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Einleitung

1 Einleitung

Der septische Schock ist nach wie vor eine der Hauptursachen fur Morbiditat und
Mortalitat bei schwerkranken Patienten. Obwohl viele Nahrungserganzungsmittel
bisher erfolglos getestet wurden, werden Vitamine weiterhin als therapeutische
Option bei septischen Patienten erforscht. Insbesondere Vitamin C-haltige Pra-
parate als erganzende Therapie bei Sepsis haben viel Aufmerksamkeit erhalten
(Kuhn, Meissner, Mayes, & Bartels, 2018). Vor diesem Hintergrund steht der Ein-
satz von Ascorbat / Vitamin C bei Sepsis im Mittelpunkt dieser Promotionsarbeit.

Wahrend der Arbeit an dieser Dissertation wurden einige Daten bereits im Rah-
men einer Publikation in einer renommierten wissenschaftlichen Zeitschrift
(NUTRIENTS; Journal ISSN: 2072-6643; IF 6.706) veroffentlicht (Lauer et al.,
2021). In dieser wissenschaftlichen Originalarbeit sind wichtige Ergebnisse die-
ser Dissertation enthalten. Mehrere wortliche Zitate, die sich auf diese Veroffent-
lichungen beziehen, sind in dieser Arbeit sowohl mit "Anfuhrungszeichen" als
auch in kursiver Schrift mit der entsprechenden Referenz (Lauer et al., 2021)

angegeben.

Im Folgenden soll ein Uberblick zum Krankheitsbild der Sepsis gegeben werden.
Dabei wird die Rolle, die Zytokine spielen, beleuchtet. Daruber hinaus wird eine
kurze Ubersicht (iber die Eigenschaften und therapeutischen Méglichkeiten von
Ascorbat / Vitamin C gegeben. Abschlief3end werden die grundlegenden Fragen

aufgeworfen, die diese Arbeit beantworten soll.

1.1 Sepsis

1.1.1 Definition der Sepsis

Seit der Dritten Internationalen Konsensus-Definition von 2016 wird eine Sepsis
als lebensbedrohliche Organdysfunktion definiert, die durch eine fehlregulierte
Immunreaktion in Folge einer Infektion ausgelost wird (Singer, M. et al., 2016).
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Einleitung

Durch diese ausgepragte Immunreaktion wird auch nicht infiziertes Gewebe ge-
schadigt und fuhrt dadurch zum Schock, zu multiplem Organversagen und
schlief3lich zum Tod (Czura, 2011).

Zur Beurteilung dieser speziellen Form des Organversagens wird der ,sepsis-
related organ failure assessment (SOFA) Score” (siehe Abbildung 1) angewendet
(Singer, M. et al., 2016), der die Funktionen von Lunge, Leber, Niere, Herz-/

Kreislaufsystem, ZNS und Blutgerinnungssystem umfasst.

Bei bisher gesunden Patienten liegt demzufolge ein Sepsis-bedingtes Organver-
sagen per definitionem immer dann vor, wenn im Rahmen einer Infektion die
Ausgangspunktzahl von 0 vor der Erkrankung auf mindestens 2 Punkte unter der
Erkrankung ansteigt; bei bereits vorerkrankten Patienten ist dagegen eine Ver-
schlechterung des Scores um mindestens 2 Punkte erforderlich. Der SOFA Score
ist von grofer klinischer Bedeutung, da er direkt mit der Mortalitat einer Sepsis
korreliert (Vincent et al., 1996).

Score-Punkte
Organsystem
1 2 3 4
Lunge <200 <100
X <400 <300
PaO,/FiO;[mmHg] mit maschineller Beatmung
Gerinnung
Thrombozyten x <150 <100 <50 <20
103/mms3

Leber
Bilirubin [mg/dlI] 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12,0
Bilirubin [pmol/l] 20-32 33-101 102 —204 > 204

D in<5 Dopamin 5,1 - 15 Dopamin> 15
Herz/Kreislauf MAP < 70 mmHg cg)at;nltn > 0. Adrenalin< 0,1 o. Adrenalin> 0,1
©- obutamin, o. Noradrenalin<0,1 | o. Noradrenalin>0,1
ZNS
Glasgow Coma Scale 13-14 10-12 6-9 <6

Niere
Kreatinin [mg/dl] 1,2-1,9 2,0-3,4 35-4,9 >5,0
Kreatinin [umol/l] 110 -170 171 -299 300 —400 > 440

Diurese [ml/d] 0.<500 0.>200

Abbildung 1: SOFA-Score

Der ,sepsis-related organ failure assessment (SOFA) Score* dient der Beurteilung, ob ein Sepsis-
bedingtes Organversagen vorliegt, welches ab dem Vorhandensein von mindestens 2 Punkten
der Fall ist. Bei bereits vorerkrankten Patienten liegt ein Sepsis-bedingtes Organversagen ab ei-
ner Verschlechterung des Scores um mindestens 2 Punkte vor. FiO2 = inspiratorische Sauer-
stofffraktion; PaO2 = Sauerstoffpartialdruck; MAP = mittlerer arterieller Blutdruck (modifiziert nach:
Vincent, J.L. et al., 1996).
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Einleitung

1.1.2 Vorhergehende Sepsis-Definitionen

Mit der Sepsis-Definition von 2016 wurde die vorherige Definition seitens der
amerikanischen Konsensus Konferenz von 1992 ersetzt, in der bereits verschie-

dene Schweregrade einer Sepsis definiert worden waren.

Eine generalisierte fehlregulierte Immunreaktion wurde unabhangig von deren
Ursache als ,systemic inflammatory response syndrome® (SIRS) bezeichnet.
Mogliche Ursachen eines SIRS konnen dabei neben einer Infektion beispiels-
weise auch eine nicht-infektiose Entzindung eines Organs (z.B. Pankreatitis)

oder ein Trauma sein (Bone et al., 1992).

Klinisch wird ein SIRS ab dem Vorhandensein von mindestens zwei der insge-
samt vier SIRS-Kriterien diagnostiziert (siehe Abbildung 2). Diese SIRS-Kriterien
umfassen die folgenden Korperfunktionen: Korpertemperatur, Herzfrequenz,
Atemfrequenz sowie Anzahl der weil3en Blutkdrperchen / Neutrophilen (Bone et
al., 1992).

SIRS-Kriterien
Fieber oder =38°C
Hypothermie <36°C
Tachykardie Herzfrequenz = 90/min
Tachypnoe oder Atemfrequenz = 20/min
Hyperventilation PaO, <33 mmHg
Leukozytose oder >12.000/mm3
Leukopenie oder <4.000/mm3
Unreife Neutrophile im Diferentialblutbild =210%

Abbildung 2: SIRS-Kriterien

Ein ,systemic inflammatory response syndrome* (SIRS) wird ab dem Vorhandensein von patho-
logischen Veranderungen von mindestens 2 der 4 SIRS-Kriterien (Korpertemperatur, Herzfre-
quenz, Atemfrequenz sowie Anzahl der weil3en Blutkdrperchen / Neutrophilen) diagnostiziert.
PaO:2 = Sauerstoffpartialdruck (modifiziert nach: Bone et al., 1992).

Von Sepsis wird bei Bone et al. (1992) dagegen erst gesprochen, wenn eine In-
fektion eindeutig als die Ursache des SIRS identifiziert werden konnte.
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Einleitung

Fur den Fall des Vorliegens eines zusatzlichen Organversagens, einer Sepsis-
induzierten Hypotension oder einer Hypoperfusion wurde der Begriff ,schwere

Sepsis” eingefuhrt (Bone et al., 1992).

Von der Sepsis abzugrenzen sind schwerwiegende Infektionen durch Bakterien,
Viren oder Pilze, bei denen zunachst (,noch®) keine fehlregulierte Immunreaktion
vorliegt. Patienten mit entsprechend schweren Infektionen sind allerdings gefahr-
det, im weiteren Verlauf eine Sepsis zu entwickeln und sollten demnach engma-

schig Uberwacht werden (Tisoncik et al., 2012).

1.1.3 Pathomechanismus der Sepsis

Durch eine Infektion werden im Korper viele verschiedene Mechanismen zur Be-
kampfung von Erregern ausgelost (siehe Abbildung 3). Solche Prozesse umfas-
sen z.B. die Chemotaxis, die Phagozytose und die Abtétung von Erregern, bei-

spielsweise mit Hilfe der Komplementkaskade (Parkin & Cohen, 2001).

Die verschiedenen immunologischen Prozesse mussen dabei bestandig den ak-
tuellen Gegebenheiten angepasst werden und beeinflussen sich daruber hinaus
auch gegenseitig (Parkin & Cohen, 2001). Dabei herrscht ein sensibles Gleich-
gewicht zwischen proinflammatorischen und entzindungshemmenden Prozes-
sen, deren Regulation und Vernetzung hochkomplex ist (Chousterman, Swirski
& Weber, 2017).

Bei der Sepsis bleibt die Immunreaktion nicht auf den ursprianglichen Ort der Ent-
zundung begrenzt, sondern kann sich unkontrolliert ausbreiten, Uber langere
Zeitraume aufrecht erhalten bleiben und sich sogar immer weiter aufschaukeln

und verstarken (Chousterman et al., 2017).
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Abbildung 3: Angeborenes und erworbenes Immunsystem

Das Immunsystem besteht zum einen aus dem angeborenen Teil, der auf Infektionen schnell
aber dafiir unspezifisch (nicht-adaptiv) reagiert, also nicht an den jeweils vorliegenden Erreger
angepasst ist. Zum anderen entwickelt der Mensch nach der Geburt das sog. erworbene Immun-
system, das Erreger ganz gezielt und spezifisch bekampft (adaptiv), dazu aber mehr Zeit braucht,
um eine spezifisch auf den jeweiligen Erreger ausgerichtete Immunantwort generieren zu kénnen.
Einige Zellen (sog. ,Verbindungszellen*) iben Aufgaben in beiden Teilen des Immunsystems aus
(Dranoff, 2004).

Die Pathogenese der Sepsis ist au3erst komplex und beinhaltet u.a. eine Uber-
schieflende Entzundungsreaktion mit Freisetzung von massenhaft Zytokinen
(sog. Zytokinsturm), eine Dysfunktion des Immunsystems, mitochondriale Scha-
den, Stérungen der Endothelzellfunktion mit Kapillarleck, eine Gerinnungsaktivie-
rung und andere pathophysiologische Prozesse, die schlieBlich zu Organdys-
funktionen fuhren (Huang, Cai, & Su, 2019).

Die Zusammensetzung des Zytokinsturms hangt vom auslosenden Erreger ab.
Beispielsweise fuhrt eine Infektion mit Schweres akutes Atemwegssyndrom
(SARS)-CoV-1 hauptsachlich zur Freisetzung von Interleukin (IL)-13, IL-6, IL-12,
Interferon (IFN)-y, und MCP-1, wahrend bei einer Coronavirus-Krankheit-2019
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Einleitung

(COVID-19)-Erkrankung vor allem IL-2, IL-7, IL-10, Granulocyte-colony stimula-
ting factor (G-CSF), Monocyte chemoattractant protein (MCP)-1 und Tumornek-
rosefaktor-a (TNF-a) freigesetzt werden (X. D. Tang et al., 2021).

