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1. Einfuhrung

Acne vulgaris ist eine sehr haufige Hauterkrankung, jedoch sind die
Entstehungsgrinde und Pathogenese bis heute nur unzureichend erforscht und
aufgeklart. Neben einer gesteigerten Talgproduktion und vermehrten
Entzindungsreaktionen ist auch ein hormonelles Ungleichgewicht von Bedeutung.
Ferner spielen Probleme in der Differenzierung der Talgdrusenfollikel eine Rolle,
welche durch eine Immunsystemdysfunktionen begunstigt sind. Neue Studien
betonen Einflusse wie das Mikrobiom und Ernahrung (Zouboulis et al., 2022).

1.1.  Epidemiologie
Bis zu 95 % der adoleszenten Bevolkerung in Deutschland leiden an einer Form der
Akne (Karciauskiene et al., 2014). In vielen Fallen ist ein Ruckgang der Erkrankung
nach Vollendung der Volljahrigkeit zu beobachten (Karoglan und Gollnick, 2021).
Bei manchen Individuen treten Akne-bedingte Lasionen im Erwachsenenalter auf.
Frauen sind besonders haufig auch mit klinisch ausgepragteren Akne-Formen
betroffen (Dicke und Dirschka, 2021).

1.2. Kilinik

Das klinische Bild der Akne kann von nicht entzindeten Komedonen (Mitessern)
uber einige wenige leicht entzindete Papeln bis zu schweren stark entzindeten
klinischen Akne-Formen sehr stark variieren. Neben offenen oder geschlossenen
Komedonen koénnen entzundliche Lasionen wie Papeln, Pusteln, Kndétchen und
Knoten vorhanden sein. Als geschlossenen Komedo bezeichnet man den
Verschluss von Talgdrusenfollikel, in der sich Korneozyten vermehren und Sebum
sezerniert wird. Hier ist eine leicht weildliche Papel zu erkennen (,whiteheads®).
Wenn ein solcher Talgdrisenfollikel eine Offnung hat, sieht man einen
schwarzlichen Hornpfropf, der durch die Oxidation des oberen Lipidanteils des
Talgs entsteht. Diese nennt man offene Komedone (,blackheads®) Schwere
klinische Akne-Formen weisen Abszesse und Zysten auf. Eine solche Akne kann
bei inadaquater, spater oder fehlender Behandlung nicht selten narbig verheilen.

Pradilektionsstellen fur die Akne-Verlaufsformen sind besonders die Hautregionen,
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die reich an Talgdrusenfollikeln sind - wie die Gesichtspartie, Schultern, oberer
Rucken und Brustbein (Leung et al., 2021; Hoger, 2022).

1.3. Klassifikation

Akne wird in verschiedene Formen unterteilt (Abbildung 1).

Akne
Akne neonatorum Akne adolescentium Akne tarda Aknesubtypen
Akne infantum
Akne comedonica Persistierend  Akne excoriee de jeune fille
Akne papulopustulosa Rekurrent Akne cosmetica
Akne papulopustulosa nodosa Akne medikamentosa
Akne conglobata Akne fulminans

Akne tropicalis

Akne androgenica
Akne keloidalis

Abbildung 1 Unterschiedliche Akne-Formen (modifiziert nach Karoglan und Gollnick, 2021).

Bei Acne comedonica (Abbildung 2A) sind die Haupteffloreszenzen Komedonen
und bei Acne papulo-pustulosa (Abbildung 2B) Papel und Pustel. Acne
conglobata (Abbildung 2C) ist die gravierendste Verlaufsform der Akne. Hierbei
bilden sich zusatzlich sehr schmerzhafte Abszesse und Fistelgange. Auch sind hier
nicht nur die seborrhoischen Zonen befallen, sondern auch Kapillitium, proximale
Extremitaten und Intimbereichen (Hoger, 2022).

Neben diesen weit verbreiteten klinischen Bildern sind auch seltenere Formen der
Akne bekannt. Die Acne fulminans betrifft Ublicherweise mannliche Jugendliche
und ist ein schwerer, akuter und auch systemischer Verlauf einer Acne conglobata.
Sie zeigt Ulzerationen, Fieber mit stark erhohten Entzindungsparametern,
Hepatosplenomegalie, Arthritiden und Verschlechterung des allgemeinen
Zustandes (Dall'oglio et al., 2020). Bei der Acne excorieé des jeunes filles kommt
es zum aggressiven Ausdrucken der Komedonen und Pusteln durch die
Betroffenen. Dies ruhrt meist aus einem psychischen Hintergrund heraus (Hoger,
2022.). Eine Acne tarda bezieht sich auf das spate Auftreten von Akne oder das
Anhalten bzw. das Wiederauftreten von Akne in der dritten und vierten
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Lebensdekade. Bei erwachsenen Frauen neigt spat einsetzende Akne dazu, eher
das Kinn, die Kieferlinie und den Hals zu betreffen, wobei entziindete Papeln und
Pusteln Uberwiegen und vergleichsweise wenige Komedonen vorhanden sind. Bei
Frauen wird die Acne tarda insbesondere mit den pramenstruellen Schiben in
Korrelation gesetzt (Leung et al., 2021). In manchen Berufsgruppen kommt es zu
Kontakt mit diversen Stoffen, die eine Berufsakne ausldosen. Zu den bekannten
Triggern dieser Akne-Sonderform gehdren Erddl, Ol, Pech, Teer und Chlor
(Altmeyer et al, 2024). Als Acne medicamentosa wird eine Akne-Form bezeichnet,
bei dem die Atiologie klar mit einem Arzneimittel vereinbar ist. Neben anderen sind
fur Lasionen Glukokortikoide, brom- und chlorhaltige Arzneien, epidermal-growth-
faktor (EGF) Rezeptor Inhibitoren und Barbiturate ursachlich (Karoglan und
Gollnick, 2021). Ein erhdhter Body-Mass-Index (BMI), Nikotinabusus und Stress
kénnen Risikofaktoren sein, die die Progression von Akne férdern (Kazandjieva et
al., 2017).

A.

Abbildung 2 Beispielhafte Darstellung einzelner Akne-Formen. A. Patient mit Acne comedonica B.
Patientin mit Acne papulo-pustulosa C. Patient mit Acne conglobata.



1.4. Pathogenese und Pathophysiologie

Lange Zeit galt eine Uberpopulation der Haut mit dem Bakterium Cutibacterium
acnes (fruher Propionibacterium acnes) als Hauptursache der Akne. Das anaerobe
und lipidreiche Milieu der Talgdrusenfollikel bietet diesen Bakterien den idealen
Nahrboden. Diese Keime sorgen fur die entzindliche Reaktion durch die
Ausschuttung von proinflammatorischen Lipiden und Zytokinen. Aktuell wird der
Dysbiose der bakteriellen Flora der Haut sowie des Darms vermehrt eine Rolle beim
Erscheinungsbild der Akne zugeschrieben. Bei Patienten mit Akne zeigt sich
beispielsweise eine geringere Biodiversitat der Hautflora. Dabei dominieren
Proteobakterien und Bakteroidetes, wahrend Acinetobakterien und Firmicutes
weniger vertreten sind (Dréno et al., 2020).

Es wird postuliert, dass nicht nur die Freisetzung des insulinahnlichen
Wachstumsfaktors-1 (IGF-1) und die Ausschuttung von Androgenen fur das initiale
Auftreten der Erkrankung verantwortlich sind, sondern auch eine verstarkte
Seborrho zu einer Hyperplasie der Talgdrusenfollikel fuhrt, was wiederum zu einer
Proliferations- und Differenzierungsstorung der follikularen Keratinozyten fuhrt.
Dieser Prozess fuhrt dann dazu, dass sich ein normaler Follikelkanal zu einem
Mikrokomedon entwickelt, welches dann weiter zu einem Komedon und schliel3lich
zu einer entzundlichen Lasion fuhrt (Karoglan und Gollnick, 2021; Zouboulis 2022).
Auch ein verandertes Lipid-Profil, wie beispielsweise reduzierte Cholesterolsulfat-
Level und erhdhte Konzentrationen von freien Fettsauren, tragt mafigeblich zu
inflammatorischen Prozessen bei (Karoglan und Gollnick, 2021).

Androgene wie Dehydroepiandrosteronsulfat sowie Testosteron, das Uber 5-o-
Reduktase Isoenzym 1 zu Dihydrotestosteron konvertiert wird, werden haufig mit
der Akne-Pathogenese in Verbindung gebracht (Akamatsu et al., 1993). Hormone
dieser Art konnen durch diverse Medikamente aus der Balance gebracht werden.
Nennenswert sind hierbei Metoprolol, Naproxen, Antikonzeptiva,

Schilddrusenmedikamente, Anabolika und auch Kosmetika (Zoubulis, 2020).

