des Zitratzyklus, mit Glycin,
einer Aminosaure und hildet unter Abspaltung von CoA a- Amino-3-ketoadipinat, ein sehr
labiles Zwischenprodukt, welches gontan zu & Aminolavulinat decaboxyliert. Diese
Re&ktion wird duch das Enzym &-Aminolavulinatsynthetase  katalysiert und ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Porphyrinbiosynthese. Die & Aminol&vulinat-
synthetase unterliegt einer Rickkopplungshemmung duch das Ham, welches das Endprodukt
dieser Biosynthesekette dargellt. Desweiteren ist dieses Enzym Pyridoxa phosphat-abhéngig,
was die Verminderung der Hambi osynthese unter Vitamin Bg-Mangel erklart.

Nadh Ubertritt in das Zytosol kondensieren unter Katalyse der Porphobili nogensynthase avei
Molektile & Aminolavulinat zu Porphobilinogen als Pyrrolvorstufe der Porphyrine

Vier Porphyrobilinogenmolekile kondensieren unter dem Einflul3 der Porphobilinogen-

Desaminase unter Abspaltung von Ammoniak und Bildung des Zwischenproduktes
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Hydroxymethylbilan zum Tetrapyrrol. Durch die katalytische Aktivitét der Porphobilinogen-
Isomerase entsteht Uroporphyrinogen Il sowie in geringen Mengen auch Uroporphyrinogen
l.

Unter dem Einflul3 der zytosolischen Uroporphyrinogen-Decarboxylase werden alle vier
Azetatseitenketten im Uroporphyrinogen Il zu Methylgruppen decaboxyliert.

Das daraus entstandene Koproporphyrinogen Il tritt ins Mitochondrium Uber, wo die
Propionatseitenketten der Ringe A und B durch die Wirkung der Koproporphyrinogen-
Oxidase dehydriert und decaboxyliert werden, esentsteht Protoporphyrinogen 1X.

Die Protoporphyrinogenoxidase dehydriert die Methylenbrticken zwischen den Pyrrolringen
und bildet dadurch Protoporphyrin I X, welches die unmittelbare V orstufe des Ham darstdllt.
Im Mitochondrium wird nun unter Einflul? der Ferrochelatase aveiwertiges Eisen in das
Protoporphyrin IX eingebaut und es entsteht das Endprodukt, Ham *3°.
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1.2.3 Fluoreszenzeigenschaften der Porphyrire

Neben der Fahigkeit, mit Metallionen Komplexe ai hilden, sind im Rahmen dieser Arbeit vor
alem die Fluoreszenzeigenschaften der Porphyrine von Interesse. Durch den strukturellen
Aufbau der Porphyrine, das konjugierte Ringsystem mit Doppelbindungen, erhalten diese
Verbindungen die Fahigkeit, Lichtenergie zu absorbieren. Dabei werden die Elektronen dieses
Molekils durch Absorption von Lichtquanten kurzzeitig auf ein hoheres Energieniveau
angehoben. Bei der Ruckkehr in den Grundzustand wird Wéarme frei und es entstehen
Sekundérstrahlen, die im Falle der Porphyrine im Bereich des sichtbaren Lichtes liegen, es
resultiert eine sicht- und mef3bare Fluoreszenz. Charakteristisch sind die Absorptionsspektren
der Porphyrine im sichtbaren wie im ultravioletten Bereich, welche je nach chemischer
Struktur der Seitenketten variieren. Soret, ein franzosischer Radiologe, konnte 1883 jedoch
eine scharfe Absorptionsbande bei 400 rm fUr alle Porphyrine nachweisen, welche nach ihm
as Soret-Bande benannt ist °%. Koproporphyrin konnte zidem eine weitere
Absorptionsbande bei 625nm, Protoporphyrin bel 635nm zugeschrieben werden.

1.2.4 Nadwesverfahren

Die Wassrloslichkeit der verschiedenen Porphyrine differiert stark, was auch ihre
Aus<heidung im Organismus bednfluft. So werden die polaren Uroporphyrinogene au
einem hohem Prozentsatz im Urin ausgeschieden, wohingegen das apolare Protoporphyrino-
gen in die Gallenflissigkeit gelangt und somit in den Faeces erscheint. Koproporphyrinogen
als mittelpolares Porphyrin kann sowohl tber die Nieren im Urin als auch tGber die Galle in
den Faeces ausgeschieden werden.

Prinzipiell bieten sich zwel M&glichkeiten zur Trennung eines Porphyringemisches in seine
Komponenten an. Diese bestehen in der Fraktionierung der Porphyrine als freie Sauren und in
der Isolierung als Methylester.

Sowohl Koproporphyrin | und 11l als auch Protoporphyrin sind in Eisessg-Athermischungen
l6slich, aus denen sie mit Salzséure extrahiert werden kdnnen, wohingegen Uroporphyrine in
Eisessig-Athermischungen unléslich, jedoch in Athylazeat 16slich sind, aus dem sie ebenfalls

mit Salzsiure extrahiert werden konnen 3.
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Der einfachste Nadhweis von Porphyrinen erfolgt mittels Fluoreszenznachweis.

Zur Differenzierung der einzelnen Porphyrinfraktionen wird die Dinnschichtchromatographie
oder die Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC) eingesetzt. Der Vortell der HPLC
besteht in der M&glichkeit einer 1somerentrennung, beispielsweise in Koproporphyrin | und
II'1, was bel der DUnnschichtchromatographie nicht moglich ist.

1.2.4.1 Chromatographische Porphyrinauftrennung mittels HPLC

Die Chromatographie ist ein Trennverfahren, bei welchem das Probengemisch zwischen zwel
Phasen im chromatographischen Bett (Trennsaule oder Ebene) vertellt wird. Eine Hilfsphase
ruht (stationdre Phase), die andere Hilfsphase stromt daran im chromatographischen Bett
vorbel (mobile Phase). Als gationd&re Phase dient ein zur Absorption fahiges
oberflachenaktives Material in Form fester Teilchen, behandelter Oberflache oder
flissigkeitsbelegter Trager. Die mobile Phase besteht entweder aus Gas oder FlUissgkeit.
Voraussetzung fur die Flisdgkeitschromatographie ist die Loslichkeit der Probe in einem
geeigneten Losungsmittel. Dies trifft fur alle organischen und ionischen anorganischen
Substanzen zu.

HPLC ist die Abklrzung fur High Performance Liquid Chromatography (= Hochleistungs-
Saulen-Flissig-Chromatographie). Die HPLC ist eine sehr effektive Trenntechnik. Sie liefert
eine gute quantitative und qualitative Auftrennung von Stoffgemischen in kurzer Zeit. Dies
wird zum einen durch eine stationdre Phase mit sehr kleinen Teilchen, zum anderen durch
einen hohen Druck, der beim Durchpressen der mobil en Phase aufgewendet wird, erreicht.
Das zu trennende Gemisch wird mit Hilfe eines geeigneten Losungsmittels auf die Saule
gebracht, die mit der stationaren Phase gefillt ist. Hier findet nun die Trennung statt. An der
stationaren Phase werden die a1 trennenden Komponenten der Probe bei optimalen
Bedingungen unterschiedlich lange aifgehalten und verlassen die Sdule nach
unterschiedlichen Zeiten. Diese einzelnen Probenkomponenten werden vom Detektor
registriert, an die Auswerteeinheit weitergegeben und gaphisch dargestellt. Die daraus
resultierenden Signale bezeichnet man als Pe&s, ihre Gesamtheit als Chromatogramm. Aus
diesen Pe&ks lassen sich sowohl qualitative als auch quantitative Informationen Uber das
untersuchte Probengemisch gewinnen. Die Zeit, nach welcher ein Signal auf dem Schreiber

erscheint, nennt man Elutionszeat. Sie ist unter sandardisierten Bedingungen fur jeden Stoff
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des Gemisches charakteristisch. Die Flache jedes Signals ist der Menge des entspredienden
Stoffes proportional *2%
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1.3 Porphyrinproduktion von Propionibacterium acnes

Sigwald Bommer beschrieb 1926 erstmalig eine ihm damals sehr rétselhafte Erscheinung,
eine im Woodlicht orangefarbene Fluoreszenz der Follikelmindung, die vor alem
zentrofazial im Bereich der seitlichen Nasenpartien auftritt ™.