Warum die Regulierungsmechanismen des Korpers das Ausmal’ der Immunre-
aktion bei einer Sepsis nicht durchgehend kontrollieren bzw. auf ein gewisses

Mal begrenzen konnen, ist bisher noch unbekannt.

Diskutiert werden ein Einfluss der fur die Infektion verantwortlichen Mikroorganis-
men (Pugin, 1996), deren Toxine (Tapper & Herwald, 2000), die Freisetzung von
groRen Mengen proinflammatorischer Zytokine (Chousterman et al., 2017), die
Aktivierung des Komplementsystems (Karasu, Nilsson, Kohl, Lambris, & Huber-
lang, 2019) sowie genetische Faktoren (Frantz, Ertl, & Bauersachs, 2007).

1.1.4 Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Sepsis

Besonders gefahrdet, eine Sepsis zu entwickeln, sind altere Patienten (Martin,
Mannino, & Moss, 2006), die so schwer erkrankt sind, dass eine intensivmedizi-
nische Behandlung erforderlich ist (Vincent et al., 1995), oder solche Patienten,
die aufgrund einer Bakteriamie (Jones & Lowes, 1996) oder einer ambulant er-

worbenen Pneumonie behandelt werden mussen (Dremsizov et al., 2006).

Patienten mit einem vorangegangenen Krankenhausaufenthalt, insbesondere
bei Behandlung mit Antibiotika, haben in den folgenden 90 Tagen ein bis zu drei-
fach erhohtes Risiko, eine Sepsis zu entwickeln (Prescott, Dickson, Rogers,
Langa, & lwashyna, 2015). Zusatzlich erhohen eine bestehende Krebserkran-
kung (Williams et al., 2004), eine Immunsuppression, sowie Diabetes und Adipo-
sitas (Falagas & Kompoti, 2006) die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer

Sepsis.
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1.1.5 Krankheitsbild der Sepsis

Das Krankheitsbild der Sepsis hangt stark von Art, Dynamik und Ausmal} der
jeweils zugrundeliegenden Infektion ab. Zur Diagnose einer Sepsis tragen so-
wohl die Symptome einer Infektion als auch die Symptome der mit der Sepsis
einhergehenden Organschadigungen sowie der klinische Gesamtzustand bei.
Generelle Anzeichen einer Infektion sind beispielsweise eine Hyper- oder Hypo-
thermie, Tachykardie, Hypotension, Tachypnoe, eine Leukozytose, ein erhdhtes
C-reaktives Protein (CRP) oder ein erhohtes Procalcitonin (PCT). Die Patienten

weisen in der Regel einen deutlich reduzierten Allgemeinzustand auf.

Je nach Infektionsfokus kommen weitere fur den jeweiligen Fokus charakteristi-
sche Symptome hinzu. So haben Patienten mit einer Pneumonie meist Dyspnoe
und Husten, wahrend Patienten mit einer Urosepsis haufig Uber Dysurie, Polla-

kisurie und Flankenschmerzen klagen.

Im weiteren Verlauf konnen sich Organschadigungen insbesondere in Blutgerin-
nungsstorungen, fehlender Darmaktivitat (paralytischer lleus), Kreislaufzentrali-
sierung, Unruhe, Einschrankungen der Kognition und des Bewusstseins (Vi-
gilanzminderung), Oligurie, Laktat-Anstieg sowie vielen weiteren organspezifi-
schen Symptomen ausdrucken (Levy et al., 2003).

1.1.6 Diagnose der Sepsis

Neben der klinischen Beurteilung von Sepsis-Patienten (siehe Kapitel 1.1.5) und
der Bestimmung des SOFA-Scores (siehe Kapitel 1.1.1) zur Identifikation von
Sepsis-Patienten ist ein erfolgreicher Erregernachweis von grof3er Bedeutung fur

die optimale Behandlung von Sepsis-Patienten.

Daher sollte bei Patienten mit Verdacht auf Sepsis oder septischen Schock ge-
eignetes Material fur die mikrobiologische Diagnostik (einschlieRlich Blutkulturen)
entnommen werden, bevor die antimikrobielle Therapie begonnen wird. Dabei
darf es allerdings zu keiner wesentlichen Verzogerung in Bezug auf den Beginn
der antimikrobiellen Therapie kommen (Brunkhorst et al., 2018).
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Geeignete Materialien fur die mikrobiologische Diagnostik sollten aus allen Loka-
lisationen abgenommen werden, die als potenzieller Fokus in Frage kommen. In
diesem Sinne geeignete Probenmaterialien sind zum Beispiel Blutkulturen, Li-
quor, Urin, Wund- und Atemwegssekrete und andere Korperflissigkeiten. Falls
die Anamnese oder klinische Untersuchung eindeutig auf eine spezifische ana-
tomische Lokalisation des Infektionsherdes hindeutet, sind Materialien von ande-
ren Lokalisationen (mit Ausnahme der Blutkulturen) im Allgemeinen nicht sinnvoll

und nicht notwendig (Brunkhorst et al., 2018).

Ein positiver Erregernachweis ist aber aus vielerlei Grunden lediglich bei 50 %
aller getesteten Patienten erfolgreich; bei fehlendem Erregernachweis liegt damit
definitionsgemal eine kultur-negative Sepsis vor, in der lediglich kalkuliert anti-
biotisch behandelt werden kann (Gupta et al., 2016).

Bei manchen Patienten kann die Unterscheidung der Sepsis von nicht-infektio-
sen Entzindungsursachen schwierig sein. Momentan gibt es noch kein bioche-
misches Verfahren, das allein eine schnelle und zuverlassige Unterscheidung
zwischen Sepsis und nicht-infektiosen Entzindungen ermaoglicht. PCT ist derzeit
der am meisten untersuchte Biomarker fur diesen Zweck, wird aber ebenso wie
das CRP und IL-6 auch nach verschiedenen nicht-infektiosen Entzindungsreak-
tionen freigesetzt (Bloos & Reinhart, 2014). Daher dient die Messung von PCT
nach aktuellem Stand nicht der Diagnose einer Sepsis, sondern der Verlaufsbe-
urteilung.

Die klinische Erfahrung hat gezeigt, dass sich auch bei schwerstkranken Patien-
ten eine Stabilisierung nicht allein durch supportive oder antimikrobielle Mal3nah-
men, sondern nur durch eine angemessene Fokuskontrolle erreichen lasst. Da-
her sollte schnell und gezielt nach einem sanierbaren Fokus, einschlieRlich
Fremdmaterialien, gesucht werden und ggf. eine operative bzw. interventionelle
Fokussanierung, wenn medizinisch sinnvoll, so schnell wie logistisch moglich er-
folgen (Brunkhorst et al., 2018).
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Dabei konnen bildgebende Verfahren (Rontgenuntersuchungen, Kernspintomo-
grafie, Sonografie) Hinweise auf die Lokalisation der Infektionsherde sowie kom-
plikativer Verlaufe (z.B. bei Vorliegen von Abszessen, ggf. auch einhergehend
mit Einschmelzungen) geben (Rello, Valenzuela-Sanchez, Ruiz-Rodriguez, &
Moyano, 2017).

1.1.7 Therapie

Die Therapie der Sepsis umfasst neben der kausalen Therapie (Therapie der In-
fektion) eine symptomorientierte Therapie sowie die Therapie von auftretenden
Organschaden. Im Folgenden werden die kausale und die symptomatische The-
rapie nach dem Stand der aktuellen S3-Leitlinie ,Sepsis — Pravention, Diagnose,
Therapie und Nachsorge® von 2018 naher beschrieben.

1.1.7.1 Kausale Therapie

Die Verabreichung einer geeigneten intravendsen antimikrobiellen Therapie
sollte idealerweise innerhalb einer Stunde nach Diagnose begonnen werden. Op-
timalerweise wird eine empirische Breitspektrumtherapie eingesetzt, um alle we-
sentlichen Bakterien zu erfassen. Die haufigsten Pathogene, die einen septi-
schen Schock verursachen, sind gram-negative Bakterien sowie gram-positive
Mikroorganismen. Die Zusammensetzung der antimikrobiellen Therapie hangt
von vielen verschiedenen Faktoren ab und sollte immer unter Berucksichtigung
der individuellen Gegebenheiten des Patienten erfolgen. Zu den wichtigsten pa-
tientenbezogenen Faktoren gehoren die Art des klinischen Syndroms bzw. die
Lokalisation der Infektion sowie die zugrundeliegenden Begleiterkrankungen und
die medizinische Vorgeschichte des Patienten. Dabei sind besonders ein chroni-
sches Organversagen, Medikamente, Dauerkatheter, das Vorliegen einer Im-
munsuppression oder einer anderen Beeintrachtigung des Immunsystems, eine
kirzlich bekanntgewordene Infektion oder Kolonisierung mit spezifischen Patho-
genen sowie eine Behandlung mit Antiinfektiva innerhalb der letzten drei Monate
von Interesse. Aullerdem mussen Faktoren wie der Aufenthaltsort des Patienten
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zum Zeitpunkt der Infektion (z.B. kommunaler Bereich, Versorgungseinrichtung
fur chronisch Kranke, Akutversorgungshospital), die lokale Pathogenpravalenz
und die lokale Resistenzlage dieser Pathogene in der Therapiewahl bertcksich-
tigt werden. Auch die Reiseanamnese sollte immer erhoben und in die Entschei-
dung miteinbezogen werden. Aulerdem sollte die Indikation einer zusatzlichen
kalkulierten antimykotischen oder antiviralen Therapie bei Risikopatienten ge-
pruft werden (Brunkhorst et al., 2018).

Far die meisten Infektionen empfiehlt sich eine antimikrobielle Behandlungsdauer
von 7 bis 10 Tagen, bei einer Sepsis mit Staphylococcus-aureus Bakteriamie
sollte dagegen eine langere Behandlungsdauer von mind. 14 Tagen erfolgen. Bei
Patienten mit verzogertem Therapieansprechen, mit persistierenden Infektions-
herden, mit bestimmten Pilz- und Virusinfektionen oder mit Immundefizienz ist
ebenfalls haufig eine langere Behandlungsdauer notwendig (Brunkhorst et al.,
2018).

Eine klrzere Behandlungsdauer ist dagegen bei Patienten mit schnellem Klini-
schen Therapieansprechen, nach einer effektiven Fokuskontrolle bei intraabdo-
minaler oder urogenitaler Sepsis und bei anatomisch unkomplizierter Pyelone-
phritis moglich. Hierbei konnen Messungen des PCT-Werts wahrend des Krank-
heitsverlaufes dabei helfen, die Dauer der antimikrobiellen Therapie bei Sepsis-

Patienten medizinisch sinnvoll zu verkirzen (Brunkhorst et al., 2018).