1.5.  Therapie

Therapeutische MalRnahmen werden an den Schweregrad des Akne-Verlaufes
angepasst (Tabelle 1). Zu den Basismalinahmen gehdren tagliches Waschen mit

pH-neutralen Seifen und Hautpflege mit nicht komedogenen Topika. Die
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medikamentdse Therapie erstreckt sich von topischen zu systemischen Retinoiden,

Benzylperoxid und/oder Antibiotika (Nast et al., 2016). Bei den leichteren Akne-

Formen ist eine topische Fixkombination meistens ausreichend, wobei die

mittelschweren bis schweren Verlaufsformen eher eine systemische Therapie

bedirfen.

Tabelle 1 Therapieempfehlung der Akne aus der S3 Leitlinie 2016 (modifiziert aus Nast et al. 2016).

Hoher
Empfehlungsgrad

Mittlerer
Empfehlungsgrad

Komedonenakne

Topisches
Retinoid

Milde bis
moderate
papulopustulose
Akne

Adapalen +
Benzylperoxid

oder

Benzylperoxid +
Clindamycin

Azelainsaure

oder

Benzylperoxid

oder

Topisches
Retinoid oder

Topisches
Clindamycin +
Tretinoin oder

Systemisches
Antibiotikum +

Adapalen

Schwere
papulopustulare/
moderate nodulare
Akne

Isotretinoin

Systemisches
Antibiotikum +

Azelainsaure

oder

Systemisches
Antibiotikum +
Adapalen +

Benzylperoxid



1.6.  Psychosozialer Einfluss der Akne

Auch wenn es sich bei Akne nicht um eine lebensbedrohliche Erkrankung handelt,
sorgt sie fur die Veranderung des Erscheinungsbildes eines Individuums. Dies hat
Einfluss auf den psychosozialen Status, tagliche Aktivitaten, Beziehungen und die
Lebensqualitat der Akne-Patienten. Patienten mit Akne leiden haufiger unter
Depressionen, die sich nicht ausschlielllich auf die Zeitspanne der akuten
Veranderungen der Hauterscheinungen beschranken. Dabei korreliert der Akne-
Score nicht mit dem Schweregrad der Depression.

Diese Erkenntnisse betonen die Notwendigkeit einer ganzheitlichen
Herangehensweise bei der Betreuung von Akne-Patienten, die nicht nur auf die
dermatologischen Aspekte abzielt, sondern auch die psychosozialen Auswirkungen
angemessen berucksichtigt. Es verdeutlicht, dass eine umfassende Unterstutzung
nicht nur die physische Gesundheit, sondern auch das emotionale Wohlbefinden
der Patienten fordern kann (Oztekin C. und Oztekin A., 2020).

1.7.  Darmmikrobiom und -metabolom sowie Ernahrung

Wie die Haut ist auch der Darm mit Bakterien, Viren, Protozoen und Pilzen besiedelt
und bildet ein spezielles Okosystem (Balato et al., 2018). Die Gesamtheit dieser
Mikroorganismen wird als Mikrobiom definiert. Mittels 16s Ribonukleinsaure (RNA)-
Sequenzierung kénnen 500-1000 Bakterienspezies in der Darmflora erkannt
werden (Ley et al., 2008). Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium,
Peptococcus, Peptostreptococcus, Lactobacillus und Ruminococcus sind die
haufigsten untersuchten Vertreter (Ley et al., 2008). Die Darmflora erfahrt im Verlauf
des Lebens mehrere Veranderungen. Dies beginnt schon bei der Geburt. Hier
haben unter anderem Umwelteinfliusse, Stillart, Geburtsart, Haut-, Darm- und
Vaginalflora sowie gesundheitlicher Zustand der Mutter einen Einfluss auf das
Mikrobiom (Balato et al., 2018; Chen et al., 2022). Doch auch in spateren
Lebensstadien wird das Mikrobiom des Darms durch Nahrung, Umwelteinflisse,
Medikamenteneinnahme, Aktivitatsstatus und Lifestyle moduliert (Balato et al.,
2018).

Die Ernahrung spielt eine bedeutende Rolle. Die katabolen Endprodukte aus der
Fermentation komplexer Kohlenhydrate und anderer unverdauter

Nahrungsbestandteile werden durch die Darmmikroorganismen in die kurzkettigen
6



Fettsauren (SCFAs) umgewandelt. Daher kann jede Veranderung der
Zusammensetzung oder Stoffwechselaktivitat der Darmmikrobiota auch den
Fettsaurespiegel verandern (Scher et al., 2015; Wen et al., 2017). Die SCFAs
(Acetat, Propionat und Butyrat), die durch die Fermentation von Ballaststoffen durch
Dickdarmmikroben entstehen, konnen positive Auswirkungen bei chronisch-
entzundlichen Erkrankungen und sogar bei Tumorzellen haben (Feitelson et al.,
2023).

Die Fermentation von Prabiotika durch die Darmmikrobiota kann Metaboliten wie
SCFAs produzieren, die das Immunsystem und die Entzindungsreaktion
modulieren und den Lipid- und Glukosestoffwechsel beeinflussen (Jian et al., 2022).
Bei in vitro-Studien zeigten Probiotika, die Streptokokkus salivarius und
Enterokokkus faecalis enthielten, einen inhibitorischen Effekt auf das Wachstum
von Cutibacterium acnes unter anderem durch die Produktion von antibakteriellen
Proteinen, wie die bacteriocin-like inhibitory substances (BLIS) (Azadeh Goodarzi,
2020).

Umso wichtiger ist es das funktionelle fakale Metabolom und Mikrobiom der Akne-

Patienten zu untersuchen und mit hautgesunden Probanden zu vergleichen.

Im  Detail erfullt das Darmmikrobiom viele metabolisierende und
immunmodulatorische Funktionen.

Komplexe Kohlenhydrate, die im gastrointestinalen Trakt nicht abgebaut wurden,
werden im Kolon durch Bakterien unter anderem in SCFA metabolisiert. Aus diesen
kann der Wirt zusatzlich Energie gewinnen. Zudem wird durch die Fermentation von
D-Laktat zu Butyrat die Akkumulation des Ausgangsproduktes negiert. Dies sorgt
fur einen effizienten Energiegewinn, der Uber die Nahrung vom Korper
aufgenommen werden kann. SCFA besitzen allerdings auch eine Funktion als
Signalmolekul. Durch sie kann mittels Aktivierung von spezifischen SCFA-
Rezeptoren, den FFAR 2 und FFAR 3 (free fatty acid receptor 2 und 3), ein positiver
Effekt auf die Glukosetoleranz, Gewichtsreduktion und die Komposition der Lipide
beobachtet werden (Byrne et al., 2015; Bischoff et al., 2019).

SCFAs, vor allem Butyrat, hemmen die Produktion proinflammatorischer
Mediatoren wie TNF-a (Tumornekrosefaktor-a), IL-6 (Interleukin-6) und NO
(Stickstoffoxid), die durch Lipopolysaccharide (LPS) und Zytokine stimuliert werden.
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Zusatzlich fordert Butyrat die Freisetzung des entzindungshemmenden Zytokins
IL-10. Allerdings wurde dieser letzteres nicht in allen Studien beobachtet. Cox et al.
(2009) berichteten, dass Monozyten, denen SCFAs zugefuhrt wurden, keine
Zunahme der IL-10-Produktion zeigten, sondern eher eine Reduktion von IL-10
bewirkten. Der hauptsachliche Mechanismus hinter diesen Effekten besteht in der
Abschwachung der Enzymaktivitat von Histon-Deacetylase (HDAC). Hierbei zeigt
Butyrat die starkste und Acetat die schwachste Auswirkung auf das Enzym. Dieses
Enzym kontrolliert zusammen mit den Histonacetyltransferasen (HAT) den Grad der
Proteinacetylierung. Durch die Hemmung der HDAC-AKktivitat erhdhen SCFAs die
Acetylierung von histonen und nicht-histonen Proteinen. Dazu gehoéren NFkB
(Nuklearer Faktor kappa B), MyoD, p53 und N-FAT (Nuklearer Faktor fur aktivierte
T-Zellen), die eine wichtige Rolle in regulatorischen zellularen Prozessen und somit
auch bei der Genexpression spielen (Vinolo et al., 2011). Neuerdings wird auch aus
diesem Grund postuliert, dass Acne wvulgaris einen Magen-Darm-
Pathomechanismus aufweist (Deng et al., 2018). Ein Zusammenhang zwischen
Acne vulgaris und Veranderungen der Darmmikrobiota werden zunehmend
berichtet (Yan et al., 2018).

In einer klinischen Studie von Deng et al. (2018) konnte gezeigt werden, dass sich
die Zusammensetzung der Magen-Darm-Mikroben bei Patienten mit Akne deutlich
von der bei gesunden Kontrollpersonen unterscheidet. In den Proben von Patienten
mit Akne wurde eine verminderte Diversitat der Darmmikrobiota festgestellt. In
dieser Untersuchung hatten Patienten mit Akne im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen eine geringere Haufigkeit von Firmicutes, aber mehr
Bacteroidetes, was mit dem Enterotyp der westlichen Ernahrung Ubereinstimmt. In
dieser Studie waren Clostridien, Clostridiales, Lachnospiraceae und
Ruminococcaceae, weniger reprasentiert, was auch bei anderen entzindlichen
Erkrankungen, wie z. B. Psoriasis beobachtet wurde (Antharam et al., 2013; Moco
et al., 2014; Scher et al., 2015).