Berch und Carrie gelang die |dentifizierung der Ursache dieser Fluoreszenz als Porphyrine °,
Cornelius und Ludwig konnten 1967 die Quelle dieser Porphyrinproduktion P. acnes

21

zuordnen Dartberhinaus konnte gezigt werden, da3 die Intensta der

Porphyrinfluoreszenz mit der Besiedelungsdichte durch P. acnes korreliert %%,
Mittlerweile existieren viele verschiedene Untersuchungen zur Porphyrinproduktion von P.
acnes, wobei es sich hierbei meist um In-vitro- Untersuchungen handelt *> *3. Dabei stellte
sich heraus, da3 wele verschiedene Faktoren einen EinfluR auf die In-vitro-
Porphyrinprokuktion von P. acnes haben, so zum Beispiel die Dauer der Bebritung, die
Abnahmestellen des Untersuchungsmaterials, die Wahl des Nahrmediums, der pH - Wert des
Nahrbodens und der Zusatz von bestimmten Substanzen **° . Die grofte durchschnittliche
quantitative Porphyrinmenge wurde bei Wachstum auf festem N&hrboden nadh 5-tégiger
Bebritung gewonren, bei Zichtung im flussigen Medium wurde die beste qudlitative
Ausbeute @nzelner Porphyrinfraktionen erzielt “® . Bei den meisten von ihnen stellte sich
Koproporphyirn |1l als die gréRe Porphyrinfraktion heraus, gefolgt von Protoporphyrin 1X **
111, 80.

Vergleichende Untersuchungen an nicht-entziindlicher seborrhoischer Haut und Aknel&sionen
ergaben bei letzteren zum einen eine hohere Porphyrinproduktion, zum anderen aber auch
eine vermehrte Abgabe der Porphyrine in die Umgebung, was eventuell auf eine
Stoffwechsel-aktivere Variante von P. acnes bei Aknepetienten hinweist *° .

Auch die verschiedenen Methoden zur Extraktion der Porphyrine lieferten unterschiedliche

Ergebnisse.
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1.4  Systemische Aknetherapie

Die Indikationen fir eine systemische Aknetherapie sind uter anderem  ein nicht
zufriedenstellendes Ansprechen auf lokale Therapie, Unvertréglichkeiten gegentiber
Lokaltherapeutika, schwere Akneformen wie Acne mnglobata sowie die fir die topische
Behandlung unginstige L okaisation van Akneeffloreszen im Nadken oder am Rucken.

Wichtige Medikamente sind dabei Antibiotika, Isotretinoin, Glukokortikoide und Hormone.

1.4.1 Antibiotika

Die Einfuhrung von Breitspektrumantibiotika in die Aknetherapie stellte einen Fortschritt in
der Behandlung von entztindlichen Formen der Akne wie Acne papulopustulosa dar. Diese
Substanzen standen Uber viele Jahre nur zur systemischen Therapie aur Verfligung.
Mittlerweile sind auch eine Vielzahl von topischen Préparaten zur Behandlung entzindlicher
Formen der Akne auf dem Markt.

Antibiotika vieler verschiedener Klassen zeigen hohe In-vitro- Aktivitdt gegen P. acnes, unter
anderem Makrolide, Tetrazykline, Sulfonamide, Penizillin und Cephalosporine. Trotzdem
sind nur einige von ihnen auch fur die Therapie der Akne geeignet, da dle hydrophilen
Substanzen rur schwer in Komedonen und Mikrokomedonen mit ihren hohen
Lipidkonzentrationen penetrieren konnen. %

Geeignete Antibiotika fur die Aknetherapie sind daher vor alem lipophile Substanzen wie
Doxyzyklin, Minozyklin oder Erythromyzin. Vor alem Minozyklin hat hierbei einen grofen
Stellenwert erreicht, da es im Vergleich zu @lteren Tetrazyklinen einige Vortelle aifweist. So
ist zum Beispiel die Resorptionsrate und damit auch die Bioverfligbarkeit von Minozyklin mit
90 % sehr gunstig. Desweiteren erleichtert seine starke Lipophilie die Anreicherung in
Talgdriisen und Komedonen, wodurch vor alem dort ein hoher Wirkspiegel erzielt werden
kann "% Bei Minozyklin sind kisher am wenigsten Falle von resistenten P. acnes bekannt
140.

Der Nutzen dieser antimikrobiellen Therapie zigt sich einerseits in einer Reduktion der
Besiedelung duch P. acnes, die allerdings nur wéhrend der Therapiedauer zu beobachten ist.
Etwa zwe Wochen nab Absetzen des Antibiotikums gleicht sch die Bakterienzahl wieder an

die Ausgangswerte an, beziehungsweise zigt einen geringfiigigen Anstieg *°. Tetrazykline
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wirken bakteriostatisch durch Hemmung der Proteinsynthese von Bakterien, sie reduzieren
die Produktion von Lipase durch P. acnes und beanflussen somit die Konzentration von
frelen Fettsduren der Haut. Die Hydrolyse von Triglyceriden durch die dabei anfallenden
frelen Fettsauren aufgrund der Schadigung des Follikelepithels ist an der Ruptur von
Komedonen und konsekutiver entziindlicher Reakti on mitverantwortli ch.

Andererseits nehmen Tetrazykline aber auch unabhangig von der direkten antimikrobiellen
Wirkung Einflu® auf Entzindungsvorgange wie sie aich bei der Akne vorliegen. Elewski et
al. wiesen eine hemmende Wirkung der Neutrophilen Chemotaxis durch Tetrazykline in vivo
nach *°. Zudem konnte gezeigt werden, dal Minozyklin Dosis abhéangig die T-Zell
Proliferation inhibieren kann und somit die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
wie Interleukin 2, Interferon y und Tumornekrosefaktor a reduzieren kann. Aus In vitro-
Untersuchungen ist bekannt, dal3 Doxyzyklin und Minozyklin die Expression der Nitroxid-
Synthase hemmen konnen. Nitroxid-Synthase gilt als Schlisselenzym fiir die Produktion von
Stickoxid, welches eine Rolle als Neurotransmitter, aber auch als Botenstoff im
Entziindungsgeschehen spielt 1.

Ein in zunehmendem Mal3e auftretendes Problem in der antibiotischen Aknetherapie stellt die
Entwicklung von Resistenzen dar. Entgegen der noch vor einigen Jahren verbreiteten
Ansicht, dal3 de Resistenzentwicklung bei der antibiotischen Aknetherapie keine Rolle spielt,
wurden bereits 1979 de asten Berichte von gegentiber Erythromyzin oder Clindamyzin
resistenten P. acnes Stdmme bekannt. Die Datenlage beziglich Resistenzentwicklungen bei
P. acnes ist immer noch sehr unbefriedigend und zum Teil auch widerspriichlich. Neuere
Daten spredhen fir eine deutliche Zunahme von resistenten P. acnes Stammen. Cooper
beschrieb eine Zunahme der Antibiotikaresistenzen von etwa 20% 1978 auf ungefahr 62 %
bis 1996 Dabel traten vor alem Resistenzen gegenuber Erythromyzin, Klindamyzin,
Tetrazyklin, Doxyzyklin und Trimethoprim auf, selten dagegen auf Minozyklin 2°.

Sicher ist, dal3 Resistenzen gegenuiber Erythromyzin und Clindamyzin weit haufiger sind als
gegeniiber Tetrazyklinen *° . Diese entstehen bei Tetrazyklinen durch ein plasmidkodiertes
Transportersystem, welches fir einen aktiven Transport von intrazelluldren
Tetrazyklinmolekiilen aus der Zelle hinaus verantwortlich ist *2.

Durch die vermehrte systemische Anwendung von Isotretinoin und die Kombination von
antibiotischen Substanzen mit topischen Benzoylperoxid a3t sich die Resistenzentwicklung

verringern.
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1.4.2 |sotretinoin

Retinoide stellen eine heterogene Gruppe von sowohl nattirlich vokommenden Vitamin-A-
Verbindungen als auch synthetischen Vitamin-A-Derivaten dar. Dabei handelt es sich um
lipophile I soprenoide, bestehend aus einer Polyenkette mit einer zyklischen und einer polaren
Endgruppe.

Bei der Suche nach therapeutisch wirksamen und weniger toxischen Vitamin-A-
Verbindungen wurden bisher mehr als 2000 \erschiedene Retinoide synthetisiert. Davon
erlangten vor allem drei praktische Bedeutung durch ihren Einsatz in der systemischen und
lokalen Dermatotherapie: Acitretin, Etretinat und | sotretinoin.

Isotretinoin ist ein Stereoisomer der natirlich vorkommenden all-trans-Retinsdure (Abb. 4).
164

WA
COOH

13-cis-RA

Abbildung 4: Isotretinoin (13-cis-Retinsaure)

| sotretinoin (13-cis-Retinsaure) wurde 1971von Bollag et a. bei der Suche nach einem anti-
karzinogenen Retinoid mit weniger Nebenwirkungen als Tretinoin entdedkt 3. 1979
berichtete Pedk et a. von kompletten Remisionen bei Patienten mit schwerer nodulér-
zystischer Akne unter oraer Isotretinoin Gabe, die aich Monate nach Absetzen des
Medikaments anhielten **®.  Nadhdem diese Beobachtung duch mehrere nachfolgende
Studien bestétigt werden konrte, erfolgte 1982 in den USA erstmals die Zulassung von
Isotretinoin  fir schwere Formen der Akne. In Europa wurde die systemische

| sotretinointherapie 1985 zigelas®n.
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1.4.2.1 Wirkungsweise

Retinoide beeinflussen zelluldre Differenzierungsprozesse der Epidermis wie ihrer
Anhangsgebilde. Die Wirkung der Retinoide wird duch zwei Rezeptortypen vermittelt, den
RAPs (retinoid acid receotor) und den RXRs (retinoid X receptor), die jeweils durch drei
Gene kodiert werden (a-, B- und y) *.

| sotretinoin gilt als das wirksamste Medikament zur Behandlung schwerer und mittel schwerer
Formen der Akne. Diesen Stellenwert in der Aknetherapie hat es unter anderem durch die
nachhaltige Beanflusaung mehrerer pathogenetischer Faktoren der Akne in Form einer
sebosuppressiven, komedolytischen, antiinflammatorischen und indirekt antimikrobiellen
Wirkung erhalten.