Da die Deeskalation der antimikrobiellen Therapie in mehreren Beobachtungs-
studien mit einer Verbesserung der Uberlebensrate assoziiert war (Garnacho-
Montero et al., 2014; C. H. Weiss, Persell, Wunderink, & Baker, 2012), sollte au-
Rerdem eine tagliche Beurteilung hinsichtlich der Moglichkeit zur Deeskalation
der kalkulierten antimikrobiellen Therapie erfolgen. Dies wird insbesondere durch
die Isolierung eines oder mehrerer infizierender Mikroorganismen im Verlauf
ermoglicht und sollte dann moglichst zeitnah erfolgen. Bei klinischer Verbesse-
rung des Patienten innerhalb der ersten 72 Stunden sollte auch ohne Erreger-
nachweis eine initiale Kombinationstherapie auf eine Monotherapie deeskaliert
werden (Brunkhorst et al., 2018). Die Deeskalation der antimikrobiellen Therapie

ist aullerdem mit weniger Resistenz-Selektionsdruck, weniger Nebenwirkungen
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und geringeren Kosten verbunden (Pollack et al., 2016). Falls hinreichend nach-
gewiesen werden kann, dass keine Infektion vorliegt, sollte die antimikrobielle
Therapie daher unverziglich beendet werden (Brunkhorst et al., 2018).

Ebenso wichtig wie eine bestmaogliche antimikrobielle Therapie ist eine frihe und
moglichst umfassende Fokuskontrolle zur Eindammung des Infektionsgesche-
hens. Fundamentale Prinzipien der Fokuskontrolle beinhalten zum einen die
schnelle Identifikation des Infektionsherdes und zum anderen dessen potenzielle
chirurgische oder interventionelle Sanierung. ,Zu den Infektionsherden, die gut
auf FokuskontrollmalRnahmen ansprechen, gehdren intraabdominale Abszesse,
gastrointestinale Perforationen, Darmischamie oder Volvulus, Cholangitis,
Cholecystitis, mit einer Obstruktion oder einem Abszess verbundene Pyelone-
phritis, eine nekrotisierende Weichteilinfektion, andere tiefe Infektionen (z.B.
Empyem oder septische Arthritis) sowie Infektionen von Implantaten (Brunkhorst
et al., 2018).“ Auch intravaskulare Zugange konnen einen moglichen Ausgangs-
punkt fur eine Sepsis darstellen und sollten daher unverzuglich entfernt werden.
Generell sollten potentielle Infektionsherde so schnell wie moglich nach einer ini-
tialen Volumentherapie saniert werden (Azuhata et al., 2014; Bloos et al., 2014).
Bei der Auswahl geeigneter MaRnahmen zur Fokuskontrolle mussen die Vorteile
und Risiken einer spezifischen Intervention, das mit der Intervention verbundene
Transportrisiko und die Erfolgswahrscheinlichkeit der betreffenden MalRnahme

immer im Einzelfall abgewogen werden (Brunkhorst et al., 2018).

1.1.7.2 Supportive Therapie

Die supportive Therapie der Sepsis umfasst neben der hamodynamischen Sta-
bilisierung mithilfe einer geeigneten Volumentherapie und gegebenenfalls dem
Einsatz von kreislaufwirksamen Substanzen auch die Beatmung und Sedierung
von Sepsis-Patienten. Zusatzlich sollte eine regelmallige Blutzuckerkontrolle,
eine Thromboseprophylaxe und bei Bedarf auch eine Stressulkusprophylaxe so-
wie eine kunstliche Ernahrung des Patienten erfolgen (Brunkhorst et al., 2018).
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Eine fruhzeitige wirksame Flussigkeitstherapie ist von entscheidender Bedeutung
fur die Stabilisierung einer Sepsis-induzierten Gewebehypoperfusion oder eines
septischen Schocks. Im Rahmen der Notfallbehandlung sollte die initiale Flussig-
keitstherapie mit 30 ml/kg unter Verwendung von balancierten kristalloiden
Losungen innerhalb der ersten drei Stunden begonnen werden. Grundsatzlich
empfiehlt sich eine Flussigkeitstherapie nach dem ,Fluid-Challenge“-Prinzip, bei
der die Flussigkeitsgabe fortgesetzt wird, solange Zeichen einer Hypoperfusion
vorliegen. Eine Sepsis-induzierte Hypoperfusion kann sich durch eine akute Or-
gandysfunktion und/oder eine Verringerung des Blutdrucks sowie durch eine
Erhohung des Serumlaktats manifestieren (Brunkhorst et al., 2018). Da erhohte
Laktatwerte unabhangig von deren Ursache mit einem schlechteren Outcome
verbunden sind (Casserly et al., 2015), sollte bei Patienten, bei denen erhdhte
Laktatwerte infolge einer Gewebehypoperfusion vorliegen, die hamodynamische
Stabilisierung bis zu einer Normalisierung der Laktatwerte fortgefuhrt werden.
Der Einsatz von Albumin oder Gelatine sollte bei der Behandlung von Patienten
mit septischem Schock nur dann erfolgen, wenn eine adaquate Flussigkeitsthe-
rapie mit Kristalloiden nicht in der Lage ist die hamodynamische Stabilitat zu er-
reichen. In diesem Fall sollte Albumin oder Gelatine erganzend zur Flussigkeits-
therapie eingesetzt werden (Brunkhorst et al., 2018).

Sollte mithilfe einer Flussigkeitstherapie keine ausreichende hamodynamische
Stabilisierung maoglich sein, kommen kreislaufaktive Substanzen, insbesondere
Vasopressoren zum Einsatz, wobei bevorzugt Noradrenalin verwendet werden
sollte. Ein anfanglicher Zielwert fur den mittleren arteriellen Druck (MAP) von 65
mmHg sollte damit erreicht werden (Brunkhorst et al., 2018).

Je nach Schwere der Erkrankung kann eine Sedierung sinnvoll sein. Sowohl bei
einer kontinuierlichen oder einer diskontinuierlichen Sedierung bei beatmeten
Sepsis-Patienten sollte die Sedierung bis zu festgelegten Endpunkten minimiert
werden. Der Zielwert auf der Richmond Agitation Sedation Scale (RASS) fur alle
intensivmedizinisch behandelten Patienten ist aul3erhalb von speziellen Indikati-
onen 0/-1 (0: wach und ruhig, -1: schlafrig). Die Eingrenzung der Nutzung einer
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Sedierung bei kritisch erkrankten und gegebenenfalls beatmeten Patienten redu-
ziert die Dauer der mechanischen Beatmung und die Aufenthaltsdauer auf der
Intensivstation und im Krankenhaus und ermdglicht eine frihere Mobilisierung
(Brunkhorst et al., 2018).

Im Falle einer respiratorischen Insuffizienz sollten Sepsis-Patienten beatmet wer-
den. Ohne akutes Atemnotsyndrom (ARDS) erfolgt eine invasive Beatmung mit
einem Tidalvolumen von 6-8 ml/kg Standard-Korpergewicht. Mit ARDS sollte eine
Beatmung mit einem Tidalvolumen < 6 ml/kg Standard-Korpergewicht durchge-
fuhrt werden. Der endinspiratorische Atemwegsdruck sollte in beiden Fallen bei
< 30 cmH20, die inspiratorische Druckdifferenz bei < 15 cmH20 liegen. Aul3er-
dem sollte — mit Ausnahme von Patienten mit schwerem ARDS — fruhzeitig (in-
nerhalb der ersten 48 Stunden nach Intubation) auf eine unterstitzende Beat-
mung zur Ermdglichung von Spontanatmung deeskaliert werden (Brunkhorst et
al., 2018).

Bei der Behandlung von Intensivpatienten sollten Hyperglykamien, Hypoglyka-
mien und grof3e Schwankungen der Blutzuckerwerte vermieden werden, da dies
mit einer hoheren Mortalitat in Zusammenhang gebracht wurde (Finfer et al.,
2012; Siegelaar et al., 2010). Daher sollten die Blutzuckerwerte bei intensivme-
dizinisch behandelten Patienten alle ein bis zwei Stunden kontrolliert werden, bis
die Blutzuckerwerte und gegebenenfalls die Insulininfusionsraten stabil sind. Da-
nach sollte alle vier Stunden eine Kontrolle bei Patienten erfolgen, die Insulinin-
fusionen erhalten. Es sollte bevorzugt ein oberer Blutzuckerspiegel von < 180
mg/dl angestrebt werden. Bei Patienten mit Sepsis empfiehlt sich ein protokol-
lierter Ansatz fur das Blutzuckermanagement, bei denen die Insulingabe beginnt,
wenn zwei aufeinanderfolgende Messungen einen Blutzuckerspiegel von > 180

mg/dl ergeben (Brunkhorst et al., 2018).

Aufgrund der Immobilisierung sollten Sepsis-Patienten eine pharmakologische
Prophylaxe einer venosen Thromboembolie mittels unfraktioniertem Heparin
oder niedermolekularem Heparin erhalten, sofern keine Kontraindikationen in Be-

zug auf die Verwendung dieser Wirkstoffe vorliegen. AuRerdem sollten Patienten
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mit Sepsis oder septischem Schock, bei denen Risikofaktoren fur gastrointesti-
nale Blutungen vorliegen, eine Stressulkusprophylaxe mit Protonenpumpeninhi-
bitoren oder Histamin-2-Rezeptor-Antagonisten erhalten. Kritisch erkrankte Pati-
enten mit Sepsis oder septischem Schock konnen aufgrund einer eingeschrank-
ten gastrointestinalen Toleranz haufig nicht "voll" enteral ernahrt werden. Den-
noch sollten keine reine parenterale Ernahrung sondern eine kombiniert enteral
/ parenterale Ernahrung erfolgen, sofern keine Kontraindikationen fur eine enter-
ale Ernahrung vorliegen (z.B. unkotrollierte obere Gastrointestinalblutung,
Darmobstruktion oder -verschluss, etc.). Eine teilweise enterale Ernahrung sollte
moglichst frihzeitig innerhalb der ersten 48 Stunden nach Beginn der Sepsis ein-
geleitet werden und innerhalb der ersten sieben Tage entsprechend der metabo-
lischen und gastrointestinalen Toleranz gesteigert werden (Brunkhorst et al.,
2018).

1.1.7.3 Hydrocortison bei Sepsis

Corticosteroide werden seit Mitte des 20. Jahrhunderts zur Behandlung von Pa-
tienten mit schweren Infektionen eingesetzt. Ihr Nutzen-Risiko-Verhaltnis ist je-
doch nach wie vor umstritten (Annane et al., 2018). Dies hat laut einer Studie von
Bruno et al. zu einer erheblichen Heterogenitat in der klinischen Praxis US-ame-
rikanischer Arzte gefiinrt, wobei 28 % der Arzte der (subjektiven) Auffassung wa-
ren, dass Cortikosteroide das Uberleben bei septischem Schock verbessern, 27
% glaubten, dass dies nicht der Fall war, und 45 % der Arzte waren sich nicht
sicher (Bruno, Dee, Anderegg, Hernandez, & Pravinkumar, 2012).

Experimentelle und klinische Belege weisen allerdings darauf hin, dass die Sep-
sis unter anderem mit einer dysregulierten Reaktion der Hypothalamus-Hypophy-
sen-Nebennieren-Achse einhergeht, die sowohl die Cortisolproduktion als auch

die Cortisolverwendung durch die Zellen betreffen kann (Annane, 2016).