Vielmehr haufen sich Hinweise darauf, dass die mit der ,westlichen Ernahrung”
verbundenen Darmmikrobiota eine wichtige Rolle bei der Entstehung von einigen
Hauterkrankungen einnimmt (Palm et al., 2015; Sonnenburg und Backhed, 2016).
Es wurde berichtet, dass eine fettreiche Ernahrung die Menge an Darmmikroben
reduziert und die Konzentration von Lipopolysacchariden (LPS) erhoht, die zur
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Entwicklung einer systemischen Entzundung beitragen, indem sie die Integritat des
Dickdarmepithels und die Barrierefunktion beeintrachtigen und die Dicke der
Schleimschicht  verringern sowie eine Erhohung der  Sekretion
entzindungsférdernder Zytokine hervorrufen (Cani et al., 2008; Martinez-Medina et
al., 2014; Morales et al., 2016).

Es wird schon lange eine Verbindung zwischen der Akne und der Aufnahme von
Milchprodukten sowie Nahrungsmitteln mit einem hohen glykamischen Index
postuliert (Juhl et al., 2018). Eine Erhdhung des Blutzuckerspiegels durch die
Ernahrung, wie sie in einer westlichen Diat auftritt, fUhrt vermehrt zur Freisetzung
von Insulin und IGF-1 (Abbildung 3). Dies macht die Ernahrung zu einem wichtigen

exogenen Faktor in der Pathogenese von Akne (Iman Salem et al., 2018).

Unfermentierte Milch Fermentierte Milch

Insulin 1 1GF-1 1 Insulm i IGF-1 {
PéK PTEN — } PI3K —
Galaktose 1 AKT 1 ilch- Galaktose i AKT i Exosomen ' und
\ Exosomen S miR-Abbau
BCAAt —— BC(AA} ——{ mIORCT ¢

4

| Anabolismus t Proliferation t Autophagie ¢ | | Anabolismus {  Proliferation I Autophagie 1 |

© B.C. Melnik

Abbildung 3 Unfermentierte Milch regt die Produktion von Insulin und IGF-1 an, was wiederum den
Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)/AKT-Signalweg foérdert und mTORC1 aktiviert. Durch exosomale
microRNA wird Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) inhibiert, was die Aktivitat von PI3K
steigert. Auch Galaktose und verzweigtkettige Aminosduren (BCAA) aktivieren mTORCH1.
Milchsaurebakterien hingegen schwéachen in fermentierter Milch die Insulin/IGF-1 Signallbertragung
ab, verstoffwechseln Galaktose und bauen Milchexosomen und ihre microRNA ab, was die
mTORC1-Aktivitat weiter reduziert (aus Melnik et al., 2021).

Die westliche Ernahrung und die Bedingungen der Haut wahrend der Pubertat
fuhren zu einer Wirkungsverstarkung von Insulin und IGF-1. Solche erhohten
die

normalerweise

inhibieren eines nuklearen
FOXO1, die

Androgenrezeptors, die Transkription von Schlusselgenen der Zellproliferation und

Wachstumsfaktoren Expression

Transkriptionsfaktors, der Aktivierung des

entzundlichen Zytokinen sowie die Lipidsynthese unterdrickt. Die Hemmung von

FOXO1 fuhrt zu einer Stimulation des Androgenrezeptors in der Haarfollikel- und
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Talgdriseneinheit. Dies sorgt daflr, dass durch das Sterol-regulatorische Element-
Bindungsprotein die Genexpression reguliert und die Funktion der Talgdrisen
sowie die Proliferation der Keratinozyten erhoht wird (Melnik, 2010) (Abbildung 4).

Follicular

: , Pacnes @

infiammation proliferation m

The breakdown products of
dairy, red meat, and
carbohydrates

Insulin, IGF-1

/N

FOXO1 mTOR

|

Androgen receptor

sebogenesis, lipogenesis,
keratinization

Abbildung 4 Die Abbauprodukte von Milch, rotem Fleisch und Kohlenhydraten férdern die
Produktion von Insulin und IGF-1, was die FOXO1-Signaltransduktion abschwacht und gleichzeitig
die Aktivierung von mTOR erhoht. Beide Wege flihren zu einer vermehrten Abschuppung der
Keratinozyten und zur Talgproduktion, was die Pathogenese von Acne vulgaris vorantreibt.
Zusatzlich fuhrt die Proliferation von Propionibacterium acnes bei Akne zur Induktion von TLR-2 (und
TLR-4) und folglich zur Verstarkung der follikularen Entziindung (aus Maarouf et al., 2019).

2. Fragestellung

Ziel dieses Forschungsvorhaben war das funktionelle fakale Metabolom der Akne-
Patienten zu untersuchen und mit hautgesunden Probanden zu vergleichen.
Hierdurch konnten neue Erkenntnisse zu pathophysiologischen Mechanismen der
Akne-Erkrankung gewonnen werden.
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3. Material und Methoden

Es handelt sich um eine prospektive, monozentrische, klinische Studie, bei der das
Metabolom im Stuhl von Akne-Patienten und gesunden Probanden verglichen wird.
Die Studienplanung und -koordination erfolgt im Institut fur Erndhrungsmedizin
(IEM). Der Einschluss erfolgt im Exzellenzzentrum Entzindungsmedizin (CCIM)
des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Lubeck. Die Teilnahme an
der Studie war freiwilig und wurde fachlich von einer Studienleitung im
Exzellenzzentrum fur Entzindungsmedizin beaufsichtigt.

Die Durchfuhrung der Studie wurde durch die Ethikkommission der Universitat zu
Labeck genehmigt (Referenznummer: Az. 19-221). Alle Experimente mit
menschlichen Probanden und von Ihnen gewonnen Proben wurden gemaf den

ethischen und berufsrechtlichen Richtlinien durchgefuhrt.

3.1.  Studienpopulation

Ziel war es, 160 gesunde Kontrollpersonen und 160 Akne-Patienten in die Studie
einzuschliefen und zu randomisieren. Ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen
Akne- und Kontrollgruppe wurde in Bezug auf Alter, Geschlecht, Gewicht und
jahreszeitliche Teilnahme angestrebt, da diese Faktoren einen Einfluss auf die
Akne-Pathogenese haben konnen. Der Grofteil der Studienteilnehmenden wurde

im Winter akquiriert, um die Auswirkungen der Jahreszeit auszugleichen.

3.2. Einschlusskriterien

In diese Studie wurden Probanden aller Geschlechter im Alter von 18 bis 40 Jahren
eingeschlossen. DarUber hinaus wurden ausreichende deutsche Sprachkenntnisse
zum Verstandnis der Studienunterlagen vorausgesetzt. Speziell bei der Akne
Gruppe wurden folgende Kriterien vorausgesetzt: Vorliegen einer Kklinisch
diagnostizierte Acne wvulgaris vom milden bis moderaten Schweregrad
(entsprechend Grad 2-8 nach dem Leeds Scale of Acne Grading), keine Einnahme
von verschreibungspflichtigen, systemische medikamentose Therapien, wobei
Kosmetika und nicht verschreibungspflichtige Topika gestattet waren. Als gesunde

Kontrolle wurden Personen mit gesunder Haut aller Hauttypen eingeschlossen.
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3.3. Ausschlusskriterien

Probanden konnten an der Studie nicht teilnehmen, wenn eines der folgenden
Kriterien zutraf: Einnahme von verschreibungspflichtigen medikamentdsen Akne-
Therapien, bei oraler Einnahme von Antibiotika, pra- oder probiotischen Praparaten/
Supplementen sowie Abfuhrmitteln in den letzten 12 Wochen vor Studienbeginn,
bei Schwangerschaft und Stillzeit, bei Untergewicht (BMI < 18,5 kg/m?) oder
Adipositas (BMI 2 30 kg/m?), bei entziindlicher Hauterkrankung, mit Ausnahme von
Akne, bei Vorliegen von Darmerkrankungen (z.B. Zdliakie, chronisch-entzundliche
Darmerkrankung), bei Diagnose einer malignen Erkrankung, bei Typ-1 und Typ-2
Diabetes mellitus, bei nachgewiesener Nahrungsmittelallergie
und -unvertraglichkeit, bei immunsuppressiver Therapie, bei Essstérungen (Binge-
Eating, Anorexia nervosa, Bulimie), bei Alkohol- oder Drogenabhangigkeit, bei
Schichtarbeit (regelmafiges Arbeiten zu unterschiedlichen Tages- und Nachtzeiten)
oder bei beruflich bedingtem regelmaBiges Uberschreiten der Zeitzonen (z.B.
Pilot/in, Flugbegleitung).