Die Sebumsuppresdon ist wahrscheinlich die herausragendste Eigenschaft, da sie unter
| sotretinoin weit ausgepragter ist as beispielsweise unter Ostrogenen oder Antiandrogenen.
Die Wirkung setzt innerhalb von zwei Wochen ein und ist dosisabhéngig. Nadh einer
therapeutischen Dosierung von 0,1 mg/kg KG resultiert eine 30 % ige, nach 0,5 mg/kg KG
eine 40 % ige Sebumsuppression. Mit einer Dosierung von 1,0 mg/kg KG 1a3t sich nech drei
Monaten eine nahezu vollstéandige Unterdriickung der Sebumproduktion beobaditen. Eine
klinische Besserung ist dabei schon bei einer 30 % igen Sebumsuppresson erkennbar. Dabei
finden sich nicht nur qualitative, sondern auch quantitative Verénderungen. Die
Zusammensetzung des Sebums zeigt ein Absinken des Wachsesters- und Squalengehaltes
sowie eine Erhdhung des Cholesteringehaltes. Dies entspricht einem Muster von Hautli piden,
welches vor Androgenstimulation, also in der Kindheit vorliegt *°*

Histologisch a3t sich eine Reduktion der Sebozytenzahl sowie eine Verkleinerung der
Talgdriisenazini  erkennen >3

Ebenfalls shr ausgepragt ist die komedolytische Wirkung des Isotretinoins. Dabel wird sehr
effektiv durch Eliminierung von Uberschiissigem Hornmaterial die Bildung von Komedonen
und Mikrokomedonen werhindert, sowie die GrofRe der Gesichtsporen vermindert.
Histologisch zeigt sich dies in einer Abnahme der Hornzellagen im Talgdrisenfollikel von
normalerweise 30-60 auf 10-15 Zellagen. Die Reduktion des Sebums ist wiederum eine
wichtige Vorraussetzung fur die Reduktion von P. acnes, welchem dadurch die nétigen
Wadhstumsbedingungen entzogen werden. Es resultiert eine verringerte mikrobielle
Besiedelung der Tdgdriseninfundibuli.

Sowohl In- vitro- as auch In-vivo- Studien bestéatigen dartiberhinaus die antii nflammatorische

Wirkung von Isotretinoin im Sinne eines direkten inhibierenden Effektes auf
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Entzindungszellen. Dies wird auch in der Behandlung anderer entziindlicher Dermatosen wie
Rosazeaoder perioraler Dermatitis ausgenutzt, die eberfalls auf Isotretinoin gut ansprechen.

Die antimikobielle Wirkung ist nicht in einer direkt bakteriziden oder bakteriostatischen
Wirkung zu finden, sondern in einem verénderten Mikroklima in den Talgdriisen sowie auf
der Haut, bedingt durch die starke Sebumsuppresson. Der Abfall der Dichte der Besiedelung
durch P. acnes unter Isotretinointherapie setzt erst nach dem Beginn der Sebumsuppresson
ein .

Im Gegensatz dazu kann eszu einer vermehrten Besiedelung der Haut durch Staphylokokken
und damit auch zu Follikulitiden oder Furunkeln kommen.

| sotretinoin wird als M onotherapie Uber mehrere Wochen bis Monatein Dosierungen von 0,2
bis1,0 mg/kg KG taglich gegeben. Eine niedrigere Doserungvon 0,5 mg/kg KG oder

weniger ist dabei zu favorisieren.
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15 Zelsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 55 Aknepatienten, von denen 16 urbehandelt waren, 16
systemisch mit Isotretinoin, 6 kombiniert systemisch mit Isotretinoin und Lokaltherapeutika
und 17 lombiniert systemisch mit Minozyklin und Lokaltherapeutika behandelt wurden,
Komedonen entnommen und die darin enthaltenen Porphyrine extrahiert und mittels HPLC-
Analyse aifgetrennt. Es konrnte der Nadweis von Porphyrinen in Komedonen in vivo
erbracht und das Verhdltnis der einzelnen Porphyrinklassen zueinander in vivo bestimmt
werden. Durch die selektive Auswahl der Patienten und deren Untertelung in
Behandlungsgruppen ist es moglich, den Einflul der systemischen Aknetherapeutika
Minozyklin und lsotretinoin auf die Porphyrinproduktion und Porphyrinverteilung zu
ermitteln.

Dies ist insbesondere deshalb von Interess, da die Porphyrine am Entziindungsgeschehen im
Rahmen der Acne vulgaris eine wichtige Rolle spielen. Neuere Ansdtze aur Aknetherapie mit
Blaulicht im Bereich von 407 - 420 nm, ein Wellenlangenbereich welcher im Absorptions-

spektrum der Porphyrine liegt, nutzen diese Erkenntnis erfolgreich
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Patientengut

55 Patienten mit Acne papulopustulosa beziehungsweise Acne onglobata, im Alter
zwischen 13 und 37 Jahren (Median 20 Jahre) wurden untersucht. Darunter befanden sich 28
Frauen und 27 Méanner. Keiner dieser Patienten litt an einer systemischen Erkrankung. Die
Patienten wurden mittels eines standardisierten Fragebogens evaluiert (3ehe Anhang).

16 Patienten waren zum Zeitpunkt der Probenentnahme unbehandelt, das heilst weder lokale
noch systemische Aknetherapeutika waren angewendet worden. 16 Patienten erhielten seit
mindestens 2 Monaten Isotretinoin (Dosisintervall 10 - 40 mg pro Tag), 6 Patienten erhielten
seit mindestens 2 Monaten eine Kombinationstherapie mit Isotretinoin und lokaler Therapie
und 17 Patienten erhielten Minozyklin peroral (Dosisintervall 50- 100 mg pro Tag) und eine
Lokaltherapie. Als Lokaltherapie wurde Berzoylperoxid verwerdet.

2.1.2 Kulturmedien und Kulturbedingungen

Bei den Versuchen mit P. acnes -Kulturen wurde ds Nahrmedium Hirn-Herz-Infusionsagar
(Difco Manual. Dehydrated culture media and reagents for microbiology. Difco Laboratories
Detroit, USA) mit folgender Zusammensetzung (g/l) verwendet:

Kalbshirninfusion 2000
Rinderherzinfusion 2500
Proteose-Pepton 10,0
Glukose 2,0
Natriumchlorid 50
Dinatriumhydrogenphophat 25
Agar 150

Der Ausgangs-pH-Wert ist 7,4+ 0,2.
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Zur Herstellung von nahezu anaeroben Verhaltnisssen wurden Gas-Pak-Topfe (Gas Pak 150
Anagobiertdpfe der Firma BBL, Heidelberg) mit zugehorigem Entwicklerkit verwendet. Die
CO; - Gasentwicklung lauft nach folgender Formel ab:

Natriumbikarbonat (3 NaHCO) + Zitronensdure (HsCi) O NasCi + 3 H,0 + 3 CO,.
Durch Zusatz von Natriumborhydrid (NaBH,4) entsteht Wasserstoff (H,). Dieser wiederum
reagiert mit Hilfe eines Palladiumkatalysators mit Sauerstoff zu Wasser:

2H,+0, O 2H0

2.1.3 Chromatographische Auftrennung der Porphyrine

Zur Auftrennung und Quantifizierung der Porphyrine wurde ein HPLC-System verwendet.
Dieses besteht aus einem Eluentenférdersystem (Pumpe), einem Injektor, einer Saule und
einem Detektor sowie einer Auswerteeinheit. Das L-6200 Flusggkeitschromatographmodell
(Merck-Hitachi, Darmstadt) wurde verwendet, das mit einem Modell F-1000
Spektrofluorimeter-Detektor ausgestattet ist. Als Systemkontroller und Datenprozessor diente
ein D-25001ntegratormodell.