Klinische Studien kamen jedoch zu unterschiedlichen Ergebnissen bei der Frage,

ob der Einsatz von Hydrocortison das Uberleben von Sepsis-Patienten verbes-
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sern kann. In einer Studie aus dem Jahr 2002 verringerte eine 7-tagige Behand-
lung mit niedrig dosiertem Hydrocortison und Fludrocortison das Sterberisiko bei
Patienten mit septischem Schock und relativer Nebenniereninsuffizienz signifi-
kant (Annane et al., 2002). 2008 untersuchte eine weitere Studie den Einsatz von
Hydrocortison bei Patienten, die nach Flussigkeits- und Vasopressor-Therapie
hypoton blieben und deren Plasmacortisolspiegel nach der Verabreichung von
Corticotropin nicht entsprechend anstiegen. Hydrocortison verbesserte hier we-
der das Uberleben noch die Schockumkehr der Sepsis-Patienten. Allerdings
konnten beide Studien einen Behandlungsnutzen in Bezug auf den hamodyna-
mischen Status und die Organfunktion zeigten (Sprung et al., 2008).

Auch neuere Untersuchungen zeigten keinen Unterschied in der Zeit bis zur
Schockumkehr, der Krankenhausverweildauer und der Sterblichkeit von Patien-
ten mit septischem Schock, die mit Hydrocortison und Fludrocortison behandelt
wurden (Lock, Gutierrez, Hand, Barthol, & Attridge, 2023).

Die aktuelle S3-Leitlinie ,Sepsis — Pravention, Diagnose, Therapie und Nach-
sorge” von 2018 empfiehlt daher die Verwendung von intravendsem Hydrocorti-
son bei der Behandlung von Patienten mit septischem Schock nur fur den Fall,
dass eine adaquate Flussigkeitstherapie und hoch dosierte Vasopressor-Gaben
nicht in der Lage sind, die hamodynamische Stabilitat wiederherzustellen. In die-
sem Fall wird eine Dosis von 200 mg intravendsem Hydrocortison pro Tag emp-
fohlen (Brunkhorst et al., 2018).

1.1.7.4 Vitamin B1 bei Sepsis

Vitamin B1 ist ein entscheidender Co-Faktor bei der Glykolyse und der oxidativen
Decarboxylierung von Kohlenhydraten zur Energiegewinnung (Manzanares &
Hardy, 2011). Ein schwerer Mangel an Vitamin B1 kann entsprechend zu Fehl-
funktionen im aeroben Stoffwechsel und dadurch u.a. zum Anstieg von Laktat im
Blut oder Hypotension fuhren.

In verschiedenen Studien zeigten sich Hinweise darauf, dass kritisch kranke Pa-
tienten wahrend ihrer akuten Erkrankung einen Mangel an Vitamin B1 aufweisen
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oder entwickeln kdnnen (Aline et al., 2014; Cruickshank, Telfer, & Shenkin, 1988;
Donnino et al., 2010). Allerdings konnte kein Zusammenhang zwischen einem
Mangel an Vitamin B1 und der Mortalitat festgestellt werden (Aline et al., 2014).

Bei Donnino et al. verbesserte die Verabreichung von Vitamin B1 bei Patienten
mit septischem Schock und erhohtem Laktat aber weder die Laktatwerte noch
die Zeit bis zur Schockumkehr, die Schwere der Erkrankung und die Sterblichkeit
(Donnino et al., 2016).

1.2 PBMCs

Periphere mononukleare Blutzellen (engl. peripheral blood mononuclear cells,
PBMCs) werden haufig zum Vergleich der mitochondrialen Funktion bei Patien-
ten mit und ohne Sepsis verwendet (S. L. Weiss et al., 2022).

Stoffwechselstorungen bei Sepsis sind auf mitochondriale Schaden zurtckzufuh-
ren und tragen erheblich zu Organversagen und Sterblichkeit bei (Kraft, Chen,
Suliman, Piantadosi, & Welty-Wolf, 2019). Eine mitochondriale Dysfunktion in
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes wurde au3erdem mit einer Dysre-
gulation des Immunsystems bei Sepsis in Verbindung gebracht (S. L. Weiss et
al., 2015). AulRerdem konnte bereits gezeigt werden, dass PBMCs bei Patienten
mit Sepsis-Anzeichen eine mitochondriale Schadigung aufweisen, die proportio-
nal zu den zirkulierenden frihen proinflammatorischen Zytokinspiegeln ist (Kraft
et al., 2019).

Diese Aspekte zeigen an, dass die diversen Funktionen der PBMCs von beson-
derem Interesse fur die Erforschung der Sepsis sind.
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1.3 Zytokine

Das angeborene und adaptive Immunsystem des Menschen besteht aus Ef-
fektorzellen, die Zytokine (Interleukine, Interferone, Chemokine und zahlreiche
andere Mediatoren) produzieren (Jarczak & Nierhaus, 2022). Die charakteristi-
schen Merkmale von Zytokinen sind zum einen die Pleiotropie, d. h. die Fahigkeit
eines bestimmten Zytokins, viele verschiedene Zellen zu beeinflussen und unter-
schiedliche Wirkungen hervorzurufen, und zum anderen ihre Redundanz, d. h.
die Fahigkeit verschiedener Zytokine, dieselbe Wirkung zu erzielen. Einige Zyto-
kine kdnnen sich gegenseitig antagonisieren, andere Zytokine, die gleichzeitig
auf dieselben Zellen wirken, erzielen eine synergistische Wirkung. Eine weitere
Eigenschaft von Zytokinen ist die Fahigkeit, positive und negative Ruckkopplun-
gen zu induzieren (Gierlikowska, Stachura, Gierlikowski, & Demkow, 2022).

Normalerweise wird ein fragiles Gleichgewicht von entzindungsfordernden und
entzindungshemmenden Wirkungen durch komplexe Regulationsmechanismen
aufrechterhalten. Stérungen dieser Homdostase konnen zu komplizierten Ketten-
reaktionen fuhren, die eine massive Freisetzung von Zytokinen zur Folge haben.
Dies kann zu einer drastischen Selbstverstarkung verschiedener Ruckkopp-
lungsmechanismen fuhren, was letztendlich zu systemischen Schaden, Multior-

ganversagen oder Tod fuhren kann (Jarczak & Nierhaus, 2022).

Es wird angenommen, dass wahrend der Sepsis ein biphasischer Zustand der
Zytokine existiert, wobei sich ein anfanglicher hyperinflammatorischer Zustand
oder Zytokinsturm hin zu einem spateren hypoinflammatorischen Zustand bis hin
zur Immunparalyse wandelt (Angus & van der Poll, 2013; Cohen, 2002). Daruber
hinaus treten im Verlauf der Sepsis sowohl pro- als auch antiinflammatorische
Zytokine auf (Jekarl, Kim, Lee, Kim, & Kim, 2018) und auch auf Transkriptionse-
bene variieren sepsisbedingte Zytokine (B. M. Tang, Huang, & McLean, 2010).

Pro-inflammatorische Zytokine der IL-1- und TNF-Familie setzen eine Kaskade
von Ereignissen in Gang, indem sie die Freisetzung von Chemokinen induzieren
und den transendothelialen Transport von Immunzellen fordern (Striz, Brabcova,
Kolesar, & Sekerkova, 2014).
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SchlieBlich stellt das angeborene Immunsystem die Homoostase im verletzten
Gewebe durch Zytokine aus der IL-10- und TGF-Familie (Transforming Growth
Factor) wieder her, die hauptsachlich von Makrophagen freigesetzt werden und
die in der Lage sind regulatorische T-Zellen zu induzieren, die Produktion von
entzindungsfordernden Zytokinen zu hemmen und die Heilung des Gewebes
durch Regulierung der Ablagerung von extrazellularen Matrixproteinen und der
Angiogenese einzuleiten (Striz et al., 2014).

Von angeborenen Immunzellen produzierte Zytokine stellen dementsprechend
ein attraktives Ziel fur therapeutische Interventionen bei Patienten mit Sepsis,
aber auch anderen entzundlichen, rheumatoiden, autoinflammatorischen Syn-
dromen oder malignen Erkrankungen, die mit einer Uberschiel3enden Zytokinfrei-
setzung einher gehen konnen, dar (Striz et al., 2014; X. D. Tang et al., 2021).

131 IL-1B

Sobald das angeborene Immunsystem aktiviert ist, steuert es die Entzindungs-
reaktion, indem es proinflammatorische Zytokine wie Zytokine vom Typ IL-1, ins-
besondere IL-1p, ausschuttet. IL-1 vermittelt die Expression einer ganzen Reihe
von Genen, die an der sekundaren Entzindung beteiligt sind. Auf IL-1 reagie-
rende Gene koordinieren alle Aspekte der lokalen Entzindung, locken auch Zel-
len des adaptiven Immunsystems an den Infektionsherd und aktivieren diese dort
(Weber, Wasiliew, & Kracht, 2010).

Das Zytokin IL-1p ist also ein Schlusselmediator der Entzindungsreaktion, der
fur die Reaktion des Wirts und die Abwehr von Krankheitserregern zwar von gro-
Rer Bedeutung ist, bei chronischen Krankheiten und akuten Gewebeverletzun-
gen die Schaden aber auch verschlimmert (Lopez-Castejon & Brough, 2011).

1.3.2 TNF

TNF ist ein Zytokin mit vielen verschiedenen wichtigen Funktionen, das sowohl
in der Homoostase als auch der Pathogenese von Krankheiten eine Rolle spielt.
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TNF ist fur die optimale Abwehr von Krankheitserregern, die Organogenese und
Entwicklung (Architektur der Lymphorgane), die Geweberegeneration (neuronale
Remyelinisierung, Herzumbau, Knorpelregeneration), das Abklingen von Entzun-
dungen (Desensibilisierung von Makrophagen, Apoptose von Entzindungszel-
len) und die Einleitung der Gewebereparatur erforderlich (Kalliolias & lvashkiv,
2016).

TNF 16st aber auch Entzindungen durch die Induktion von Entzindungsmedia-
toren (Zytokine, Lipidmediatoren) und die Rekrutierung von Entzindungszellen
im Gewebe (Induktion von Chemokinen und Adhasionsmolekulen, Aktivierung
von Endothelzellen) aus und fordert das Uberleben von Entziindungszellen. Au-
Rerdem fordert TNF die Zerstorung von Gewebe durch die Induktion von gewe-
bezerstorenden Enzymen, der Apoptose und der Osteoklastogenese (Kalliolias
& Ivashkiv, 2016).

Eine unkontrollierte TNF-Produktion oder -funktion wird mit der Entstehung von
Entzindungskrankheiten wie Rheumatoider Arthritis, chronisch entzundlichen
Darmerkrankungen, Psoriasis, und vielen anderen entzundlich-rheumatischen

Erkrankungen in Verbindung gebracht (Kalliolias & Ivashkiv, 2016).

TNF-a ist im Rahmen einer Uberschieenden Zytokinfreisetzung bei Sepsis-Pa-
tienten in der Lage einen Schock und eine Gewebeschadigung auszulésen
(Chousterman et al., 2017). Bereits 1987 wurde die Wirkung von Anti-TNF-Anti-
korpern bei Bakteriamie an Affen untersucht. Eine Injektion von Anti-TNF-Anti-
korpern eine Stunde vor der bakteriellen Infektion schutzte die Affen vor einem
Schock, wahrend die Injektion von Anti-TNF-Antikbrpern zwei Stunden vor der
bakteriellen Infektion die Affen ebenso vor Schock, aber auch vor Funktionssto-
rungen der lebenswichtigen Organe, einer anhaltenden Stresshormonausschut-
tung und schlie8lich dem Tod schutzte, die bei einer Injektion eine Stunde vor
der bakteriellen Infektion noch aufgetreten waren (Tracey et al., 1987).