3.4.  Leeds revised acne grading system

Der Schweregrad der Akne bei Patienten wurde durch einen Dermatologen im
CCIM durch das Leeds revised acne grading System bestimmt. Hierbei wurden das
Gesicht von Akne-Patienten als Farbbild aufgenommen und auf verschiedene
Schweregrade rangiert (Abbildung 5). Die Kriterien setzten sich aus GroRRe des
Erythems und der entzundlichen Lasionen zusammen. Somit wurde eine
Zusammenschau von zwolf Bildern und Gradings des Gesichts erstellt (O brien SC
et al 1998).
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Abbildung 5 Gradeinteilung der Akne am Gesicht nach Leeds: (A) Grad 1, (B) Grad 2, (C) Grad3,
(D) Grad 4, (E) Grad 5, (F) Grad 6, G,) Grad 7, (H) Grad 8, (I) Grad 9, (J) Grad 10, (K) Grad 11, (L)
Grad 12, (M) nodulozystische Akne (aus S. O’Brien et al 1998).
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Abbildung 5 Fortsetzung.
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3.5.  Studienablauf
Die Abwicklung erfolgte durch die Perfood GmbH, die mit ,MillionFriends® ein

Programm zur Personalisierung von Ernahrungsempfehlungen entwickelt hat. Das
Verfahren beinhaltet eine 14-tagige kontinuierliche Glukosemessung mit dem
Abbott Freestyle Libre Sensor. Nachdem der Sensor am Oberarm appliziert wurde,
analysiert er den Gewebezucker und ubertragt die Daten per NFC-Technologie auf
ein Lesegerat. Anschliefend wurde das Lesegerat zur Perfood GmbH gesendet und
die Gewebezuckerdaten extrahiert.

Wiahrend der zweiwdchigen kontinuierlichen Glukose-Uberwachungsphase fiihren
die Probanden ein Ernahrungstagebuch, das in der MillionFriends App erfasst wird.
Sie tragen taglich alle Mahlzeiten, inklusive aller Snacks ein. Weiterhin werden
zuckerhaltigen oder alkoholischen Getranken (alles aulder Wasser und ungesufdten
Tees), die Schlafdauer und sportliche Aktivitaten dokumentiert. Basierend auf den
Daten der zweiwoOchigen Phase der kontinuierlichen Glukosemessung und der
Ernahrungsdaten werden personalisierte, niedrig-glykamische
Ernahrungsempfehlungen  abgeleitet. Nun erfolgte eine  achtwoOchige
Ernahrungsintervention. Eine Halfte  der Probanden  folgte  den
Ernahrungsempfehlungen der Deutschen Gesellschaft fur Ernahrung (DGE),
wahrend die andere Halfte den personalisierte Ernahrungsempfehlungen folgte.
Sowohl vor als auch nach der Ernahrungsintervention wurde die Haut
dermatologisch nach Akne-Kriterien bewertet

Im Rahmen der vorgestellten Doktorarbeit wurden Daten ausgewertet, die vor der
Ernahrungsintervention erhoben wurden (,Baseline-Charakteristika®“, Abbildung 6).
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Erndhrungsempfehlung

gemal DGE
Kontinuierliche Glukose 2 4 £ &
Messung 50 Wochen
160 Akne-Patienten ; 80 Probakden mit Akne, 115 gesunde Kontrollen
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Kontrollen 2 /
(Probanden mit Wochen
normaler und fettiger \
Haut) \
. \ 80 Probanden mit Akne, 115 gesunde Kontrollen
T0: Studienaufnahme* | 509 ' 9
\ personalisierte
\ Erndhrungsempfehlung
v 2 4 6 8
/ Wochen
T1: Vor-Intervention** T2: Nach-Intervention**
*Datenerhebung: **Datenerhebung:
+ Akne-Score + Akne-Score (Dermatologe) + Stuhl
+  Hauttyp (normal, fettig, trocken, + Sebum-Score (Sebumeter) *+ Hautabspiilung
Mischhaut) « Sebumproduktion (Sebumtapes) * Fragebogen

* Blut

Abbildung 6 Studienablauf, im roten Kreis den Bestandteil dieser Arbeit illustriert.

3.6.  Programm zur personalisierten Ernahrung

Zu Beginn dieser Studienphase flllten die Teilnehmer Uber die App eine Anamnese
aus. Wahrend der Testphase wurde ein Ernahrungstagebuch mit Hilfe der
MillionFriends App geflihrt. Die App wird von der Firma Perfood GmbH kostenfrei
im Google PlayStore und Apple AppStore zum Download zur Verfiugung gestellt.
Die Anmeldung in der App erfolgte Uber einen frei wahlbaren (auch fiktiven)
Benutzernamen und eine E-Mail-Adresse. Die Perfood GmbH sichert die gangigen
Datenschutzrichtlinien. Die Angabe von personenbezogenen Daten in der App ist
freiwillig. Die Kooperationspartner haben keinerlei Einsicht in die Ergebnisse der
klinischen Daten, die im Kontext der Studie erhoben werden.

Alle Probanden wurden pseudonymisiert und erhielten eine Identifikationsnummer.

3.7. Randomisierung

Die Randomisierung erfolgte in permutierten Blocken mit variablen Blocklangen und
wurde nach den Faktoren Geschlecht und Gewicht stratifiziert. Hierfur wurde das
Randomisierungsprogramm RITA (Pahlke et al.,, 2004) verwendet. Die
Randomisierungsliste wurde zentral im Institut fur Medizinische Biometrie und
Statistik (IMBS) an der Universitat zu Lubeck erstellt. Die Geheimhaltung der

Randomisierung erfolgte durch nummerierte, verschlossene und undurchsichtige
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Briefumschlage. Das Verfahren der Randomisierung basiert auf internen
Standardarbeitsanweisungen des IMBS. Die Teilnehmer wurden bei der
Eingangsvisite randomisiert.

3.8.  Stuhlproben

Von einem Stuhlgang wurden Stuhlprobenrohrchen mit kleinen Probenmenge
beflllt. Am Deckel der Stuhlréhrchen sind dafur kleine Loffel befestigt. In den
Stuhlréhrchen fur die Mikrobiombestimmung (16S rRNA Sequenzierung und
Metagenomics) ist ein dafur geeigneter Puffer enthalten (https://www.stratec.com).
FUr die Metabolomics-Analysen wurden die Stuhlproben nativ eingefroren und zu
einem spateren Zeitpunkt analysiert.

Die Analyse des Darm-Mikrobioms wurde uber die Perfood GmbH und das
zertifizierte Partnerlabor Microsynth AG in Balgach, Schweiz abgewickelt. Die
Kommunikation zwischen den Studienteilnehmern und dem Partnerlabor erfolgte
einzig anhand des Pseudonymisierungscodes. Die Daten der Mikrobiom-Analyse
sind nicht Teil dieser Arbeit.

3.9. NMR-Metabolomics

Die nativen Stuhlproben wurden mittels Kernspinresonanz (NMR) -Spektroskopie
durch das Institut fir Ernahrungsmedizin des UKSH (Universitatsklinikum

Schleswig-Holstein), Campus Lubeck, auf Metaboliten untersucht.

3.9.1. Wassrige Extraktion

Zur Bestimmung von Stuhl-Metaboliten wurde die wassrige Extraktion als Methode
gewahlt. 200 mg Faeces wurden mit 1,5 mL Phosphat-Puffer (75 mM, pH 7,4,
0.03 % Natriumazid) fur 1 min homogenisiert und anschlieend fur 5 min bei
10.000 rcf  (relative  centrifugal  forcelrelative  Zentrifugalbeschleunigung)
zentrifugiert.
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Abbildung 7 Waage zum Abwagen der Stuhlproben (links), Zentrifuge (Mitte), Chormafil-Filter
(rechts).

Der Uberstand (ca. 1,0 und 1,2 ml) wurde mittels einer Pipette abgenommen. und
erneut fir 15 min zentrifugiert (16.000 rcf). Dieser zweifach zentrifugierte Uberstand
wurde filtriert (Chromafil XtraRC 20/13) und das Extrakt bei -70 °C eingefroren
(Abbildung 7).

3.9.2. NMR-Spektroskopie

Die extrahierten Proben wurden mit 10 % Deuteriumoxid (D20) und 3-
(Trimethylsilyl)propion-2,2,3,3-saure Natriumsalz D4 (TSP-d4) (finale Konzentration
0,5 mM) versetzt, in ein 5 mm NMR-Tube Uberflhrt und mittels 600 MHz Avance ||
HD NMR-Spektrometer mit TXI-Probenkopf von Bruker analysiert (Abbildung 8). Ein
eindimensionales 1H NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) mit 128
Scans wurde bei 300 K aufgenommen (Standardpulseprogramm: noesygpprid;
Bruker BioSpin). (Ganobis CM et al., 2020, Karu N et al. 2018; Deda O et al. 2017)
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Abbildung 8 NMR-Spektrometer (links) und der dazugehdrige gekuihlte Probentrager (rechts).

3.10. Datenauswertung

Die Prozessierung der Spektren erfolgt mit Programm TopSpin 3.5pl7 von Bruker
(www.bruker.com) und Metabolab/nmrlab (Ludwig und Gunther, 2011; Gunther et
al., 2000).