2.2 Methoden

2.2.1 Extraktion und Wiegen der Komedonen

Nad grundlicher Desinfektion der Haut mit einem farblosem Hautdesinfiziens (Cutaseptl] F,
Bode Chemie Hamburg) wurden mehrere Komedonen im Gesicht oder am Oberkdrper mit
einer sterilen Nadel punktiert und mittels leichtem seitlichen Druck exprimiert. Zu einer
genauen quantitativen Bestimmung wurde eine Analysenwaage (Sarbrius AG Gottingen, BA
110 S, Deutschland) benutzt. Die ezielte Menge betrug zwischen 0,5 mg und 17.2 mg
(Median 4,6 mg). Fur die Anzichtung von P. acnes auf Kulturen wurden nech ebenfalls
grundlicher Desinfektion der Haut mittels einer sterilen Nadel eine Pustel im Bereich des

Gesichtes oder des Oberkorpers punktiert.
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2.2.2 Anzichtung

Bei der Anzlichtung von P. acnes aus Komedonen wurde das Material in einem Eppendorf-
Rohrchen mit isotoner NaCl-Losung gesplilt bis alle sichtbaren Verunreinigungen beseitigt
waren und anschliesend im Morser homogenisiert. Aus diesem Gemisch wurde mit einer
gerilen Ose @was Material entnommen und mittels fraktioniertem Ausdrich auf die - mit
gegosenem Nahrmedium (Hirn-Herz-Infusionsagar) geftillten - Petri-Schalen tGberimpift
Bei der Anziichtung von P. acnes aus Pusteln wurde der Inhalt der Pustel mit einer sterilen
Ose aufgenommen und ebenfalls mittels fraktioniertem Ausdrich auf den oben beschriebenen
Nahrboden aufgebracht. Die Platten wurden fur 5 Tage aaeaob in Gas Pak 150
Anagobiertdpfen bei 37 ° Cinkubiert.

2.2.3 Porphyrinextraktion

Die Komedonen wurden in einem Eppendorf-Roéhrchen zweimal mit jeweils 1 ml isotoner
NaCl-Losung gespult und auf Filterpapier getrocknet. Anschliessend wurden sie mit 2 ml
isotoner NaCl-Lésung im Morser homogenisiert. Aus diesem Gemisch wurde jeweils 1 ml
entnommen und in ein Eppendorf-Rohrchen tbertragen. Der Moérser wurde mit 1ml isotoner
NaCl-L6sung nadgespllt, jeweils 0,5 ml wurden auf die beiden Eppendorf-Roéhrchen vertellt
und fir 3 min bei 2500r.p.m. zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. In Réhrchen 1
wurde 50 pl Celite® (Fluka, Paesel, Frankfurt; in 5%iger Suspension mit isotoner NaCl-
Losung), ein Filterhilfsmittel, bestehend aus Kieselgur verschiedener Korngrof3en und 250l
Athylazeat : Essigsaure (4 : 1) zugegeben. Diese Mischung wurde fiir 10 Sekunden auf einem
Vortexmixer gemischt und fir 90 Sekunden mit 1500 r.p.m. zentrifugiert. Der Uberstand
wurde mittels Pipette in Roéhrchen 2 Ubertragen, nochmals fir 10 Sekunden auf dem
Vortexmixer gemischt und fir 90 Sekunden mit 1500 r.p.m. zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Eppendorf-Rohrchen Ubertragen. Anschliessend wurden 250 ul 1,4 N
HCI zugefigt. Die Losung wurde fir 10 Sekunden auf dem Vortexmixer gemischt und es
wurden 300 ul der unteren Phase mittels Pipette in ein neues Eppendorf-Réhrchen Uberfihrt
und mittels HPLC-Analyse weiter verarbeitet.
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2.2.4  Festphasensidulenkonditionierung

1 ml Festphasen-Extraktions-Séule (100mg) C-18 e (Separtis GmbH, Grenzach-Wyhlen)
mit 3 x Iml Azeton/MeOH (1/1, v/v) aktivieren urd
3 x1ml 1,3 M Phoshorsaure aufbringen

2) Probenvorbereitun

2 ng Mesoporphyrin (in 20 ul 50 mM Methanal. Tetrabutylammoni umphosphat-L 6sung
TBA-PO4, Fluka, Buchs, CH) als internen Standard zu 300ul Piomelli-Porphyrin-Extrakt
geben

0,75ml 1,3 M H3PO4 zugeben und

20 Sekunden vortexen

3) Festphasen-Extraktio

Probe auf die Festphasen-Extraktions-Saule aufgeben

mit 5x 1 ml Wasser waschen

15 Sekunden trockensaugen

mit 0,8 ml Azeeon/MeOH (1/1, v/v)/1% Triethylamin eluieren
Extrakt am Trockenabdampfgerét unter Stickstoff (N2) abblasen
Ruckstand in 200l 50 mM Methanol. TBP-PO4 aufnehmen

4) HPLC-Analyse

Das Injektions-Volumen betrégt 50ul. Darin enthalten sind 10 ng Mesoporphyrin aus dem
Standard.

Probe auftragen

HPL C-Anlage starten und das Trennverfahren beginnen
Qualitative und quantitative Analyse der Ergebnisse des Auswertesystems
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2.2.5 Gradientensysteme

Zur vollstandigen Auftrennung und Eluierung aller Porphyrine und Isomere mufdten zwei
lonenpaa-HPLC-Gradientensysteme  verwendet werden. Der Gradient 1 trennt  nur
Koproporphyrin I/Ill, jedoch keine polaren Porphyrine (Uro- bis Pentacaboxyporphyrin),
wohingegen beim Gradienten 2 alle Isomere I/lll getrennt werden, jedoch Protoporphyrin
nicht mehr eluiert wird.

2.2.6 Datenverarbeitung

Alle Daten wurden auf einem MEDION-Computer eingegeben und mittels SPSSStatistik-
programm (SPSS GmbH, Minchen,Version 10.0) ausgewertet.

Der Zusammenhang zwischen Porphyrinkonzentration und jeweiliger Therapie wurde mittels
Mann-Whitney-U-Test, einem nicht-parametrischen Test fur unwverbundene Stichproben
Uberpraft.
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3. Ergebnisse

3.1  In-vivo- Porphyrinproduktion von Propionibacterium acnes

In allen Patientenproben ergab sich Korproporpyhrin 11l als grofde Porphyrinfraktion. Als
zweitgrolde Porphyrinfraktion mit weitaus niedrigeren Werten erwies sich Koproporphyrin 1.
Protoporphyrine waren rur in wenigen Fallen in geringen Mengen nachzuweisen, polare
Porphyrine wurden In-vivo- Mesaung nicht nadgewiesen. Diese Relation der Porphyrine
zueinander war in allen Therapiegruppen stabil.

Die Tabellen 1 - 4 zeigen die Ergebnisse der Mesaungen in Abhangigkeit der jeweiligen
Therapiegruppe sowie die eingesetzte Trockenmenge der Komedonen und die prozentuale
Wiederfindungsrate des internen Standards Mesoporphyrin bei der HPLC-Analyse. In den
Abbildungen 5 - 7 dnd die Mef3ergebnisse fur die jeweiligen Therapiegruppen in
Saulendiagrammen dargestellt. Daraus ist ersichtlich, dal3 die Porphyrinwerte selbst bei
unbehandelten Patienten starken interindividuellen Schwankungen unterliegen. Zudem lasen
sich bel der Gruppe der systemisch mit Isotretinoin behandelten Patienten deutlich niedrigere
Koproporphyrin-lll-Werte ds bel alen anderen Behandlungsgruppen nechweisen.
Koproporphyrin-l war in geringen Mengen bei fast allen Patienten in jeder
Behandlungsgruppen nachweisbar. Protoporphyrin dagegen war nur bei ungefdhr einem
Drittel der Patienten in sehr geringen Mengen, teilweise nur knapp oberhalb der
Nadweisgrenze, mef3bar.

Abbildung 9 sellt die Mediane der unterschiedlichen Therapiegruppen sowohl fir
Koproporphyrin | als auch fir Koproporphyrin Il dar. Die Protoporphyrinwerte fanden in
dieser Darstellung keinen Eingang, da die Mediane hierflr unabhéangig von der Art der
Therapie konstant bel Null | agen.

Aus Abbildung 9 ist ersichtlich, dal3 im Vergleich zur Kontrollgruppe der unbehandelten
Patienten bei den systemisch mit Isotretinoin behandelten Patienten die Koproporphyrin-Iii-
Werte deutlich niedriger liegen, wohingegen die Gruppe der kombiniert systemisch mit
Isotretinoin und lokal behandelten, sowie die kombiniert mit Antibiotika und Lokaltherapie
behandelten Patienten hohere Werte sowohl von Koproporphyrin 1ll, as auch wvon
Koproporpyhrin | aufweisen. Die Mediane der Protoporphyrine waren in allen vier
Patientengruppen gleich Null.

Unterstiitzend fdhrten wir bei neun Patienten mit systemischer Isotretinointherapie
Wiederholungsmessungen im Abstand von 1 his 3 Monaten durch. Tabelle 5 gibt die
Koproporphyrin-Ill- Werte wieder, in Abbildung 11 sind diese graphisch dargestellt. Es zeigt
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sich hierbel bei zwei Drittel der Patienten ein deutlicher Rickgang, bel einem Drittel ein
leichter bis mal3iger Anstieg der Koproporphyrin-Ill- Werte.