Therapien, die darauf abzielen, die Entzindungsreaktion bei Sepsis zu hemmen,
wurden nach vielversprechenden Ergebnissen der Tiermodelle auch in zahlrei-
chen klinischen Studien mit Tausenden von Patienten getestet; allerdings konnte

in keiner dieser Studien ein klarer Hinweis auf Wirkeffizienz gefunden werden
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(Freeman & Natanson, 2000). Daher ist beim Menschen die Rolle der Anti-TNF-

a-Therapie bei schwerer Sepsis und septischem Schock nach wie vor umstritten.

Auf die Effekte von TNF bei Krebserkrankungen wird an dieser Stelle nicht ein-

gegangen.

1.3.3 MCP-1

MCP-1, auch bekannt als CC-Motiv-Chemokin-Ligand 2 (CCL2), gehort zur Fa-
milie der CC-Chemokine. Es spielt eine wichtige Rolle im Entzindungsprozess,
indem es andere Entzindungsfaktoren / Zellen anlockt (Yan Li et al., 2022) oder
ihre Expression verstarkt. Durch diesen Hauptmechanismus der Migration und
Infiltration von Entzindungszellen wie Monozyten / Makrophagen und anderen
Zytokinen am Ort der Entzindung fuhrt es zum Fortschreiten vieler Erkrankungen
(Singh, Anshita, & Ravichandiran, 2021). Genetische MCP-1 / CCL2-Polymor-
phismen konnten bereits mit der Anfalligkeit fur Sepsis und deren Entwicklung in
Verbindung gebracht werden (He et al., 2017).

1.34 IL-6

IL-6 ist ein IGslicher Mediator mit vielen verschiedenen Wirkungen auf Entzin-
dungen, Immunreaktionen und Hamatopoese. Im Verlauf der Forschung wurden
verschiedene Funktionen nachgewiesen und entsprechend ihrer biologischen
Aktivitat benannt, bei denen sich spater herausstellte, dass sie alle von demsel-
ben Molekul — IL-6 — ausgehen. Dazu zahlen der B-Zell-stimulierender Faktor 2,
welcher die Differenzierung aktivierter B-Zellen in Antikorper-produzierenden Zel-
len induziert (Kishimoto 1985), der Hepatozyten-stimulierender Faktor, der die
Akutphasenproteinsynthese in Hepatozyten induziert oder IFN-$2 mit seiner an-
tiviralen IFN-Aktivitat, sowie einige weitere (Tanaka, Narazaki, & Kishimoto,
2014).
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1.3.5 IL-8

IL-8 wird von Phagozyten und mesenchymalen Zellen produziert, die Entzun-
dungsreizen (z. B. IL-1 oder TNF) ausgesetzt sind, und aktiviert Neutrophile, in-
dem es u.a. Chemotaxis und Exozytose auslost. In vivo fuhrt IL-8 zu einer mas-
siven Anhaufung von Neutrophilen an der Injektionsstelle. IL-8 und andere ver-
wandte Zytokine werden in verschiedenen Geweben bei Infektionen, Entzindun-
gen, Ischamie, Traumata usw. gebildet und sind vermutlich die Hauptursache flr
die lokale Ansammlung von neutrophilen Granulozyten (Baggiolini & Clark-Lewis,
1992).

1.3.6 IL-10

Das Zytokin IL-10 ist ein wichtiger entzindungshemmender Mediator, der den
Wirt vor UberschieBenden Reaktionen auf Krankheitserreger und Mikrobiota
schitzt und auch in anderen Bereichen wie sterile Wundheilung, Autoimmunitat,
Krebs und Homoostase eine wichtige Rolle spielt. IL-10 hemmt dabei sowohl die
lokale Zytokin- und Chemokinproduktion als auch die Antigenprasentation. Das
breite Spektrum an IL-10-produzierenden und IL-10-responsiven Zellen bietet
dem Immunsystem die Moglichkeit, die Immunantwort in verschiedenen Situati-
onen und in verschiedenen Geweben zu regulieren. Seine gegensatzlichen kon-
textspezifischen entzindungshemmenden und stimulierenden Wirkungen ma-
chen die therapeutische Beeinflussung von IL-10 jedoch zu einer Herausforde-
rung (Saraiva, Vieira, & O’Garra, 2020).

1.3.7 IL-18

IL-18 ist ein proinflammatorisches Zytokin mit vielen verschiedenen Funktionen,
das zur IL-1-Familie gehort. IL-18 reguliert z.B. unterschiedliche Differenzierun-
gen von T-Zellen (z.B. CD4+ T-Zellen) und naturlichen Killerzellen (Vecchié et
al., 2021). AuRerdem stimuliert IL-18 CD4+ T-Zellen und naturliche Killerzellen
zur Produktion von IL-3, IL-9 und IL-13, sowie Mastzellen und Basophile zur Pro-

duktion von IL-4, IL-13 und weiteren chemischen Mediatoren wie Histamin
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(Yasuda, Nakanishi, & Tsutsui, 2019). Die IL-18-vermittelte Entzindung wurde
weitgehend in Tiermodellen fur bakterielle, virale, parasitare und Pilzinfektionen
untersucht, die zeigen, dass entweder eine Uberproduktion von IL-18 durch den
Wirt oder eine Uberempfindlichkeit des Wirts gegenlber IL-18 zu einer Giberma-
Rigen Entzundungslast und damit zu Gewebeschaden fuhren kann (Vecchié et
al., 2021).

1.3.8 IL-23

IL-23 ist ein Zytokin, das hauptsachlich von Makrophagen und dendritischen Zel-
len freigesetzt wird. Diese Freisetzung von IL-23 erfolgt wahrend einer Krankheit
sehr rasch. Strategien zur gezielten Bekampfung dieser Mediatoren mit neutrali-
sierenden Antikorpern wahrend der experimentellen Sepsis bei Nagetieren ha-
ben sich als wirksam erwiesen und zu einer Verbesserung der Uberlebenschan-
cen gefuhrt (Bosmann & Ward, 2012). Wahrend einer Sepsis beim Menschen
war die mRNA-Menge fur IL-23 im peripheren Blut hoher als bei gesunden Per-
sonen (O’'Dwyer et al., 2008). Dennoch ist derzeit nicht klar, ob sich die Verbes-
serung der Uberlebenschancen bei Sepsis durch IL-23-Antikérper auch beim
Menschen bestatigen lasst (Bosmann & Ward, 2012). Eine IL-23-Rezeptor-Mu-
tation wurde auRerdem mit der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen in Ver-
bindung gebracht (Rueda et al., 2008) und monoklonale Antikorper gegen IL-23
sind bereits fur die Behandlung von Autoimmunerkrankungen wie Psoriasis zu-

gelassen worden (Griffiths et al., 2010).
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1.4 Ascorbat / Vitamin C’

Vitamin C ist ein fur den Menschen essenzieller Mikronahrstoff mit vielfaltigen
Funktionen, die mit seiner Fahigkeit, Elektronen zu spenden, zusammenhangen.
Es ist ein starkes Antioxidans und ein Cofaktor fur eine Familie von biosyntheti-
schen und genregulierenden Enzymen (Carr & Maggini, 2017).

Vitamin C tragt zur Immunabwehr bei, indem es verschiedene zellulare Funktio-
nen sowohl des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems unterstutzt.
Vitamin C unterstutzt die epitheliale Barrierefunktion gegen Krankheitserreger
und fordert die Antioxidationsfahigkeit der Haut, wodurch es potenziell vor oxida-
tivem Umweltstress (z.B. reaktive Sauerstoffspezies) schutzt (Carr & Maggini,
2017; Dietrich et al., 2021).

Vitamin C akkumuliert in phagozytischen Zellen wie Neutrophilen und kann die
Chemotaxis, die Phagozytose, die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und letzt-
lich die Abtotung von Mikroorganismen fordern. Es wird auch fur die Apoptose
und den Abtransport der verbrauchten Neutrophilen von den Infektionsherden
durch Makrophagen bendtigt, wodurch die Nekrose und mogliche Gewebescha-
den verringert werden (Carr & Maggini, 2017).

Ein Vitamin-C-Mangel flihrt zu einer Beeintrachtigung der Immunitat und einer
hoheren Anfalligkeit fur Infektionen. So ist es nicht verwunderlich, dass kritisch
kranke Patienten haufig erniedrigte Konzentrationen an Vitamin C im Plasma zei-
gen. Zusatzlich wirken sich Infektionen wiederum, aufgrund verstarkter Entzin-
dungen und metabolischer Anforderungen, erheblich auf den Vitamin-C-Spiegel
aus (Carr & Maggini, 2017). Allerdings kann Vitamin C vom menschlichen Orga-
nismus nicht synthetisiert werden und muss daher mit der Nahrung aufgenom-

men werden (Dietrich et al., 2021).

Anmerkung:

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden die bisher synonym verwendeten Begriffe Ascorbat/
Vitamin C durch den Begriff Vitamin C ersetzt.
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Dagegen scheint eine Supplementierung mit Vitamin C in der Lage zu sein, so-
wohl Infektionen der Atemwege als auch systemische Infektionen positiv beein-
flussen zu konnen. Die prophylaktische Vorbeugung von Infektionen erfordert
eine orale Vitamin-C-Zufuhr in einer Menge von 100-200 mg/Tag, die mindes-
tens ausreichende, wenn nicht sogar sattigende Plasmaspiegel gewahrleistet,
die die Zell- und Gewebespiegel optimieren (Carr & Maggini, 2017).
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1.5 Ziel dieser Arbeit

In Deutschland liegt die Letalitat der Sepsis nach wie vor bei ca. 25 %. Die jahr-
lichen Kosten fur die Behandlung der Sepsis sowie deren umfassende Folgen
weisen allein in Deutschland einen Betrag von rund 8 Milliarden Euro pro Jahr
auf (Fleischmann et al., 2016).

Aufgrund des breiten Erregerspektrums und der dadurch bedingten stark hetero-
genen Krankheitserscheinungen der Sepsis ist es bislang nicht moglich, eine ein-
heitliche Therapie / Standardtherapie zur Behandlung der Sepsis zu definieren
(Singer, M. et al., 2016). Die Weiterentwicklung neuartiger Ansatze der Sepsis-
Therapie stellt also eine zentrale Aufgabe der aktuellen medizinischen Forschung
dar.

In Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe der Division of Pulmonary and Critical
Care Medicine, Eastern Virginia Medical School, Norfolk, VA, USA, zeigte die
Kombination von Vitamin C, Thiamin (Vitamin B1) und Hydrocortison in einer
Fallserie erste Hinweise auf eine signifikant reduzierte Sterblichkeit von Sepsis-
Patienten (Marik, Khangoora, Rivera, Hooper, & Catravas, 2017).