Zur ldentifizierung und Quantifizierung der Metaboliten wurde Chenomx verwendet.
Die multivariate Statistik (PCA/PLS-DA) wird mittels plstoolbox/Matlab durchgefuhrt
und die univariate Statistik wurde mit GraphPad Prism analysiert.

4. Ergebnisse

4.1. Demographische Daten

Insgesamt nahmen 102 gesunde Probanden, davon 78 weiblich (76 %), 24
mannlich (24 %), und 66 Akne-Probanden, hiervon 64 weiblich (97 %) und 2
mannlich (3 %), an der Studie teil (Abbildung 9).
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168 Probanden

102 Hautgesunde 66 Akne-Patienten
(61%) (39%)

Abbildung 9 Gesamtheit an akquirierten Studienteilnehmern, mannlichen sowie weiblichen
Geschlechts.

Aufgrund von Rekrutierungsproblemen wurde in der Akne-Kohorte kein
ausgeglichenes Geschlechterverhaltnis erreicht. Die Akne-Kohorte bestand zu
97 % aus weiblichen Teilnehmern (Abbildung 10). Bei der weiteren Auswertung
wurden daher mannliche Studienteilnehmer bei den Hautgesunden und Akne-
Patienten nicht bertcksichtigt (Abbildung 11).

Anteil hautgesunde Anteil Akne- Probanden

Probanden Ménner
3%

Manner
24%

Frauen
76%

Frauen
97%

Abbildung 10 Verteilung der Geschlechter bei den hautgesunden Probanden (links) und der Akne-
Gruppe (rechts).
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142 Probanden

78 Hautgesunde 64 Akne-Patienten
(55 %) (45 %)

Abbildung 11 Endgiltige Verteilung der Studienteilnehmenden.

Tabelle 2 zeigt, dass es keine signifikanten Unterschiede in den Baseline
Charakteristika zwischen den Probandengruppen gab. Das durchschnittliche Alter
betrug 23,88 Jahre (SA = 4,74) bei Akne-Patientinnen und 25,11 Jahre (SA = 5,06)
Jahre bei Hautgesunden. Das durchschnittliche Gewicht bei Akne-Patientinnen lag
mit 64,07 kg (SA = 9,24) etwas unter dem der Hautgesunden mit 66,39 kg (SA =
9,09). Der sich somit ergebende durchschnittiche BMI der Akne-Patientinnen
unterscheidet sich mit 23,10 kg/m? (SA
hautgesunden Kontrollen mit 22,57 kg/m? (SA = 9,09). Gemal WHO (world health
organisation) sind beide Gruppen demnach normalgewichtig. Somit gab es

3,19) nicht von den weiblichen

zwischen beiden Gruppen keine Diskrepanzen hinsichtlich klassischer Metadaten.
Die durch Patientinnen mittels Ernahrungstagebuch erfassten alimentar
spezifischen Parameter weisen einen statistisch signifikanten Unterschied (p =
0,036) im Proteinkonsum pro Mahlzeit auf. Hier nahmen die Akne-Patientinnen im
Durchschnitt 14.465,96 mg (SA = 3613,88) und die Hautgesunde-Gruppe 16.085,04
mg (SA = 5.446,94) Proteine pro Mahlzeit auf. Die durchschnittliche
Kalorienaufnahme der Akne-Patientinnen unterschied sich mit 404,56 kcal (SA =
74,27) pro Mabhlzeit nicht signifikant (p = 0,188) von der Aufnahme der
Hautgesunden mit 426,04 kcal (SA = 117,61) pro Mahlzeit. Auch die Kohlenhydrate
wurden bei der Akne-Gruppe mit 48.031,97 mg (SA = 8.290,72) pro Mahlzeit im
Mittel nur insignifikant (p = 0,357) geringer konsumiert als bei Hautgesunden mit
49.720,37 mg (SA = 13.300,50) pro Mahlzeit. Ebenso war der Fettgehalt der
durchschnittlichen Mahlzeit der Akne-Gruppen mit 15.479,52 mg (SA = 4.149,30)
und 16.248,89 mg (SA = 5752,99) bei den Hautgesunden vergleichbar (p= 0,357).

In Bezug auf die Nuchternglukose zeigten sich auf die zwei Wochen der Messung
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die Akne-Gruppe mit marginal geringerer Konzentration von 80,08 mg/dL (SA =
7,73) im Vergleich zu den Hautgesunden mit 81,20 mg/dL (SA = 7,10).

Zudem wurden bei den Akne-Patientinnen au3erdem Akne-spezifische Parameter
erhoben. Hierzu zahlen der Akne-Score, die Anzahl an inflammatorischen Lasionen
und die Anzahl an nicht-inflammatorischen Lasionen, die durch Dermatologen des
UKSH evaluiert wurden. Die Akne-Score Bewertung der Patientinnen (Akne-Score
0 mit n = 4; Akne-Score 1 mit n = 6, Akne-Score 2 mit n = 25; Akne-Score 3 mit n =
16; Akne-Score 4 mit n = 8; Akne-Score 5 mit n = 3; Akne-Score 6 mit n = 2) zeigt
Ahnlichkeiten einer GauR’schen Normalverteilung ein Maximum bei einem Akne-
Score von 2 (Abbildung 12). Der Mittelwert des Akne-Scores liegt bei 1,63. Die
durchschnittliche Anzahl an inflammatorischen Lasionen betragt 16,57 (SA =11,72)
und 8,88 (SA= 7,85) bei nicht-inflammatorischen Lasionen.

Akne-Score
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Abbildung 12 Verteilung der Teilnehmenden nach Akne-Score.
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Tabelle 2 Metadaten fur Akne-Probanden und hautgesunde Kontrollen. In Klammern ist die Anzahl
der mittels NMR-Metabolomics analysierten Proben aufgefuhrt. SA = Standardabweichung; n =

Anzahl; @ =Durchschnitt.

Lasionen

Akne Kontrolle Akne vs.
Gesunde
Kontrolle
n % n %
Geschlecht | Gesamt 66 (62) 102 (70)
Weiblich 64 (60) 97 78 (67) 76
Mannlich | 2 (2) 3 24 (3) 24
Metadaten zur Frauenpopulation
2 SA @ SA p - Wert
Alter (Jahre) 23,9 4,7 25,1 5,1 0,1346
Grole (m) 1,70 0,07 1,68 0,07 0,2835
Gewicht (kg) 66,4 9,2 64,1 9,1 0,1356
BMI (kg/m?) 23,1 3,2 22,6 2,7 0,3000
Nuchternglukose 80,08 7,73 81,197 71 0,3775
(mg/dL)
Durchschnittliche Kalo- | 404,56 74,27 426,04 117,6 0,1881
rien pro Mahlzeit (kcal)
Durchschnittliche Pro- | 14.465,96 | 3.613,88 | 16.085,04 | 5.446,94 | 0,0360
teine pro Mahlzeit (mg)
Durchschnittliche 48.031,97 | 8290,72 | 49.720,37 | 13.300,50 | 0,3574
Kohlenhydrate pro
Mahlzeit (mg)
Durchschnittlicher Fett- | 15.479,52 | 4149,30 | 16.248,89 | 5.752,99 | 0,3571
anteil pro Mahlzeit (mg)
Akne-Score 2,55 1,32 - - -
Inflammatorische 16,57 11,72 - -
Lasionen
Nicht-inflammatorische | 8,88 7,85 - -
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4.2.  Multivariate Datenanalyse

Zur Verschaffung eines ersten Eindruckes Uber generelle Differenzen der beiden
Gruppen erfolgt eine multivariate Datenanalyse der untargeted NMR-Daten. Die
ungerichtete Principal Component Analysis (PCA) ist in Abbildung 13 dargestellt.
Es ist keine Separierung des Metaboloms der Akne-Gruppe (rot) von den gesunden
Kontrollen (grin) erkennbar. AnschlieRend wurde eine gerichtete Partial least
squares discriminant analysis (PLS-DA) durchgefuhrt, die eine partielle Separierung
der beiden Gruppen aufweist (Abbildung 14).
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Abbildung 13 Ungerichtete PCA der untargeted NMR-Daten weist keine Separierung der beiden
Gruppen Akne (rot) und HC (healthy control) (griin) auf.
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Abbildung 14 Gerichtete PLS-DA der untargeted NMR-Daten zeigt mit einem maRig guten Modell
eine partielle Separierung zwischen Akne-Patientinnen (rot) und Hautgesunden (grun).
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Die receiver operating characteristic (ROC-) Kurve mit einer area under curve (AUC)
nach der cross-validation mit 73 % zeigt fur das PLS-DA Modell eine akzeptable
Gute (Abbildung 15).
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Abbildung 15 Untargeted Daten der NMR-Spektren (Varianzen skaliert und mittenzentriert) ergeben
keine Separierung in der Principal Component Analysis (PCA in Abbildung 13) zwischen Akne-
Probanden (rot) und gesunden Kontrollen (griin). Eine partielle Separierung wurde mit einer Partial
least squares discriminant analysis (PLS-DA in Abbildung 14) mit maRig gutem Modell erzielt
receiver operating characteristic (ROC) = 73%). Hier werden Class 1 Akneprobanden in A und B,
und die Kontrollgruppe in C und D unterteilt. In den ROC-Diagrammen (A und C) stellt die grline
Linie die vom Modell vorhergesagte ROC-Kurve dar, wahrend die dunkelblaue Linie die mittels
Leave-one-out-Cross-Validation (LOOCV) ermittelte ROC-Kurve zeigt. Die Sensitivitats- und
Spezifitdtskurven (B und D) zeigen den Einfluss des Klassifikationsschwellenwerts (Threshold) auf
die Modellleistung. Die Sensitivitat (rot) nimmt mit steigenden Schwellenwerten ab, wahrend die
Spezifitat (blau) zunimmt. Bei diesen Graphen finden sich zum einen die durchgezogenen Linien,
die Spezifitdt und Sensitivitat bei optimalen Bedingungen zeigen und gestrichelte Linien, die eine
realistische Validierung angeben. Der gestrichelte rote Balken in der Mitte markiert denjenigen
Threshold, bei dem ein optimaler Kompromiss zwischen falsch-positiven und falsch-negativen
Klassifikationen erreicht wird. Fir das PLS-DA-Modell liegt dieser Wert bei 0,7292 an dem die
héchste kombinierte Sensitivitat und Spezifitat erzielt wurde.
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4.3.  Univariate Datenanalyse