Wiederholungsmesaungen wurden auch fir Patienten mit systemischer Antibiotika und
Lokaltherapie durchgefiihrt (Tabelle 6). Aus der graphischen Aufbereitung der Mef3werte
(Abbildung 12) kann man weder bei den Kopropophyrin-lll- noch bei den Koproporphyrin-1-
Werten einen Rickgang erkennen, trotz klinischer Besserung des Hautbefundes bei diesen
Patienten. Allerdings ist hier die Fallzahl mit drei Patienten zu niedrig, um valide Aussagen

zu treffen.

3.2  Porphyrinpoduktion von P. acnes nach 7 und 14 tgiger Bebritung

Da Romiti in seiner Arbeit Gber die In-vitro Porphyrinproduktion von P. acnes im Gegensatz
zu wnseren Ergebnissen als grof¥e Porphyrinfraktion Protoporphyrin IX herausstellte %4,
fuhrten wir diese Versuche noch einmal durch. Daflr wurden P. acnes -Kulturen entweder
aus Komedonen oder aus Pusteln angelegt und dese nach 7 und 14 Tagen auf ihren
Porphyringehalt nach der modifizierten Piomelli-Methode untersucht. Die Mef3ergebnisse fir
das Ausgangsmaterial Komedonen sind in Tabelle 7 aufgefihrt, fir das Ausgangsmaterial
Pusteln in Tabelle 9. Die jewells grofte Porphyrinfraktion pro Mesaung ist fett gedruckt. In
Abbildung 13 sind die Mef3werte flr Koproporphyrin 11l nadch 7- und 14 tégiger Bebritung
aufgetragen. Bei sechs Proben 183t sich ein Zuwachs der Koproporphyrin-111- Produktion
erkennen, bei 5 Proben nimmt die Koproporphyrin-111- Produktion ab. Abbildung 14 zeigt die
Mef3werte von Protoporphyrin ebenfalls nach 7- und 14tagiger Kultur. Bel zwei Patienten
waren weder nach 7 noch nach 14 Tagen Protoporphyrine nadhweisbar. Bel welteren zwei
Proben waren Protoporphyrine, in einem Fall sogar in grof®en Mengen, nach 7 Tagen
vorhanden, nach 14 Tagen aber nicht mehr nachweisbar. Bel vier Patienten konnte nach 14
Tagen eine héhere Protoporphyrinmenge als nach 7-tégiger Kultur nachgewiesen werden und
bei zwei Patienten zeigte sich eine Reduktion der Protoporphyrinwerte

Um diese Werte mit den in vivo erzielten Werten zu vergleichen, fertigten wir von 11
Patienten Porphyrinbestimmungen sowohl direkt aus dem Komedonenmaterial als auch
indirekt nadh kultureller Anziichtung von P. acnes an. Die Ergebnisse kdnnen aus Tabelle 8
entnommen werden. Wiederum ist die jeweils grofdte Porphyrinfraktion je Messung fett
gedruckt. Da die Einheiten der nativen Mef3werte und der Mef3werte aus Kulturen differieren
(ng/mg bei nativer Bestimmung, ng/10° bei der Bestimmung aus Kulturen) ist ein direkter
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Vergleich zwar nur eingeschrénkt mdglich, allerdings sind die absoluten Werte in diesem
Zusammenhang auch nicht entscheidend. Wichtig war die Relation der einzelnen Porphyrine
zueinander und inwieweit sich diese bel kultureller Anzichtung unterscheidet
beziehungsweise &dert. Bei diesen Messungen konnten wir zum ersten Mal in vier Proben
bei der Porphyrinbestimmung aus Kulturen Uroporphyrin | nachweisen, in einem Fall war
dies auch die grofde Porphyrinfraktion. In Abbildung 15sind diese Werte fur die native
Koproporphyrin-lll- Bestimmung und nacdh 7 tégiger Bebritung der Kultur graphisch
dargestellt. Erkennbar ist, da® die Koproporphyrin-lll-Werte nativ bei 8 von 11
Patientenproben hoher liegen als nach 7-tégiger Kultur. Auch nach 14-tégiger Bebritung der
Kulturen findet sich diese Relation bestétigt (Abbildung 16). Das gegenteili ge Bild spiegelt
sich in den wergleichenden Mef3werten von nativer Protoporphyrinbestimmung und
Porphyrinextraktion aus Bakterienkulturen. Nach 7-tégiger Kultur lasen sich bel 8
Patientenproben Protoporphyrine nachweisen, bei denen dies nativ nicht gelang. Bei nur
einem Patienten konrte in vivo Protoporphyrin in geringen Mengen, in vitro nicht mehr
nachgewiesen werden. Bel zwei Patienten konnten weder in vivo noch in vitro
Protoporphyrine nachgewiesen werden (Abbildungl7). Nadh weiteren 7 Tagen konrte in 7
Proben Protoporphyrin nachgewiesen werden. Bei einer nach 7 Tagen Kultur-positiven Probe
lield sich nun kein Protoporphyrin mehr detektieren, bei der einen in vivo positiven Probe
konnte nun auch in vitro Protoporphyrin gemessen werden.

Zusétzlich wurden auch Kulturen aus Pustelmaterial angefertigt und nach 7 urd 14 Tagen ane
Porphyrinbestimmung duchgefuihrt. Tabelle 9 gibt Uber die MefRergebnisse Auskunft.
Koproporphyrin Il war auch bei diesen Versuchen bis auf eine Ausnahme die grolde
Porphyrinfraktion, nur einmal stellte diese Koproporphyrin | dar. Bei zwei Patienten konnte
Uroporphyrin | nachgewiesen werden. Protoporphyrine waren nicht in grofRerem Umfang
mef3bar.
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Bbelle 1: Mel3werte fir unbehandelte Patienten

Patient K omedonen K oproporpyrin | Koproporphyrin Ill | Protoporpyhrin % WF
Trockengewicht ng/mg ng/mg ng/mg M esoporphyrin
mg

1 5,6 0,027 0,068 n.n.* 82

2 5,6 0,023 0,304 0,007 95

3 34 0,012 0,112 0,024 100

4 4,1 0,003 0,087 n.n.* 96

5 2,1 0,014 0,152 0,014 97

6 1,5 0,02 0,153 0,047 89

7 1,8 0,006 0,083 0,044 92

8 2,1 0,005 0,076 0,005 93

9 3,6 0,011 0,119 n.n.* 100

10 1,2 n.n.x 0,017 n.n.x 90

11 10,1 0,015 0,128 n.n.* 87

12 1,8 0,006 0,05 n.n.* 101

13 4,6 0,007 0,202 n.n.* 103

14 1,6 0,006 0,075 n.n.* 111

15 6,2 0,01 0,152 n.n.* 110

16 2,6 0,012 0,123 n.n.* 127

* : nicht nachweisbar, das heil3t der Mel3wert lag unter einer Nachwei sgrenze von 0,01 ng
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Abbildung 5: Porphyrinwerte unbehandelter Patienten
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TBbelle 2. M ef3werte Patienten mit systemischer Isotretinointherapie

Patient K omedonen K oproporphyrin | Koproporphyrin lll | Protoporphyrin % WF
Trockengewicht ng/mg ng/mg ng/mg M esoporphyrin
mg

1 16,6 0,014 0,264 n.n.* 94

2 5,3 n.n.x n.n.x n.n.x 92

3 53 0,004 0,072 0,002 86

4 17,2 0,012 0,014 0,006 91

5 10,5 0,022 0,312 0,004 100

6 6,7 0,003 0,002 0,01 96

7 9,6 0,003 0,007 n.n.* 97

8 10,9 0,005 0,041 0,015 98

9 13,4 0,002 0,013 0,002 99

10 4,2 n.n.x 0,012 n.n.x 99

11 57 0,007 0,11 n.n.* 98

12 5,2 0,004 0,054 n.n.* 97

13 10,3 0,011 0,1 0,004 99

14 1,3 n.n.x 0,015 n.n.x 97

15 2,7 0,004 0,048 n.n.* 95

16 2,6 0,004 0,058 n.n.* 99

* . nicht nachweisbar, das heil3 der M efdwert lag unter e ner Nachweisgrenze von 0,01 ng
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Abbildung 6: Porphyrinwerte von Patienten mit systemischer Isotretinointherapie
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Tabelle 3: Patienten mit kombiniert systemischer Isotretinointherapie und L okaltherapie

Patient K omedonen K oproporphyrin | Koproporphyrin Ill | Protoporphyrin % WF
Trockengewicht ng/mg ng/mg ng/mg M esoporphyrin
mg

1 9,0 0,001 0,07 n.n.* 100

2 53 0,008 0,119 n.n.* 90

3 10,0 0,002 0,005 0,001 96

4 4,6 0,002 0,067 n.n.* 94

5 53 0,017 0,221 n.n.* 96

6 53 0,015 0,189 n.n.* 113

* . nicht nachweisbar, das heil3 der M efdwert lag unter e ner Nachweisgrenze von 0,01 ng

33



ng/mg

Abbildung 7: Porpyhrinwerte von Patienten mit kombiniert systemischer Isotretinointherapie und

lokaler Therapie
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Tabelle 4: Patienten mit kombiniert systemischer Antibiotikatherapie und Lokaltherapie

Patient K omedonen K oproporphyrin | Koproporphyrin Ill | Protoporphyrin % WF
Trockengewicht mg | ng/mg ng/mg ng/mg M esoporphyrin

1 1,6 0,019 0,186 n.n.* 93

2 3,2 0,003 0,019 n.n.* 74

3 55 0,011 0,233 n.n.* 99

4 13,6 0,022 0,419 0,003 100

5 12,6 0,003 0,07 0,002 91

6 3,1 0,02 0,515 0,01 94

7 6,2 0,007 0,095 n.n.* 93

8 3,2 0,018 0,08 n.n.* 84

9 1,4 0,007 0,086 n.n.* ?7?