Vor diesem Hintergrund bestand das Ziel dieser Arbeit darin einen moglichen
Beitrag von Vitamin C zur Therapie bei Sepsis, zunachst unter in vitro Bedingun-
gen, zu untersuchen. Dazu sollte in einem ersten Teil die Wirkung von Vitamin C
in Abhangigkeit der eingesetzten Konzentrationen auf das Zytokin-Profil von
PBMCs getestet werden. Dabei wurden bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) als
etablierter Sepsis-Stimulus verwendet (Dickson & Lehmann, 2019). Anschlie-
Rend sollte ein Wirkungsvergleich der zuvor optimierten Dosis (s.0.) der Vitamin
C-Therapie mit der alternativen Applikation von Hydrocortison bzw. Vitamin B1

erfolgen.
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In einem weiteren Schritt sollten dann auch Kombinationen von Vitamin C mit
diesen in der Sepsis-Therapie bereits etablierten Medikamenten bzgl. ihres Ef-
fektes auf das Zytokin-Profil von PBMCs evaluiert werden. Die Beurteilung der
Wirkung von Vitamin C sowie von Hydrocortison und Vitamin B1 auf das Immun-
system erfolgte dabei Uber die Messung der Sezernierung verschiedener Stan-
dard-Zytokine (definiert im LEGENDplex™ Zytokin-Panel).

Folgende Fragestellungen sollten somit in dieser Arbeit untersucht werden:

1. Geht von Vitamin C ein zytotoxischer Effekt auf Zellen des Immunsystems

aus?

2. Gehtvon Vitamin C ein Zytokin-alterierender Effekt auf Zellen des Immun-

systems aus?

3. Wie wirkt sich Vitamin C auf Zellen des Immunsystems aus, wenn diese

zuvor mit bakteriellen LPS stimuliert wurden?

4. Bei welchen Konzentrationen zeigt Vitamin C einen Effekt bzgl. der Zyto-
kin-Muster von Zellen des Immunsystems, die zuvor mit LPS stimuliert

wurden?

5. Wie verhalt sich Vitamin C im Vergleich zu Hydrocortison oder Vitamin B1
bzgl. der im LEGENDplex™ Zytokin-Panel definierten Zytokine?

6. Welchen Effekt haben verschiedene Kombinationen von Vitamin C, Hyd-
rocortison und Vitamin B1 auf die Zytokin-Muster von Zellen des Immun-

systems, die zuvor mit LPS stimuliert wurden?
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2 Material und Methoden

2.1

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien / Reagenzien

Chemikalien / Reagenzien

Chemikalien

Material und Methoden

Hersteller

-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

2-Mercaptoethanol (50 mM)

Life technologies Corp., Paisley,
UK

5x Reverse Transkriptase Puffer

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Desinfektionsmittel Softasept® N

B. Braun Melsungen AG, Melsun-
gen, Deutschland

Desinfektionsmittel Sterilium® med

BODE Chemie GmbH, Hamburg,
Deutschland

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Fetal Bovine Serum (FBS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ficoll-Paque™ Plus

GE Healthcare UK Limited, Little
Chalfont, UK

Gibco™ Penicillin-Streptomycin

Gibco, UK

Isopropanol

Honeywell, Moris Plains, USA

LPS von E. coli

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Nuclease-freies Wasser

Promega, Madison, USA

RNase-freies Wasser

Promega, Madison, USA

RPMI (Roswell Park Memorial Institute)

Medium 1640 (1X) + GlutaMAX + HEPES

Gibco, UK

Sekusept® PLUS

Ecolab, Disseldorf, Deutschland

Trypan Blue

Invitrogen, Eugene, USA
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2.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Material und Methoden

Hersteller

24-\Well-Platten

TPP, Trasadingen, Schweiz

96-Well-Platten (Rundboden)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

96-Well-Platten (V-Bottom, Polypro-
pylen)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Einmalhandschuhe, nicht-steril

Ansell, MUinchen, Deutschland

Etiketten Cryo-Babies®

Diversified Biotech, Dedham, USA

Falcon® 15 ml Zentrifugenréhrchen

Corning Inc., Corning, USA

Falcon® 50 ml Zentrifugenréhrchen

Corning Inc., Corning, USA

Leukosep™ Rohrchen 12 ml, steril

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Pasteurpipetten

Wilhelm Ulbrich GdbR, Bamberg,
Deutschland

Pipettenspitzen mit Filter (TipOne®),
200 pl, 100 pl, steril

Starlab Group, Hamburg, Deutsch-
land

Pipettenspitzen mit Filter,
10 pl, steril

PEQLAB, WWR International,
Darmstadt, Deutschland

Pipettenspitzen mit Filter,
1250 pl, 1000 pl, steril

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Reaktionsgefal® 0,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefal® 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefal 5 mi

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Rundboden-Rohrchen fur Durchfluss-
zytometrie, 5 ml

Corning Inc., Corning, USA

S-Monovette®, EDTA, 9 ml

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Safety-Multifly®-Kaniile

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Stabpipetten mit Filter (Costar®),
50 ml, 25 ml, 10 ml, 5 ml, steril

Corning Inc., Corning, USA

Zahlkammer, automatisiert
,Countess™ cell counting chamber
slides”

Invitrogen, Eugene, USA
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Zahlkammer, manuell

Material und Methoden

,Disposable Hemocytometer Chips NanoEnTek Inc., Waltham, USA

(Neubauer improved)”

Zellsieb (40 pm)

2.3 Gerate

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Geréte

Gerate

Hersteller

BD LSR |l flow cytometer

BD Biosciences, San Jose, USA

Brutschrank

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Lichtmikroskop

Olympus Optical Co. Ltd., Japan

LightCycler® 96

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland

Peltier Thermocycler

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Pipetten,
1000 pl, 200 pl, 100 pl, 10 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe ,Pipetboy”

INTEGRA Biosciences AG, Zizers,
Schweiz

Sterilwerkbank

Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

VARIOKLAV® 500E EC

H+P Labortechnik, Oberschleil3heim,
Deutschland

Vortexmischer ,Vibrofix VF1*

IKA®-Werke, Staufen, Deutschland

Wasserbad

GFL Gesellschaft flr Labortechnik mbH,
Burgwedel, Deutschland

Zahlautomat ,,Countess Il FL*

Life technologies Corp., Bothell, USA

Zentrifuge ,Biofuge fresco®

Kendro Laboratory Products, Osterode,
Deutschland

Zentrifuge ,Megafuge 2. OR"

Kendro Laboratory Products, Osterode,
Deutschland
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2.4 Kit-Systeme

Tabelle 4: Verwendete Kit-Systeme

Kit-Systeme

Material und Methoden

Hersteller

LEGENDplex™
Human Inflammation Panel 1

BioLegend Inc., San Diego, USA

RNeasy® Micro Kit

QUIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

2.5 Primer

Tabelle 5: Verwendete Primer fiir die cDNA-Synthese

Primer

Hersteller

Random Hexamer Primer

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Tabelle 6: Verwendete Primer fiir die qPCR

fd = forward, re = reverse

Primer Primer-Sequenz (5°'3") Hersteller

ACTBfd ttgttacaggaagtcccttgcc biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
ACTBre atgctatcacctcccctgtgtg biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
ATF 31d aagaggcgacgagaaagaaa biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
ATF 3re  tggagtcctcccattctgag biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
GAPDH fd atcgaccactacctgggcaa biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
GAPDH re ttctgcatcacgtcccgg biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
IL-23 fd gagccttctctgctcectgata biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
IL-23 re gactgaggcttggaatctgctg  biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
IL-6 fd cacagacagccactcacctc biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
IL-6 re ttttctgccagtgcctcttt biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
MCP 1 fd Zg:gécazc;cz:[cc biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
MCP 1re tcctgaacccacttctgcttgg biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
TBP fd tgcacaggagccaagagtgaa biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
TBPre cacatcacagctccccacca biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
TNF-afd  ctcttctgectgetgeactttg biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
TNF-are  atgggctacaggcttgtcactc  biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland

42



Material und Methoden

2.6 Nukleotide

Tabelle 7: Verwendete Nukleotide

Nukleotide Hersteller
Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
dNTPs tham, USA
2.7 Enzyme
Tabelle 8: Verwendete Enzyme
Enzyme Hersteller
Go Tag® qPCR 2x Master Mix Promega, Madison, USA
. . Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Maxima Reverse Transkriptase USA

2.8 Medikamente und Wirkstoffe

Tabelle 9: Verwendete Medikamente und Wirkstoffe

Medikamente Hersteller

Hydrocortison Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Pascoe pharmazeutische Praparate GmbH,

in®
Pascorbin GieRen, Deutschland

Pascoe pharmazeutische Praparate GmbH,

. . : ®
Vitamin B1 Injektopas GieRen, Deutschland

2.9 Zusammensetzung von Zellkulturmedien und Puffern

Tabelle 10: Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien / Puffer

Losung Zusammensetzung

RPMI Medium + GlutaMAX + HEPES 500 ml
RPMI-164O Me- FBS 10 %
dium

Penicillin-Streptomycin 1%
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2.10 Software

Tabelle 11: Verwendete Software

Software Hersteller

FACSDiva™ BD Biosciences, San Jose, USA

GraphPad Prism v 8.4 GraphPad Software, San Diego, USA
LEGENDplex™ v 8.0 BioLegend Inc., San Diego, USA

LightCycler® 96 E(;Zhe Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutsch-
Microsoft® Excel Microsoft Corp., Redmond, USA

Microsoft® Power Point Microsoft Corp., Redmond, USA

Microsoft® Word Microsoft Corp., Redmond, USA
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2.11 Isolierung von PBMCs

Das Immunsystem besteht aus vielen verschiedenen, sehr spezialisierten Zell-
populationen, die im Rahmen der Immunabwehr unterschiedliche Aufgaben
ubernehmen. Um die unterschiedlichen Immunzell-Populationen in der Zellkultur
moglichst umfangreich abzubilden, wurden aus humanem Blut von insgesamt
zwolf gesunden Spendern (sechs davon weiblich, sechs mannlich) PBMCs iso-
liert und in vitro als Modell-System verwendet.

Seitens der Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultat der Eberhard Karls
Universitat und am Universitatsklinikum Tubingen wurde mit Datum 30.04.2020
die Entnahme und Verwendung des Blutes von freiwilligen Spendern zur Isolie-
rung von humanen PBMCs gemal Prufplan vom 16.03.2020 zustimmend bewer-
tet (Projekt-Nummer: 208/2020B0O2).

Zunachst wurden dem jeweiligen Spender Blut in 2-3 S-Monovetten® (EDTA,
9 ml) abgenommen. Anschlieend wurden je 5 ml des Vollblutes in Leukosep™
Rohrchen (12 ml) pipettiert, die zuvor mit 3 ml Ficoll-Paque™ Plus befiillt und
kurz zentrifugiert wurden. Die beflllten Leukosep™ Réhrchen wurden dann fir
10 min bei 1000 g ohne Bremse zentrifugiert; dabei werden die verschiedenen
Blutzellen anhand ihrer Dichte separiert.

Es entstehen folgende Schichten: die oberste Schicht besteht aus Blutplasma
und Thrombozyten; darunter befindet sich die PBMC-Schicht; direkt um die
Trennscheibe befindet sich das Ficoll-Paque™ Plus und unter der Trennscheibe

lagert sich die Erythrozyten-Fraktion ab.
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Abbildung 4: Auftrennung der Zell-
schichten nach Zentrifugation des Voll-
blutes in Leukosep™ Rdhrchen

Die oberste Schicht besteht aus Blut-
plasma und Thrombozyten (). Darunter
befindet sich die PBMC-Schicht (). Direkt
Plasma um die Trennscheibe () befindet sich das
+ Thrombozyten Ficoll-Paque™ Plus ( ) und unter der
Trennscheibe lagert sich die Erythrozyten-
Fraktion (Ji]) ab.