Basierend auf den 1D 1H NOESY-Spektren wurden folgende Metaboliten
quantifiziert: Acetat, Alanin, Butyrat, Ethanol, Methansaure, Glutamat, Glycin,
Isobutyrat, Isoleucin, Isovalerat, Leucin, Methionin, Niacin, Phenylalanin, Propionat,
Succinat, Threonin, Tyrosin, Valin und Prolin untersucht (Abbildungen 16-18). Prolin
wurde lediglich in einer Probe quantifizierbar nachgewiesen und dementsprechend
bei der weiteren Auswertung nicht weiter betrachtet.

Sehr hoch signifikant (p < 0.001) erhohte Metabolitenkonzentration der Akne-
Gruppe gegenuber der hautgesunden Gruppe sind Acetat (Akne-Gruppe = 5,75
mM, Kontrolle= 4,34 mM; p = 0,0008) und Isovalerat (Akne-Gruppe = 0,15 mM,
Kontrolle = 0,1 mM; p = 0,0001). Hoch signifikante (p < 0.01) Konzentrationen
wurden hierbei bei Glutamat (Akne-Gruppe = 0,57 mM, Kontrolle = 0,47 mM; p =
0,0028), Isobutyrat (Akne-Gruppe = 0,15 mM, Kontrolle = 0,09 mM; p = 0,0031) und
Propionat (Akne-Gruppe = 1,55 mM, Kontrolle = 1,15 mM; p= 0,0016) gemessen.

Acetat Glutamat Isobutyrat
15 skkk 1.5
\ %Kk
10 - . I
1.0
E (J
=
E £
5 -
0.5+
o 1 1 0 0
& & . T T
& &L &
Q & ¥
Q@ Q‘O i}(\ 'bo
Q% o & O
. & 2 ©
@ > > Q
\a (<) ) RN
o 2
\a o°

27



Isovalerat Propionat

0.4- Ak %7 **k
| 4 - |
0.3
3 -
= _ £
£ 0.2 24
0.1 1
H
0 1 1
0.0
«1 <: ¢°° %l
& i & &
& o & o
O ‘2 () ()
e & ,5&\ Q*
> Q¢ R @
03 Obw ‘&90 ‘-'oo
¢ v

Abbildung 16 Sehr hoch signifikante Konzentrationsunterschiede von Acetat (p = 0,0008) und
Isovalerat (p = 0,0001). hoch signifikante Konzentrationsunterschiede Glutamat (p = 0,0028),
Isobutyrat (p = 0,0031), und Propionat (p = 0,0016) in Stuhlproben von Akne-Patientinnen und
gesunden Kontrollen. ***= sehr hoch signifikanter t-Test (p < 0.001); **= hoch signifikanter t-Test (p
<0.01)

Eine signifikante (p < 0,05) Erhdhung der Metaboliten lassen sich in Alanin (Akne-
Gruppe = 0,32 mM, Kontrolle = 0,25 mM; p= 0,0102, Butyrat (Akne-Gruppe =
1,63 mM, Kontrolle = 1,22 mM; p= 0,0205), Glycerol (Akne-Gruppe = 0,47 mM,
Kontrolle = 0,32 mM; p= 0,0273), Isoleucin (Akne-Gruppe = 0,09 mM, Kontrolle =
0,06 mM; p=0,0256), Methionin (Akne-Gruppe = 0,03 mM, Kontrolle = 0,02 mM; p
= 0,0384), Niacin (Akne-Gruppe = 0,020 mM, Kontrolle = 0,016 mM; p = 0,0225)
messen. Bei den Metaboliten Phenylalanin (Akne-Gruppe = 0,08 mM, Kontrolle =
0,05 mM; p = 0,0207), Tyrosin (Akne-Gruppe = 0,08 mM, Kontrolle= 0,6 mM; p =
0,0127) und Valin (Akne-Gruppe = 0,18 mM, Kontrolle = 0,14 mM; p= 0,0237)

konnte ebenfalls eine Zunahme verzeichnet werden.
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Abbildung 17 Signifikante Konzentrationsunterschiede von Alanin (p=0,0102), Butyrat (p = 0, 0205)
und Glycerol (p = 0,0273), Isoleucin (p = 0,0256), Methionin (p = 0,0384), Niacin (p = 0,0225),
Phenylalanin (p = 0,0207), Tyrosin (p = 0,0127) und Valin (p = 0,0237) in Stuhlproben von Akne-
Patientinnen und gesunden Kontrollen. *= signifikanter T-Test (p < 0,05)
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Abbildung 17 Fortsetzung.

Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Proben der Akne-
Patientinnen und der Hautgesunden ergab sich bei Ethanol (Akne-Gruppe = 0,11
mM, Kontrolle = 0,016 mM; p = 0,5495), Methansaure (Akne-Gruppe = 0,013 mM,
Kontrolle = 0,14 mM; p = 0,5968), Glycin (Akne-Gruppe = 0,018 mM, Kontrolle
0,014 mM; p = 0,0664), Leucin (Akne-Gruppe = 0,15 mM, Kontrolle = 0,12 mM; p
0,1221), Succinat (Akne-Gruppe = 0,18 mM, Kontrolle = 0,22 mM; p = 0,7878),
Threonin (Akne-Gruppe = 0,12 mM, Kontrolle = 0,08 mM; p=0,0510).
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Abbildung 18 Keine signifikanten Konzentrationsunterschiede bei
hautgesunden Kontrollen bei Glycin (p = 0,066), Ethanol (p = 0,5495), Methansaure (p = 0,5968),
Leucin (p = 0,1221), Succinat (p = 0,7878) und Threonin (p = 0,0510) in Stuhlproben.

4.4. Korrelationsanalyse

Akne-Score und Metaboliten:

Akne-Patientinnen und

Abbildung 19 zeigt die Pearson-Korrelationen zwischen den Metaboliten Alanin (p
= 0,0141), Glutamat (p = 0,0035), Glycerol (p = 0,0450), Glycin (p = 0,0053),
Isoleucin (p = 0,0069), Leucin (p = 0,0305) und Valin (p = 0,0262) sowie dem Akne-

Score.
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Abbildung 19 Signifikante Pearson-Korrelation der Metaboliten-Konzentrationen der Aminosauren
(Alanin, Glutamat, Glycin, Isoleucin, Leucin und Valin) und Glycerol in mM zum Schweregrad der
Akne (Akne-Score) sowie den zugehdrigen p-Wert. Die Punkte beschreiben hier jeweils den Wert
der gemessenen Konzentration (nM) bei einer Probandin in Korrelation zu jeweiligem Acne-Score.
Die durchgezogene Linie stellen die Regressionslinie dar, wobei die gestrichelten Linien das obere
und untere Konfidenzintervall darstellen. Akne-Score korreliert positiv. mit hohen
Metabolitkonzentrationen in Stuhlproben.

Weitere signifikante Pearson-Korrelation wurden zwischen der Anzahl der
inflammatorischen Lasionen und den Metaboliten-Konzentrationen von Isoleucin (p
= 0,0311), Niacin (p = 0,0109) sowie Propionat (p = 0,0357) identifiziert (Abbildung
20).
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Abbildung 20 Signifikante Pearson-Korrelation der Metaboliten-Konzentrationen (lsoleucin,
Nicotinat und Propionat) zu der Anzahl der inflammatorischen Akne-Lasionen unter Angabe des
zugehorigen p-Wertes. Die Punkte beschreiben hier jeweils den Wert (nM) der gemessenen
Konzentration bei einer Probandin in Korrelation zu jeweiligem entziindlichen Hautlasionen. Hierbei
zeigt die durchgezogene Linie die Regressionslinie. Die gestrichelten Linien stellen das obere und
untere Konfidenzintervall dar. Viele inflammatorische L&sionen hangen positiv mit hohen
Metabolitkonzentrationen in Stuhlproben zusammen.