10 10,1 0,015 0,128 n.n.* 100

11 29 0,004 0,055 n.n.* 93

12 3,8 0,003 0,063 n.n.* 100

13 0,9 0,011 0,256 0,011 96

14 6,9 0,009 0,1 n.n.* 102

15 3,3 0,006 0,035 n.n.* 84

16 55 0,007 0,146 n.n.* 81

17 0,5 n.n.x 0,04 n.n.x 97

* : nicht nachweisbar, der Mef3wert lag unter einer Nachweisgrenze von 0,01 ng
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Abbildung 8: Porphyrinwerte von Patienten mit kombiniert systemischer Antibiotikatherapie und

lokaler Therapie
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Abbildung 9: Mediane unbehandelter und systemisch behandelter Patienten
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Tabelle 5: Wiederholungsmel3werte flr Patienten mit Isotretinointherapie

Patient Koproporphyrin lll Koproporphyrin lll
1. Mesang letzte M esaung
ng/mg ng/mg

1 0,07 0,074

2 0,352 0,014

3 0,42 0,002

4 0,097 0,007

5 0,082 0,012

6 0,15 0,276

7 0,24 0,054

8 0,155 0,221

9 0,295 0,189

Tabelle 6: Wiederholungsmel3werte fir Patienten mit kombiniert systemischer Antibiotikatherapie und L okaltherapie

Patient K oproporphyrin lll Koproporphyrin lll
1. Mesang letzte M esaung
ng/mg ng/mg

1 0,019 0,05

2 0,07 0,043

3 0,086 0,138




Koproporphyrin Il in ng/mg
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Abbildung 10: Wiederholungsmessungen bei Isotretinointherapie
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Koproporphyrin Il in ng/mg

Abbildung 11: Wiederholungsmessungen bei Patienten mit kombiniert systemischer

Antibiotikatherapie und Lokaltherapie
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Abbildung 12: Vergleich von in vitro gewonnenen Kopropo rphyrin-lll-Werten nach 7 und 14 Tagen
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Tbele7:

Por phyrinbestimmung aus Bakterienkulturen, Material Komedo

Patient Kiltur 7 Tageng/10° Kitur 14 Tageng/10°
l|Koprol Kopro |l Proto Wo Koproll Kopro Il Proto Wol
1 n.n.* 0,03 n.n.* n.n.* n.n.* 0,15 0,65 n.n.*
2 n.n.* 0,01 0,1 n.n.* n.n.* 0,01 0,18 n.n.*
3 n.n.* 0,08 0,025 0,655 n.n.* 0,03 0,06 n.n.*
4 n.n.* 0,25 n.n.* n.n.* n.n.* 0,02 n.n.* n.n.*
5 0,025 0,29 1,385 0,12 0,01 0,175 n.n.* n.n.*
6 0,04 1,56 0,02 0,65 0,03 0,18 0,15 n.n.*
7 n.n.* 0,01 0,06 n.n.* n.n.* 0,08 0,05 n.n.*
8 0,02 0,04 0,15 n.n.* n.n.* 0,08 n.n.* n.n.*
9 n.n.* 0,02 0,02 n.n.* n.n.* 0,06 0,01 n.n.*
10 n.n.* 0,12 n.n.* n.n.* n.n.* 0,02 n.n.* n.n.*
11 0,04 0,15 0,07 n.n.* 0,05 0,38 0,55 0,08

* : nicht nachweisbar, der Mel3wert lag unter einer Nachweisgrenze von 0,01 ng
Kopro I: Koproporphyrin I; Kopro Il1: Koproporphyrin I11; Proto: Protoporpyhrin; Uro I: Uroporphyrin |
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Abbildung 13: Vergleich von in vitro gewonnenen Protopo rphyrinwerten nach 7 und 14 Tagen

1,6 -

W Protoporphyrin, 7 Tage

E Protoporphyrin, 14 Tage

1,4

1,2

ng/10°

0,8

0,6

0,4

0,2

Patient

10 11

43



TBbelle 8: In-vitro-Porphyrinbestimmung aus Bakterienkulturen (Material Komedo) im Vergleich zur gleichzetigen
I n-vivo-Nativbestimmung

Patient rativ ng/mg Kultur 7 Tage ng/10’ Kultur 14 Tage ng/10°
Koprol Koprolll Proto Koprol Koprolll Proto  Urol Koprol Koprolll Proto  Urol
1 0,011 0,1 0,004 n.n.* 0,03 n.n.* n.n.* n.n.* 0,15 0,65 n.n.*
2 0,004 0,074 n.n.* n.n.* 0,01 0,1 n.n.* n.n.* 0,01 0,18 n.n.*
3 0,009 0,1 n.n.* n.n.* 0,08 0,025 0,655 n.n.* 0,03 0,06 n.n.*
4 0,013 0,138 n.n.* n.n.* 0,25 n.n.* n.n.* n.n.* 0,02 n.n.* n.n.*
5 0,004 0,27 n.n.* 0,025 0,29 1,385 0,12 0,01 0,175 n.n.* n.n.*
6 0,009 0,146 n.n.* 0,04 1,56 0,02 0,65 0,03 0,18 0,15 n.n.*
7 0,013 0,259 n.n.* n.n.* 0,01 0,06 n.n.* n.n.* 0,08 0,05 n.n.x
8 0,006 0,111 n.n.* 0,02 0,04 0,15 n.n.* n.n.* 0,08 n.n.* n.n.*
9 0,01 0,152 n.n.* n.n.* 0,02 0,02 n.n.* n.n.* 0,06 0,01 n.n.*
10 0,01 0,147 n.n.* n.n.* 0,12 n.n.* n.n.* n.n.* 0,02 n.n.* n.n.*
11 0,071 0,358 n.n.* 0,04 0,15 0,07 n.n.* 0,05 0,38 0,55 0,08

* . nicht nachweisbar, der Mel3wert lag unter einer Nachweisgrenze von 0,01 ng

Kopro I: Koproporphyrin I; Kopro I11: Koproporphyrin 111; Proto: Protoporpyhrin; Uro I: Uroporphyrin |
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Abbildung 14: Vergleich von in vivo und in vitro gewonnenen Kopropo rphyrin-lll-Werten nach 7

tagiger Kultur
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1,8

Abbildung 15: Vergleich von in vivo und in vitro gewonnenen Kopropo rphyrin-lll-Werten bei 14

tagiger Kultur
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Abbildung 16: Vergleich von in vivo und in vitro gewonnenen Protopo rphyrin-Werten nach 7

tagiger Kultur
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Abbildung 17: Vergleich von in vivo und in vitro gewonnenen Protoporphyrin-Werten nach 14

tagiger Kultur
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Tabelle 9: Porphyrinbestimmung aus Bakterienkulturen, Material Puste

Patient Kiltur 7 Tage Kiltur 14 Tage

Koprol Koprolll Proto Urol Koprol Koprolll Proto Urol
1 0,05 0,34 n.n.* 0,18 0,01 0,12 nn* |nn*
2 n.n.* 0,18 0,1 n.n.* 0,01 0,12 0,05 n.n.*
3 n.n.* 0,02 n.n.* n.n.* n.n.* 0,03 n.n.*
4 0,08 n.n.* n.n.* n.n.* n.n.* 0,16 n.n.* 0,05
* . nicht nachweisbar, der Mel3wert lag unter einer Nachwei sgrenze von 0,01 ng
Kopro I: Koproporphyrin I; Kopro Il1: Koproporphyrin I11; Proto: Protoporpyhrin; Uro |

. Uroporphyrin |
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4. Diskussion

Die Rolle von P. acnes in der Pathogenese der Akne ist bisher trotz zahlreicher Studien und
einer Vielzahl an Literatur noch nicht hinlanglich geklart. Eine zentrale Frage lautet hierbei,
in welcher Form P. acnes an den im Rahmen der Akne stattfindenden Entiindungsvorgangen
beteiligt ist. Lange Zeit wurde hierfur vor allem die Produktion von Lipase durch P. acnes
und die damit einhergehende Generierung von freien Fettsduren aus Triglyzeriden
verantwortlich gemacht. Anscheinend spielen aber auch andere Faktoren eine wichtige Rolle,
so zum Beispiel eine Komplementaktivierung, vor allem auf dem alternativen Reaktionsweg
und damit eine Neutrophilen - Chemotaxis durch P. acnes **® ¥ Auch eine =llulare
|mmunitat gegeniiber P. acnes konnte an Entziindurgsresktionen beteiligt sein °*. Abgesehen
von diesen immunologischen Faktoren werden immer mehr Stoffwechselprodukte von P.
acneswie Porphyrine diskutiert.