PBMCs = peripheral blood mononuclear
cells.

PBMCs

Ficoll-Paque™ Plus

Trennscheibe

Erythrozyten

Die PBMC-Schicht wurde dann mit Hilfe einer Pasteurpipette abgenommen und
in ein (mit 20 ml PBS befiillites) 50 ml Falcon® Zentrifugenréhrchen tGberfiihrt und
mit PBS auf 50 ml aufgefillt. Dieses Falcon® Zentrifugenréhrchen wurde an-
schlieRend fir 10 min bei 690 g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand ab-
gesaugt und das Zellpellet in 10 ml PBS resuspendiert.

Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt, bis insgesamt drei Zentrifugationen bei
690 g erreicht wurden. Danach erfolgte die Resuspension mit 7 ml RPMI Medium
(Zusammensetzung siehe Tabelle 10). Die Zelllosung wurde anschlie3end uber
ein Zellsieb in ein weiteres 50 ml Falcon® GefaR Uberfiihrt und das Zellsieb mit 3

ml RPMI Medium nachgespuilt.

Im Anschluss an die PBMC-Isolierung wurden sowohl die Zellzahl pro ml als auch
die Zellviabilitat mittels des ,,Countess Il FL Automated Cell Counter” gemessen.
Dazu wurde die Zellldsung 1:10 mit RPMI Medium verdunnt, 1+1 mit Trypanblau
vermischt und dann in die Kammer eines ,Countess™ cell counting chamber sli-

des” pipettiert.

46



Material und Methoden

2.12 Versuchsaufbau zur Testung verschiedener Pascorbin®-

Konzentrationen bei LPS-Stimulierung

Zur Testung verschiedener Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulierung
(Versuchsreihe I) wurden insgesamt acht Behandlungsgruppen (siehe Abbildung
5) definiert, die an PBMCs von insgesamt zwolf gesunden Spendern angewendet
wurden. Davon waren sechs Spender mannlich und sechs Spenderinnen weib-
lich.
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Die erste Behandlung (B1) stellt die Kontrolle dar, bei der die Zellen ausschliel3-
lich mit RPMI Medium (Zusammensetzung siehe Tabelle 10) behandelt wurden.
Bei der zweiten Behandlung (B2) wurde den PBMCs LPS in einer Konzentration
von 10 ng/ml zugegeben. Dieser Wert dient als Vergleichswert fur die Gruppen
B6-B8, bei denen LPS mit verschiedenen Pascorbin®-Konzentrationen kombi-
niert wurde. In den Behandlungsgruppen B3-B5 wurden drei verschiedene Pas-
corbin®-Konzentrationen ohne LPS-Stimulation an PBMCs untersucht. Die Grup-
pen B3 und B6 wurden mit 0,2 mM Pascorbin® behandelt, die Gruppen B4 und
B7 mit 1 mM Pascorbin® und die Gruppen B5 und B8 mit 2 mM Pascorbin®.

Behandlungsgruppen Versuchsreihel
B1 500.000 PBMCs + Medium (Kontrolle)
B2 500.000 PBMCs + LPS (10 ng/ml)
B3 500.000 PBMCs + Pascorbin® (0,2 mM)
B4 500.000 PBMCs + Pascorbin® (1 mM)
B5 500.000 PBMCs + Pascorbin® (2 mM)
B6 500.000 PBMCs + LPS (10 ng/ml) + Pascorbin® (0,2 mM)
B7 500.000 PBMCs + LPS (10 ng/ml) + Pascorbin® (1 mM)
B8 500.000 PBMCs + LPS (10 ng/ml) + Pascorbin® (2 mM)

Abbildung 5: Behandlungsgruppen Versuchsreihe |

Die Behandlung der PBMCs erfolgte in der ersten Versuchsreihe in acht Gruppen (jeweils in
Dupletts) mittels Inkubation fiir sechs Stunden. Die Gruppe B1 diente als Kontrolle und wurde
daher nur mit Medium behandelt. Die Gruppe B2 diente als Referenzwert zur Beurteilung der
Reaktion der PBMCs auf die Stimulation mit LPS. In den Gruppen B3 bis B5 wurden drei ver-
schiedene Pascorbin®-Konzentrationen bzgl. ihrer Effekte auf PBMCs untersucht. Im Vergleich
dazu wurden die Gruppen B6 bis B8 zusatzlich mit LPS stimuliert, um die Wirkung von Pascorbin®
bei Stimulation der PBMCs zu untersuchen. B = Behandlung; LPS = Lipopolysaccharid; PBMCs
= peripheral blood mononuclear cells.
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Alle Behandlungen wurden in Dupletts in einer 24-Well-Platte durchgefuhrt (siehe
Abbildung 6). Im Anschluss erfolgte eine Inkubation fur sechs Stunden bei 37 °C
und einer angefeuchteten Atmosphare mit 5 % CO..

e D
B1 B1 B2 B2
PBMCs PBMCs PBMCs PBMCs
+ Medium + Medium +LPS +LPS

B3
PBMCs

+0,2mM
Pascorbin

B3

PBMCs
+0,2mM
Pascorbin

B4
PBMCs
+1mM

Pascorbin

B4
PBMCs
+1mM

Pascorbin

B5 B5

PBMCs PBMCs
D +2mM +2 mM
Pascorbin Pascorbin

C L

Abbildung 6: Plattenlayout Versuchsreihe |

Gezeigt ist der Versuchsaufbau der Versuchsreihe |. Die PBMCs wurden entsprechend der Be-
handlungsgruppen aus Abbildung 5 in einer 24-Well-Platte jeweils in Dupletts mittels Inkubation
fiir sechs Stunden behandelt. B = Behandlung; LPS = Lipopolysaccharid; P. = Pascorbin®;
PBMCs = peripheral blood mononuclear cells.
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2.13 Versuchsaufbau zur Testung von Pascorbin® in Kombina-
tion mit ausgewahlten Sepsis-Medikamenten unter LPS-

Stimulierung

Zur Testung von Pascorbin® in Kombination mit anderen Sepsis-Medikamenten
unter LPS-Stimulierung (Versuchsreihe Il) wurden insgesamt neun Behandlungs-
gruppen (siehe Abbildung 7) definiert, die an PBMCs von insgesamt zwolf Spen-
dern angewendet wurden. Davon waren sechs Spender mannlich und sechs

Spenderinnen weiblich.
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Die erste Behandlung (B1) stellt die unbehandelte Kontrolle dar, bei der die Zellen
ausschlieRlich mit RPMI Medium (Zusammensetzung siehe Tabelle 10) behan-
delt wurden. Bei der zweiten Behandlung (B2) wurde den PBMCs LPS in einer
Konzentration von 10 ng/ml zugegeben; die Gruppe B2 entspricht also der stimu-
lierten Kontrolle. Der Gruppe B3 wurde zusétzlich 1 mM Pascorbin® zugefligt, um
Effekte, die ausschlieBlich von Pascorbin® erzeugt werden, erfassen zu kénnen.
Die Gruppen B4 bis B6 bilden die Kombination von Pascorbin® mit den Sepsis-
Medikamenten Vitamin B1 und Hydrocortison bzw. beiden Medikamenten. Die

Gruppen B7 bis B9 dienen dementsprechend als Referenz ohne Pascorbin®.

Behandlungsgruppen Versuchsreihell
B1 500.000 PBMCs + Medium (Kontrolle)
B2 500.000 PBMCs + LPS (10 ng/ml)
B3 500.000 PBMCs + LPS (10 ng/ml) + Pascorbin® (1 mM)
B4 500.000 PBMCs + LPS (10 ng/ml) + Pascorbin® (1 mM) + Vitamin B1 (1 uM)
B5 500.000 PBMCs + LPS (10 ng/ml) + Pascorbin® (1 mM) + Hydrocortison (2 uM)
B6 500.000 PBMCs + LPS (10 ng/ml) + Pascorbin® (1 mM) + Vitamin B1 (1 uM) + Hydrocortison (2 uM)
B7 500.000 PBMCs + LPS (10 ng/ml) + Vitamin B1 (1 uM)
B8 500.000 PBMCs + LPS (10 ng/ml) + Hydrocortison (2 uM)
B9 500.000 PBMCs + LPS (10 ng/ml) + Vitamin B1 (1 uM) + Hydrocortison (2 yM)

Abbildung 7: Behandlungsgruppen Versuchsreihe Il

Die Behandlung der PBMCs erfolgte in der zweiten Versuchsreihe in neun Gruppen (jeweils in
Dupletts) mittels Inkubation fiir sechs Stunden. Die Gruppe B1 diente als Kontrolle und wurde
daher nur mit Medium behandelt. Die Gruppe B2 diente als Referenzwert zur Beurteilung der
Reaktion der PBMCs auf die Stimulation mit LPS. In den Gruppen B3 bis B6 wurden die Kombi-
nation von Pascorbin® mit den Sepsis-Medikamenten Vitamin B1 und Hydrocortison bzgl. ihrer
Effekte auf PBMCs untersucht. Die Gruppen B7 bis B9 dienten als Referenz fiir die Gruppen B4
bis B6 und enthielten daher kein Pascorbin®. B = Behandlung; LPS = Lipopolysaccharid; PBMCs
= peripheral blood mononuclear cells.

Alle Behandlungen wurden in Dupletts in einer 24-Well-Platte durchgefuhrt (siehe
Abbildung 8). Im Anschluss erfolgte eine Inkubation fur sechs Stunden bei 37 °C
und einer angefeuchteten Atmosphare mit 5 % CO..
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B1 B1 B2 B2
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Abbildung 8: Plattenlayout Versuchsreihe Il

Gezeigt ist der Versuchsaufbau der Versuchsreihe Il. Die PBMCs wurden entsprechend der Be-
handlungsgruppen aus Abbildung 7 jeweils in Dupletts in einer 24-Well-Platte mittels Inkubation
fur sechs Stunden behandelt. B = Behandlung; HC = Hydrocortison; LPS = Lipopolysaccharid; P.
= Pascorbin®; PBMCs = peripheral blood mononuclear cells; Vit. = Vitamin.
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2.14 Analyse von Zellzahl und Zellviabilitat nach Behandlung

Im Anschluss an die Behandlung wurden sowohl die Zellzahl pro ml als auch die
Zellviabilitat in % fur jede Behandlungsgruppe mittels des ,Countess Il FL Auto-
mated Cell Counter® automatisiert gemessen. Dazu wurden die Zellen in der 24-
Well-Platte nach 5:30 Stunden des Versuchs resuspendiert, 1+1 mit Trypanblau
vermischt und dann in die Kammer eines ,Countess™ cell counting chamber sli-

des” pipettiert.

2.15 Probengewinnung und -verwendung

Nach der Messung von Zellzahl und Zellviabilitéat der einzelnen Behandlungs-
gruppen wurde die Zelllésung jedes Wells in einem 1,5 ml Eppendorf Rohrchen
gesammelt und bei 4 °C fur 2 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Im Anschluss wurde
der Uberstand in vier Aliquots mit je 100 pl in 0,5 ml Eppendorf Réhrchen gesam-

melt.