Nuchternglukose und Aminosauren:

In Abbildung 21 ist der Zusammenhang der Nuchternglukose-Level und den
Konzentrationen der Aminosauren fur alle Studienteiinehmenden gezeigt.
Signifikante Pearson-Korrelation wurden fur Alanin (p = 0,0095), Glycin (p = 0,0006)
und Valin (p = 0,0071) bestimmt. Bei der Betrachtung der Akne-Patientinnen zeigen
sich erneut signifikante Pearson-Korrelationen fur die Aminosauren Alanin (p =
0,0241), Glycin (p = 0,0040) und Valin (p = 0,0110). Zusatzlich fiel eine hoch
signifikante Korrelation (p = 0,0027) der Leucin-Konzentration zur Nuchternglukose
bei den Akne-Probanden auf (Abbildung 24).
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Abbildung 21 Signifikante Pearson-Korrelation der Metaboliten-Konzentrationen zu der mittleren
niichtern Blutzuckerspiegel fiir die Gesamtkohorte (Akne und Hautgesund) unter Angabe des
zugehorigen p-Wertes. Die Punkte beschreiben hier jeweils den Wert der gemessenen
Konzentration bei einer Probandin in Korrelation zu jeweiligem mittleren nichtern Blutzuckerspiegel.
Hierbei zeigt die durchgezogene Linie die Regressionslinie. Die gestrichelten Linien stellen das
obere und untere Konfidenzintervall dar. Hohe nuchtern Blutzuckerspiegel korrelieren positiv mit
hohen Metabolitkonzentrationen von Alanine, Glycine und Valine in Stuhlproben.
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Abbildung 22 Signifikante Pearson-Korrelation zwischen mittleren niuchtern Blutzuckerspiegel
und der Metaboliten-Konzentrationen (Alanine, Glycine, Leucine und Valine) in nM im fur die Akne-
Gruppe unter Angabe des zugehdrigen p-Wertes. Die Punkte beschreiben hier jeweils den Wert der
gemessenen Konzentration in nM bei einer Probandin in Korrelation zu jeweiligem mittleren nlichtern
Blutzuckerspiegel. Hierbei zeigt die durchgezogene Linie die Regressionslinie. Die gestrichelten
Linien stellen das obere und untere Konfidenzintervall dar. Hohe nlchtern Blutzuckerspiegel
korrelieren positiv mit hohen Metabolitkonzentrationen in Stuhlproben.

5. Diskussion

Akne ist einer der haufigsten Hauterkrankung und nicht selten sogar ein
wesentlicher Bestandteil vieler systemischer Erkrankungen und Syndrome
(Zouboulis, 2014).
Es ist unumstritten, dass ein Zusammenspiel von Umweltfaktoren und einer
genetischen Veranlagung bei der Entstehung der Akne essenziell ist. Dem
Hautmikrobiom, insbesondere der Besiedlung des Follikels mit Cutibakterium
Acnes, wurde sehr lange eine grol3e Bedeutung beigemessen. Bereits unmittelbar
nach der Geburt findet eine Besiedlung mit Cutibakterien statt. Das Hautmilieu bietet
im frihen Kindesalter allerdings noch keine optimalen Wachstumsbedingungen wie
spater in der Pubertat. Zunehmend wird Uber die Bedeutung von Ernahrung,
Darmmikrobiom und deren Metaboliten in der Pathogenese der Akne berichtet. Bei
der Entstehung von Akne wird insbesondere der "westlichen" Ernahrung (u.a.
Milch/Milchprodukte, raffinierte Kohlenhydrate und Schokolade) eine wichtige Rolle
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zugesprochen (Melnik, 2013; Kucharska et al., 2016). Das Darmmikrobiom,
welches durch eine "westliche" Ernahrung beeinflusst wurde, nimmt in Relevanz zur
Entstehung von verschiedenen Hauterkrankungen zu (Palm et al., 2015). Eine
Dysbiose des Darmmikrobioms ist vermutlich nicht nur ein Marker, sondern tragt
auch zur Pathologie der Akne bei. Erst vor kurzem konnte gezeigt werden, dass
sich die Zusammensetzung der gastrointestinalen Mikrobioms bei Patienten mit
Akne deutlich von der gesunder Kontrollpersonen unterscheidet (Deng et al. 2018).
In dieser Studie wurden neben einer vermuteten Dysbiose der Firmicuten- und
Bacteroideten-Filia auch eine Abnahme der Darmbakterienstammen Clostridia,
Clostridiales, Lachnospiraceae und Ruminococcaceae berichtet. Von letzteren
wurde auch bei anderen entzindlichen Hauterkrankungen ein geringeres
Vorkommen gemessen (Deng et al. 2018). Interessanterweise steht bei Patienten
mit Akne eine verringerte Diversitdt und das Verhaltnis von
Firmicuten/Bacteroideten vermutlich sehr eng im Zusammenhang mit der
westlichen Ernahrung. Diese und andere ahnliche Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die durch einen westlichen Ernahrungsstil verursachte Dysbiose im Darm mit
der Entwicklung von Akne zusammenhangen konnte. Vielmehr konnten die
bioaktiven Metaboliten im Darm, die durch die Interaktion Mikrobiom/Nahrungsmittel
gebildet werden, die fehlende Verbindung eines entzindlichen Signals vom Darm
zur Haut erklaren.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Akne-Patientinnen signifikant weniger Proteine pro
Mahlzeit im Vergleich zu hautgesunden Probanden einnahmen. Wir konnten einen
minimalen jedoch nicht signifikanten Unterschied in Einnahme von Kohlenhydraten
und Lipiden pro Mahlzeit bei Akne-Probanden im Vergleich zu hautgesunden
Probanden messen. Interessant war die Beobachtung auf Basis der
Ernahrungstagebucher, dass die Akne-Probanden eine durchschnittlich geringere
Kalorienaufnahme aufwiesen. Kwon et al. untersuchten 32 Patienten mit leichter bis
mittelschwere Akne, wahrend diese uber 10 Wochen eine Ernahrung mit niedrigem
oder hohem glykamischen Index verfolgten. In der Gruppe mit niedrigem
glykamischen Index verringerte sich die durchschnittliche Anzahl der entzindlichen
Akne-Lasionen um 70 % im Vergleich zum Ausgangswert, wahrend die Gruppe mit
dem hohen glykamischen Index keinen signifikanten Ruckgang aufwies (Kwon,
2012). Auch weitere Beobachtungsstudien stutzen diese Hypothese (Penso, 2020).
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Eine Ubersichtsarbeit von Cochrane (iber lediglich zwei Studien fand jedoch keine
Belege dafur, dass eine Ernahrung mit niedrigem glykamischen Index die Zahl, der
nicht-entzindlichen Lasionen verringert, stellte aber einen moglichen Nutzen zur
Verringerung der Zahl der entzundlichen Lasionen und der Gesamtlasionen fest
(Cao, 2015). Diese Ergebnisse decken sich mit unseren Beobachtungen, dass die
Untersuchung des Protein-, Kohlenhydrate- und Lipidkonsums anhand von
Ernahrungstagebuchern den Protein-, Kohlenhydrate- und Lipidkonsum im Hinblick
auf Akne unklar ist. Stattdessen sollten groRe randomisierte, kontrollierte
Ernahrungsstudien in dieser Bevolkerungsgruppe durchgefuhrt werden. Die
vorhandene Literatur legt nahe, dass Akne-Patienten einfachen Zucker mit hohem
glykamischen Index und verarbeitetes Getreide meiden und sich auf den Verzehr
von komplexeren Kohlenhydraten in Form von Hulsenfrichten, Gemuse, Obst und
Knollen konzentrieren sollten (Penso, 2020).

Im Rahmen unserer Arbeit untersuchten wir die Nuchternglukose Uber zwei Wochen
und konnten feststellen, dass die Akne-Gruppe im Vergleich zu Kontrollprobanden
eine marginal geringere, aber nicht signifikante Konzentration an Nuchternglukose
zeigte. DarUber hinaus ware die Messung von HbA1c oder die Durchfuhrung eines
oralen Glukosetoleranztestes zur Untersuchung der Insulinresistenz sicherlich von
Interesse, aber nicht Bestandteil unsere Studie. Weiterhin konnten wir einen
Zusammenhang zwischen den Aminosauren im Stuhl und den Werten der
Nuchternglukose aufzeigen. Dies zeigte sich sowohl in der Gesamtkohorte als auch
alleine in der Akne-Kohorte.