Diese farbigen Verbindungen, die fur die dharakteristische orangefarbene Follikelfluoreszenz
im Gesicht verantwortlich zeichnen, werden in den Bakterien intrazelluldr gespeichert. In-
vitro- Untersuchungen an Bakterienkulturen ergaben sowohl quantitativ als auch qualitativ
unterschiedliche Werte beziglich der Porphyrinproduktion und ihrer Abgabe a die
Umgebung, auch in Abhangigkeit der enzelnen P.-acnesStamme und der
Kulturbedingungen. Vor alem bei entziindlichen Aknelédsionen konrte eine vermehrte
Abgabe von Porphyrinen an das umgebende Gewebe nachgewiesen werden . Diese konnten
dort eine Entzindungsregktion auslésen oder mit unterhalten.

Zur Differenzierung der einzelnen Porphyrinklassen werden leistungsfahige Trennverfahren
wie die Dunrschichtchromatographie oder die HPLC-Methode verwendet. Der Hauptvorteil
der HPLC-Analyse gegeniber planaren chromatographischen Trennverfahren ist die
Moglichkeit der Isomerentrennung von Porphyrinen .

Ebenfalls shr vortellhaft bei diesem Verfahren ist, da3 duch die Saulentechnik die sehr
empfindlichen Porphyrine Licht- und Sauerstoff geschtitzt sind. Somit kénnen ohre Verluste
auch geringe Mengen an Porphyrinen analysiert werden.

Die Porphyrinwerte zegten bei den Patienten quantitativ starke individuelle Schwankungen.
Jedoch konnte bel allen Patienten unabhéngig von der Art der Therapie Koproporphyrin 1l
als grofde Porphyrinfraktion nachgewiesen werden, gefolgt von weit niedrigeren Werten an
Koproporphyrin | und Protoporphyrin. Polare Porphyrine wie Uroporphyrin konnten bei den
In-vivo-Bestimmungen nicht nachgewiesen werden. In friheren In-vitro-Untersuchungen
stellte meist ebenfalls Koproporphyrin 1l die grofte Porphyrinfraktion, gefolgt von

40, 43,111, 95, 118

Koproporphyrin | und Protoporphyrin dar , in wenigen Untersuchungen konnte
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Protoporpyhrin as die grofXe Porphyrinfraktion vor Kopropoprhyrin I1l ermittelt werden 2*
182 Uroporphyrine konnten rur in zwei Untersuchungen rachgewiesen werden 8 162,
Vergleicht man die Mediane von Koproporphyrin Il der einzelnen Therapiegruppen, so fallt
auf, dal3 die mit Isotretinoin behandelten Patienten deutlich niedrigere Koproporphyrin-1li-
Werte aufweisen. Dies erklart sich aus der Wirkungsweise des Isotretinoins und korreliert
auch mit dem Kklinischen Befund. Durch die starke Sebumsuppresson wird P. acnes der
Nahrboden entzogen und es kommt zu einer Reduktion der Bakteriendichte, was wiederum
die niedrigen Porphyrinwerte eklart. Bei der statistischen Analyse mit dem Mann-Whitney-U
Test fUr unverbundene Stichproben waren diese Unterschiede aufgrund der starken
Schwankungen der Porphyrinmengen nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Test, p=0,119). Im
Gegensatz dazu konnte bel den Patienten mit einer kombinierten systemischen
| sotretinointherapie und Lokaltherapie mit Benzoylperoxid beziehungsweise Benzoylperoxid
und einem topischen Retinoid keine Abnahme, sondern eine geringfligige Erhdhung der
Koproporphyrin-I11- Werte gemessen werden.

Um diese Mellergebnisse ekldren zu konren, mul3 das Patientenkollektiv, welches
kombinierte systemische und lokale Therapie ehielt, ndher beleuchtet werden. Dabel fallt
auf, dal3 diese Patienten im Gegensatz zu den nur mit Isotretinoin behandelten Patienten einen
deutlich schlechteren Hautbefund im Sinne einer  vermehrten Komedogenesis und
gesteigerten Entziindungsaktivitédt und auch ein verzogertes Ansprechen auf |sotretinoin
zeigten.

So 8t sich zusammenfassen, dald Patienten, welche gut auf Isotretinoin ansprachen, auch
keine ausétzliche Lokaltherapie mehr erhielten, wohingegen Patienten, die nur langsam auf
| sotretinoin ansprachen, unterstiitzend eine Lokaltherapie mit Benzoylperoxid oder topischen
Retinoiden durchftihrten. Insofern korreliert der klinische Befund hier ebenso wie bei den rur
systemisch mit Isotretinoin behandelten Patienten mit den gemessenen Porphyrinwerten.

Bei den mit Minozyklin und Lokaltherapeutika behandelten Patienten konnte ebenfalls eine
Zunahme der Koproporphyrin-lll- Werte beobachtet werden. Martin et a. wiesen nech
Tetrazyklintherapie einen Rickgang der Besiedelungsdichte durch P. acnes sowie einen
Riickgang der Follikelfluoreszenz nach *°® Demnach miiRten die Porphyrinwerte unter einer
ausreichenden antibiotischen Therapie absinken. Das dies nicht der Fall ist, kann mehrere
Ursachen haben. Ein wichtiger Faktor ist die Resistenzentwicklung auf ora applizierte
Antibiotika, die bei Minozyklin seltener als bei anderen in der Aknetherapie verwendeten

Substanzen wie beispielsweise Erythromyzin vorkommt.
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Von 17 der mit Minozyklin und Lokaltherapie behandelten Patienten konnte bei 11 Patienten
eine klinische Besserung des Hautbefundes festgestellt werden. Bei den restlichen 6 Patienten
zeigte sich dagegen keine Anderung des Hautbefundes im Sinne einer geringeren
Entzindungsaktivitét. Die Tatsache, dal3 bei 11 Patienten trotz fehlendem Rickgang der
Porphyrinwerte eine klinische Besserung unter Minozyklin eingetreten ist, demnach also
entweder eine Anhebung der P. acnes - Dichte oder eine vermehrte Porphyrinproduktion von
P. acnes eingetreten ist, spricht daflr, dal3 der therapeutische Nutzen der Tetrazykline nicht
in deren antimikrobiellen Eigenschaften zu suchen ist, sondern vielmehr in ihrer
antii nflammatorischen Wirkung, beispielsweise durch die Hemmung von Lipasen, liegt.

Bei In-vitro-Untersuchungen zeigte sich, da3 de nativen, also direkt aus Komedonen
extrahierten Koproporphyrin-lll- Werte hdher liegen als unter Kulturbedingungen gemessen
werden konnte. Kontrér dazau lagen die in vivo gemessenen Protoporphyrinwerte meist im
nicht nachweisbaren Bereich. Nach kultureller Bebritung lief3 sich ein Anstieg der
Protoporphyrine ekennen. Dieses Phanomen der Umwandlung von Koproporphyrin Il unter
kulturellen, auch anagoben Bedingungen, in Protoporphyrin-1X ist in der Literatur bekannt *°.
Porphyrine sind nicht nur beziglich der Pathogenese der Akne ein interessantes Gebiet,
sondern bieten auch hinsichtlich neuerer Therapieméglichkeiten weitere Moglichkeiten. Die
therapeutische Umsetzung der zytotoxischen Effekte der Porphyrine unter Lichteinstrahlung
sind aus der Tumortherapie mittels photodynamischer Therapie bekannt. Der
lichtsensibilisierende Effekt der Porphyrine am Menschen wurde estmals 1913 duich Meyer-
Betz entded<t, der sich im Eigenexperiment intravends Hamatoporphyrin zufthrte und duch
nachfolgende Sonnenbestrahlung schwere Erytheme und Odeme an lichtexponierten
Korperstellen zuzog ’. Nach Lichtabsorption erfolgt (iber sauerstoffabhéngige Energie-
Transferprozesse die Bildung von Singulett-Sauerstoff. Dieses hochreaktive Zwischenprodukt
fihrt zu irreversibler Oxidierung von essentiellen Zellkomponenten und kann so zu
Gewebeschadigung und Zelltod fihren. Somit wirken Porphyrine als endogene
Photosensibilisatoren. Durch UV-Bestrahlung von Aknepatienten wurden keine oder nur
sehr schwach ausgepragte Verbesserungen '# beziehungsweise sogar eine Verschledhterung

des Hautbefundes, hauptsichlich als Zunahme der Komedogenese *%°

, nachgewiesen. Dem
gegenuber stehen Untersuchungen von Meffert et al. und Lasaus, die eine deutliche Besserung
der Akne unter UV-Therapie feststellten °* *** 1% Das Problem bei dieser Therapie liegt in
dem grof3en Spektrum an Nebenwirkungen wie vorzeitige Hautalterung und Karzinogenesis.
Die photoinduzierte Inaktivierung von P. acnes ohne Zusatz von exogenen

Photosensibilisatoren durch Bestrahlung mit Blaulicht konnte durch Kjeldstad und Johnson
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sowie durch Meffert demonstriert werden %% 2. Kénig und Mitarbeiter wiesen diesen Effekt
auch bei Bestrahlung mit Rotlicht nach 2°. Sigurdsson et al. konnten eine Verringerung der
Porphyrinproduktion von P. acnes unter sichtbarem Licht im violetten und grinen Bereich
nachweisen. Eine Kklinische Besserung wurde vor allem bei entziindlichen Akneeffloreszenzen
festgestellt, weniger bei der Anzahl und Neubildung von Komedonen "% Meffert et al.
konnten unter Verwendung eines Hochdruckstrahlers vom Blaulichttyp eine Verminderung
sowohl des Akne- als auch des Seborrhoe-Schweregrades zeigen. Die Koproporphyrin-1li-
Werte nach Lichttherapie waren vermindert. Zudem konnte ein direkter Zusammenhang
zwischen dem Koproporphyin-1lI- Gehalt von Komedonen und dem Schweregrad der Akne
nachgewiesen werden **°,

Diesen und unseren eigenen Ergebnissen zufolge ist eine Lichttherapie der Akne mit
sichtbarem Licht, auch in Kombination mit Lokaltherapeutika eine moglicherweise effektive

und nebeawirkungsarme Alternative zu ener medikamentdsen Aknetherape.
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5. Zusammenfassung

Acne vulgaris ist eine sehr haufige Hauterkrankung, die bevorzugt wahrend der Pubertét
auftritt. Die Pathogenese dieser Erkrankung ist multifaktoriell und nicht restlos aufgekért.
Ein pathogenetischer Faktor bei der Entstehung der Akne ist P. acnes, ein grampositives,
anaerobes beziehungsweise mikroarerophiles Bakterium, welches in den tiefen Abschnitten
des Talgdrtsenfollikels angesiedelt ist. Bisher sind verschiedene Stoffwechselprodukte dieses
Bakteriums nachgewiesen worden, von denen enige an Komedogenese und
Entzindungsrektionen beteili gt sind.

Die orangefarbene Fluoreszenz, die vor allem an Follikel6ff nungen im Gesicht zu beobachten
ist, konnte auf die Porphyrinproduktion wvon P. acnes zuriickgefuhrt werden. Unter
ausreichender Aknetherapie konnte e@ne Reduktion der Besiedelungsdichte von P. acnes
sowie ein Ruckgang der Fluoreszenz nadhgewiesen werden.

Antibiotika werden in der Aknetherapie vor allem bei stark entziindlichen Akneformen
eingesetzt. |hr Effekt ist meist nur von vortbergehender Dauer. Zudem erschweren die immer
haufiger auftretenden resistenten P. acnes-Stdmme die Therapie.

| sotretinoin ist, systemisch appliziert, das wirksamste Aknetherapeutikum. Es veréndert durch
seinen stark ausgepragten sebumsuppressven Effekt das Mikroklima von P. acnes und
reduziert so die Bakteriendichte.

Zielsetzung dieser Arbeit war die In-vivo-Bestimmung von Porphyrinen aus P. acnes und der
Nadcweis von Anderungen der Porphyrinmenge und Porphyrinfraktionen —unter
Antibiotikatherapie bezehungsweise |sotretinointherapie sowie die Diskussion wvon
maoglichen Konsequenzen fir weitere Therapieformen der Akne.

Hierbei wurde eine Porphyrinextraktion aus Komedonen und eine Auftrennung dieses
Gemisches mittels HPL C-Technik durchgeftihrt. Es konnte festgestellt werden, da? de groélde
Porphyrinfraktion immer Koproporphrin Ill war. Protoporphyrine und Koproporphyrin |
waren rur in kleinen Mengen, polare Porphyrine nicht nachweisbar. Beziglich der
unterschiedlichen Therapiegruppen konnte unter Isotretinointherapie im Vergleich zu
unbehandelten Patienten ein deutlicher, wenn auch aufgrund der Patientenzahlen nicht
signifikanter Rickgang der Porphyrinkonzentration festgestellt werden. Dieses Ergebnis,
welches auch klinisch mit dem Hautbefund der Patienten korreliert, wird auf den
sebumsuppressven Effekt von Isotretinoin zurtickgefuhrt. Hingegen konnte unter einer
Kombinationstherapie mit systemischem |sotretinoin  und einer Lokaltherapie mit

Benzoylperoxid beziehungsweise Benzoylperoxid und Retinoiden keine Reduktion der

54



Porphyrinkonzentration festgestellt werden. Auch dieses Ergebnis korreliert mit dem
Hautbefund der Patienten, da bei diesem Kollektiv mit zusétzlicher Lokaltherapie aich der
Hautbefund schlechter war. Unter systemischer Antibiotikatherapie konnte keine Reduktion,
sondern im Gegentell ein leichter Anstieg der Porphyrinkonzentration tei gleichbleibendem
klinischen Hautbefund festgestellt werden. Dies wird auf das allgemein bekannte Phanomen
der Resistenzentwicklung gegen antibiotische Substanzen zurtickgefuihrt, das gerade auch bei
den in der Aknetherapie eingesetzten Tetrazyklinen weit verbreitet ist. Zudem konnte in
erganzenden Untersuchungen mit P. acnes Kulturen eine vermehrte Verschiebung der
Koproporphyrine-llI- Werte zu Protoporphyrinen nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnte die In-vivo-Porphyrinproduktion von P. acnes quantitativ und
qualitativ nachgewiesen werden. Eine Reduktion der Porphyrinkonzentration konnte durch
therapeutischen Einsatz von systemischen I sotretinoin aufgezeigt werden.

Dies konnte a1 neuen Therapieformen der Acne vulgaris flhren, die direkt auf die
Porphyrinproduktion Porphyrinspeicherung von P. acnes einwirken, wie aim Beispiel die
Lichttherapie mit Blau- oder Rotlicht (400-420 nm).

55



6. Anhang

Substanzen und Reagenzien fur die HPLC-Gradienten 1 und 2

Porphyrine (Paesel, Frankfurt)

Tetrabutylammoniumhydoxid 40% in H20 (Fuka, Buchs, CH)
Orthophosphorsaure 85%ig p.a. (Merck, Darmstadit)

Methanol (Merck, Darmstadt)

Azeton (Merck, Darmstadt)

KH,PO, p.a. (Merck, Darmstadt)

KH2PO, p.a. (Merck, Darmstadt)

12 p.a (Merck, Darmstadt)

Kl p.a. (Merck, Darmstadit)

NaS;03 p.a. (Merck, Darmstadt)

L dsungsmittel fir die HPL C-Standardsund -Proben

50mM TBPA (8,27 gTetrabutylammoniumhydroxid 40% in H,O +
200ml Methalol + 600 pl Orthophosphorsaure 85 %ig + 50 ml H,O, pH 7,3)

FlieBmittelsystem fir Gradient 1

H,0 (10 mM Phosphat-Puffer): 1,36 g KH,PO4 in 1|1 H,O I6sen und 1,174g KH PO, in 100
ml H,O I6sen; durch Mischen auf pH 5,4 einstellen. Methanol (5 MM TBHA): 3,31g
Tetrabutylammoniumhydroxid (40% in H20) mit Methanol und 240ul Orthophosphorsaure
(85%iQ) auf 1 | auffdllen (pH 7,3)

Standard-Gradient 1

Uro-I, Kopro-1, Kopro-111, Meso- und Protoporphyrin werden mit 210 ml 50 MM TBPA

gelost; der externe Standard enthdllt je 1 pmol Porphyrin/ pl. Davon werden 10 pl fir die
HPLC-Analyse injiziert.

FlieBmittelsystem fir Gradient 2
H,0 (40 mM Phosphat-Puffer): 10,88 g KH,PO4in 2 | H,O 16sen und 0,69g KH,PO,in 100
ml 16sen; durch Mischen auf pH 5,4 einstellen

Methanol (12,5 mM TBPA): 16,55 gTetrabutylammoniumhydoxid (40 % in H20) mit
Methanol und 1,2 ml Orthophosphorsaure (85 %ig) auf 21 auffillen (pH 7,3)
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Standard-Gradient 2
Uro-, Hepta, Hexa-, Penta-, Kopro- (ale Isomer I) und Mesoporphyrin werden mit 20ml 50

mM TBPA gel6st; der so hergestellte externe Standard enthdt je 1 pmol Porphyrin / pl.
Davon werden 10 ul fur die HPLC-Analyse injiziert.
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