Weiterhin wurden Unterschiede im fakalen Metabolom zwischen Akne-Patientinnen
und hautgesunden Kontrollen identifiziert. Erhohte Metaboliten-Konzentrationen in
der Akne-Gruppe gegenuber der hautgesunden Gruppe wurden fur SCFA,
insbesondere fur Acetat, Isobutyrat, Isovalerat, Propionat und Butyrat
nachgewiesen. Kurzkettige Fettsauren (SCFAs), zu denen hauptsachlich Acetat,
Propionat, Butyrat, Isobutyrat, Valerat und Isovalerat gehodren, enthalten weniger
als sechs Kohlenstoffatome und sind das Endprodukt der Fermentation von
resistenter Starke und Ballaststoffen durch spezifische Darmmikroben (Tan et al.,
2014; Rauf et al., 2022). SCFAs werden Uber die periphere Zirkulation vom Darm
zu entfernten Organen und Geweben transportiert (Canfora et al., 2015; van der
Hee und Wells, 2021) und binden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs),

36



die auf Hautzellen, Leukozyten, Neutrophilen und anderen Zelltypen exprimiert
werden. Somit Uben sie einen direkten Einfluss auf den Gewebestoffwechsel und
deren Funktion aus. In einer Studie von Keshari et al. wurden mittels einer
Gaschromatographie-Massenspektrometrie-Analyse  (GC-MS) funf SCFAs,
darunter Acetat, Butyrat, Propionat, Isobutyrat und Isovalerat in den Metaboliten der
Glukosefermentation eines Cutibacterium acnes-Stammes, der aus der Haut isoliert
wurde, gemessen (Keshari et al., 2020). Es konnte bereits gezeigt werden, dass
SCFAs (vor allem Propionat und Valerat), die durch Glycerinfermentation von
Cutibacterium acnes hergestellt werden, eine starke pro-inflammatorische Wirkung
auf epidermale Keratinozyten haben (Sanford et al., 2019). In einer weiteren Studie
zeigte sich, dass diese SCFAs die Aktivitat der HDAC hemmen und die
Zytokinexpression als Reaktion auf Toll-like-Rezeptor (TLR)-Liganden fur TLR2
oder TLRS3 fordern (Sanford et al., 2016).

In unserer Studie konnten wir auch fur andere Metaboliten signifikant erhohte
Konzentrationen von Glutamat, Alanin, Glycerol, Isoleucin, Methionin, Niacin, Valin
und Tyrosin nachweisen. Mehrere Aminosauren - insbesondere Alanin, Arginin,
Asparagin, Glutamin, Histidin, Leucin, Methionin, Serin, Threonin und Valin - kdnnen
mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) unabhangig aktivieren
(Melick und Jewell, 2020). mTORCH1 st einer der wichtigsten Signalwege in der
Akne-Pathogenese und wird teilweise durch die Verfugbarkeit von Nahrstoffen,
Insulin und IGF-1 reguliert. So wird z.B. erklart, wie pasteurisierte Milch durch
microRNAs mTORC1 direkt aktivieren kann und die bei der Fermentierung
vorhandenen Bakterien diese Wirkung verstarken konnen (Melnik und Schmitz,
2021). Eine Meta-Analyse ergab, dass der Konsum von Joghurt positiv mit Akne
assoziiert sein kann (Odds ratio (OR) = 1,36). Die Autoren betonen, dass ein
enormer Bedarf fur groere kontrollierte Studien zu diesem Thema besteht (Juhl et
al., 2018).

AuRerdem konnten wir beobachten, dass Niacin als Metabolit im Stuhl bei Akne-
Patientinnen erhoht waren. Bisher war die Rolle von Niacin eher bei Rosacea
bekannt. Niacin ist ein bekannter Ausloser der Hautrotung bei Rosacea. Niacin
aktiviert den Niacinrezeptor G-Protein-gekoppelten Rezeptor 109A in dermalen
Langerhans-Zellen, um Prostaglandine um die Kapillare herum freizusetzen, die
wiederum Erytheme, Hautwarme und gelegentliches Stechen und Pruritus fordern.
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Als Konsequenz konnte sich etablieren niacinhaltige Lebensmittel wie Truthahn,
Erdnuss, Thunfisch, Leber und Huhnerbrust nicht nur bei Rosacea, sondern auch
bei Acne vulgaris zu meiden (Kamanna et al., 2009).

In unseren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass einige Metaboliten mit
dem Akne-Score und der Anzahl der inflammatorischen Lasionen signifikant
korrelieren. In einer kurzlich publizierten Studie waren die mikrobiellen Metaboliten
von Aminoadipinsauren, wie Alanin, Histidin, Leucin, Methionin, Serin, Tryptophan
und Valin bei der Untersuchungsgruppe von Frauen mit Acne vulgaris erhoht
(Huang et al., 2021). Die Dysbiose des Aminoadipinsaure-Stoffwechsels wird mit
einem erhohten Risiko fur stressbedingte psychiatrische Erkrankungen bei Akne-
Patienten wie Angststorungen und Depressionen in Verbindung gebracht (Lach et
al., 2018). Eine Kohortenstudie mit 4.711 Patienten, die unter Acne vulagris leiden,
ergab, dass das weibliche Geschlecht mit schweren Depressionen und Selbstmord

assoziiert war (Yang et al., 2014).

Diese Studie wies jedoch einige Einschrankungen auf. Erstens haben wir 20
Metaboliten des Darmmikrobioms nachgewiesen, aber keine funktionellen Analysen
zwischen Darmmikrobiom und Metaboliten durchgefuhrt. Die Studie war deskriptiv,
wodurch kein kausaler Zusammenhang zwischen Darmmetaboliten und Akne
nachgewiesen werden konnte. Zweitens war die Stichprobengrof3e bei mannlichen
Patienten mit Akne begrenzt, so dass wir diese nicht auswerten und vergleichen
konnten. Da Manner und Frauen, die an Acne vulgaris erkrankt sind, eine deutlich
unterschiedliche Konstellation an Darmmikrobiota und der damit verbundenen
Stoffwechselprodukte aufweisen, beschranken sich unsere Ergebnisse an
Metaboliten bei Frauen. Drittens wurden in dieser Studie alle Teilnehmer
mindestens 6 Monate lang nicht mit Antibiotika behandelt und waren alters- und
geschlechtsspezifisch angepasst, was die Ergebnisse der Studie konsolidieren
konnte. Dennoch haben sich viele neue Erkenntnisse uber die Metaboliten im Darm
von Akne-Probanden gezeigt, welche zum Teil zu einem besseren Verstandnis der
Pathogenese der Akne beitragen konnten.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich die Zusammensetzung der
gastrointestinalen Metaboliten bei Patientinnen mit Akne deutlich von denen der

weiblichen, hautgesunde Kontrollpersonen unterscheidet. Die weitere Erforschung
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des Zusammenhangs zwischen Darmmetaboliten, und mikrobiellem Stoffwechsel
konnte dazu beitragen, die Rolle der Darm-Haut-Achse bei der Pathogenese der

Akne zu weiter aufzuklaren.

6. Zusammenfassung

Acne vulgaris ist eine sehr haufige Hauterkrankung, die bei Betroffenen mit starkem
Leidensdruck einhergehen kann. Die genaue Atiopathogenese der Akne ist bislang
noch unzureichend geklart, jedoch beschreiben mehrere Studien ein
multifaktorielles Geschehen. Hier ruckt auch stetig die Relevanz der Ernéhrung und
ihre Metabolisierung durch die bakterielle Darmflora in den Vordergrund.

In unserem prospektiven, monozentrischen Forschungsvorhaben untersuchten wir
142 Frauen (64 Akne-Patientinnen, 78 hautgesunde Probanden), indem wir
Anamnesedaten und Ernahrungstageblcher erhoben, Stuhlproben sammelten
sowie kontinuierliche Blutglukosemessungen uber 14 Tage durchfuhrten.

Wir konnten bei den Akne-Patientinnen im Vergleich zur Kontrollgruppe erhohte
Stuhlmetabolite mittels NMR-Spektrometrie messen. Besonders bei den
kurzkettigen Fettsauren (SCFAs) Acetat, Isobutyrat, Isovalerat und Propionat
konnten wir eine hoch signifikant gesteigerte Konzentration im Stuhl der Akne-
Gruppe im Vergleich zu den hautgesunden Probanden feststellen. Es zeigten sich
Zusammenhange zwischen dem Aminosaureprofil und der Nuchternglukose sowie
dem Aminosaureprofil und dem Schweregrad der Akne-Erkrankung. Weiterhin
wurde ein verandertes Aminosaureprofil bei Akne-Patienten im Vergleich zu
hautgesunden Kontrollen identifiziert. Aminosauren konnen mTORC1 unabhangig
aktivieren und somit einen wichtigen Signalweg in der Akne-Pathogenese
beeinflussen.

AulRerdem ergab diese Studie zum einen, dass Akne-Patientinnen weniger Proteine
pro Mahlzeit zu sich nahmen und eine geringere durchschnittliche
Kalorienaufnahme hatten. Zum anderen waren die Nuchternglukosewerte bei Akne-
Patienten marginal niedriger.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass Blutzuckerwerte und fakale Metaboliten

mit der Akne-Pathogenese und der Auspragung der Akne verbunden sind. Dies
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liefert wichtige Erkenntnisse im Hinblick auf die Darm-Haut-Achse und das
gastrointestinale Metabolom zwischen Akne-Patientinnen und gesunden
Probandinnen. Zukinftige Analysen konnten die Entstehung und den Verlauf der

Acne vulgaris weiter aufklaren.
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