Pro Spender ergeben sich bei acht Behandlungsgruppen in Versuchsreihe | da-
mit 16 Zellpellet-Proben und 64 Uberstand-Proben pro Spender; in Versuchs-
reihe Il ergeben sich aus neun Behandlungsgruppen insgesamt 18 Zellpellet-Pro-

ben und 72 Uberstand-Proben pro Spender.

Alle Proben wurden bei - 80 °C zwischengelagert. Die Zellpellet-Proben wurden
zur Isolierung von RNA, anschliellender cDNA-Synthese und darauffolgend der
Untersuchung der Expression verschiedener Gene mittels gPCR verwendet. Die
Uberstand-Proben wurden mittels LEGENDplex™ bearbeitet und anschlieend
durchflusszytometrisch gemessen.

53



Material und Methoden

2.16 Analyse von sezernierten Zytokinen

2.16.1 LEGENDplex™

Zur Analyse von sezernierten Zytokinen wurde der immunologische Multiplex-
Assay LEGENDplex™ der Firma BioLegend® verwendet. Mit dem ,Human In-
flammation Panel 1“ kdbnnen insgesamt 13 Zytokine (Tabelle 12) untersucht wer-
den. Der Multiplex-Assay basiert auf dem Sandwich-Prinzip, bei dem der Analyt
von zwei Antikorpern gebunden wird. Durch die Verwendung unterschiedlicher
sog. Beads konnen mehrere Analyten in der gleichen Probe bestimmt werden.

Die Beads sind fluoreszenz-markierte Partikel, die sich in ihrer Grol3e unterschei-
den. Anhand dessen konnen die Beads in zwei Populationen (A und B) eingeteilt
werden. Die Beadpopulation A umfasst die kleineren Beads; die Beadpopulation
B enthalt die grolReren Beads (Abbildung 9). Innerhalb einer Population konnen
die Beads zusatzlich anhand unterschiedlicher Fluoreszenzintensitaten unter-
schieden werden (Abbildung 10).

Tabelle 12: Analysierte Zytokine des LEGENDplex™ "Human Inflammation Panel 1"

Angegeben sind die Abkurzungen der Zytokine, die jeweils zugehdrige Bead-ID und die Aus-
gangskonzentration der Zytokine im unverdiinnten Standard (modifiziert nach: BioLegend, 2015).

Zytokin Bead ID Konzentration im Standard (pg/ml)
IL-18 A4 10.000
IFN-a2 A5 10.000
IFN-y A6 10.000
TNF-a A7 10.000
MCP-1 A8 10.000
IL-6 A10 10.000
IL-8 B2 10.000
IL-10 B3 10.000
IL-12p70 B4 10.000
IL-17A BS 2.500
IL-18 B6 10.000
IL-23 B7 10.000
IL-33 B9 25.000
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Unterscheidung der Bead-Populationen nach GroRe
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Abbildung 9: Unterscheidung der Bead-Populationen anhand ihrer GréRe

Anhand ihrer Grofle und Oberflachenbeschaffenheit kbnnen zwei Beadpopulationen unterschie-
den werden. Die Beads der Population A sind kleiner, die Beads der Population B sind grof3er.
Gemessen werden diese Unterschiede anhand des Vorwarts- und Seitwartsstreulichtes der ver-
schiedenen Beads. SSC-H = Seitwartsstreulicht (engl. side scatter height); FSC-H = Vorwarts-
streulicht (engl. forward scatter height) (modifiziert nach: BioLegend, 2015).

Unterscheidung der Beads nach Fluoreszenzintensitat
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Abbildung 10: Unterscheidung der Beads anhand ihrer Fluoreszenzintensitat

Innerhalb der Beadpopulationen kdnnen die einzelnen Beads anhand ihrer Fluoreszenzintensitat
unterschieden werden. Die Beadpopulation A (oben) umfasst sechs verschiedene Beads, die Be-
adpopulation B (unten) enthalt insgesamt sieben verschiedene Beads. FL4-H = Fluoreszenzkanal
4-Height (modifiziert nach: BioLegend, 2015).
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Auf der Oberflache der Beads befinden sich die jeweiligen Nachweisantikorper
(Abbildung 11 / 1.). Nach der Bindung der Beads an die jeweiligen Analyten er-
folgt die Bindung biotinylierter Detektionsantikorper an die Analyte. Durch die Zu-
gabe von Streptavidin-Phycoerythrin und dessen Bindung an den biotinylierten
Anteil der Detektionsantikorper, wird die Fluoreszenzintensitat der Analyten
gleichermal3en verstarkt und so die zur Messung notige Fluoreszenzintensitat
erreicht (Abbildung 11/ 2.). Die anschliel3ende Fluoreszenzmessung erfolgte mit-
tels Durchflusszytometrie (Abbildung 11/ 3.).
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Abbildung 11: Funktionsweise des Multiplex-Assays LEGENDplex™

Im ersten Schritt (1.) werden die Proben zu den Beads dazugegeben. Uber spezifische Antikorper
(Nachweisantikdrper) auf der Oberflache der Beads werden bestimmte Molekiile in der Probe an
unterschiedliche Beads gebunden. Im zweiten Schritt (2.) bindet ein biotinylierter Detektionsanti-
korper an die Molekle aus der Probe. Bei diesem sog. Sandwich-Prinzip wird das gesuchte Mo-
lekul von zwei verschiedenen Antikdrpern gebunden, dem Nachweis- und dem Detektionsanti-
kérper. Uber die Bindung von Streptavidin-PE (Phycoerythrin) wird die Fluoreszenz proportional
zur Menge der gebundenen Antikdrper erhéht. Dadurch wird eine quantitative Messung mittels
Durchflusszytometrie (3.) méglich. AnschlieRend kann nach der Ermittlung einer Standardkurve
die genaue Konzentration der Analyten (pg/ml) in der Probe mit Hilfe der LEGENDplex™ Analy-
sesoftware ermittelt werden. Ab = Antikdrper; PE = Phycoerythrin; APC = Allophycocyanin,
(https://lwww.biolegend.com/en-us/legendplex, Stand: 27.08.2019).

Abweichend von den Hersteller-Angaben wurde bei der Durchfuhrung des Kits
von allen Reagenzien auller dem Waschpuffer das halbe Volumen eingesetzt.
Im Anschluss wurden alle Proben 1+1 mit PBS verdinnt, um die Nachweisgrenze

einiger Zytokine nicht zu uberschreiten.
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2.16.2 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie kdnnen Zellen oder entsprechende Partikel (z.B.
die Beads) anhand ihrer optischen Eigenschaften und ihrer Fluoreszenz unter-

schieden und quantitativ gemessen werden.

Dabei passieren die Zellen bei variabler Flussrate einzeln einen Mikrokanal mit
einem Laserstrahl, wodurch die Zellen anhand ihrer optischen Eigenschaften un-
terschieden werden konnen (Abbildung 12). Die FSC-Diode (engl. forward scat-
ter) misst das Vorwartsstreulicht, das vom Volumen einer Zelle abhangt. Die
SSC-Diode (engl. side scatter) misst das Seitwartsstreulicht, das von der Gra-
nularitat der Zelle, also ihrer Oberflachenbeschaffenheit, abhangt.

Zusatzlich kann auch anhand der Fluoreszenz zwischen Zellen, die mit unter-
schiedlichen fluoreszenz-markierten Antikorpern markiert sind, unterschieden
werden. Dies erfolgt Uber verschiedene Fluoreszenzkanale. Das Messergebnis

ist dabei proportional zur Menge der gebundenen Antikorper.
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Abbildung 12: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers

it

Laser (light source)

Zellen passieren einen Mikrokanal mit einem Laserstrahl, wodurch die Zellen anhand ihrer opti-
schen Eigenschaften unterschieden werden kénnen. Das Vorwartsstreulicht (FSC) hangt vom
Volumen einer Zelle ab, das Seitwartsstreulicht (SSC) von dessen Oberflachenbeschaffenheit.
Zusatzlich kdnnen die markierten Zellen Gber verschiedene Fluoreszenzkanale differenziert wer-
den (Proserpio, Conti, & Oliviero, 2022).
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Fur beide Versuchsreihen wurde das Durchflusszytometer BD™ LSR Il mit der
Analysesoftware FACSDiva™ verwendet; es wurden hierfur jeweils 400 pl der
sog. Raw Beads verwendet (s. LEGENDplex™ Labor Manual). Zum Einstellen
der jeweiligen Zellpopulationen, die innerhalb einer frei wahlbaren Region liegen
("zum Gaten"), wurden entsprechende Grenzen gesetzt. Fur die beiden Fluores-
zenzfarbstoffe Phycoerythrin (PE) und Allophycocyanin (APC) wurde eine Wel-
lenlangenemission von 575-585 nm bzw. 660 nm konfiguriert. Uber die Einstel-
lung “300 events to record, 4000 events to display”“ wurde die Messung nach 300
Ereignissen automatisch angehalten und die Durchflussgeschwindigkeit automa-

tisch angepasst.

Durch die Ermittlung einer Standardkurve kann bei der Auswertung der Daten
mittels der LEGENDplex™ Analysesoftware (Version 8.0) die Konzentration der

Zytokine (pg/ml) bestimmt werden (Abbildung 11/ 4.).
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2.17 Analyse der Expression ausgewahlter Gene

2.17.1 RNA-Isolierung
21711 Versuchsreihe |

Die Isolierung der RNA aus Zellpellets erfolgte mit dem ,RNeasy Micro-Kit“ der
Firma Quiagen. Dabei wurden die Duplikate jeder Behandlungsgruppe eines
Spenders gepoolt und anschlieend zu jeder Probe 350 pl Lysepuffer mit g-Mer-
captoethanol zugegeben. Diese Losung wurde zum Aufbrechen der Zellen und
zur Homogenisierung der Probe 15-mal durch eine Spritze mit einer Kanule von
0,8 mm Durchmesser auf- und abgezogen. AnschlieRend wurden 350 ul 70 %
Ethanol zupipettiert und danach die Losung auf die ,RNeasy MinElute spin co-
lumn® (Saule) gegeben. Diese wurde bei 11.000 g fur 15 s zentrifugiert. Danach
wurden 350 yl ,RW1 Wash Buffer® zugegeben und fur 15 s bei 11.000 g zentrifu-
giert. Darauf folgte ein DNase-Verdau Uber 15 min bei RT, wobei jeweils 70 pl
,RDD Buffer® und 10 yl DNase auf die Saulen gegeben wurde. Im Anschluss
wurden 350 yl ,RW1 Wash Buffer® zugegeben und fur 15 s bei 11.000 g zentrifu-
giert. Im nachsten Schritt wurden 500 pl ,RPE Buffer® auf die Saule gegeben und
erneut fur 15 s bei 11.000 g zentrifugiert. Anschlief3end wurden 500 pl 80 % Etha-
nol auf die Saule gegeben und fur 2 min bei 11.000 g zentrifugiert. Die Saule
wurde dann fur 5 min bei 11.000 g trocken zentrifugiert. Daraufhin wurde die RNA
durch Zugabe von 16 pl RNase-freiem Wasser und einminutiger Zentrifugation
bei 11.000 g in einem neuen 1,5 ml Rohrchen eluiert. Die RNA wurde anschlie-
Rend bei - 80 °C gelagert.

217.1.2 Versuchsreihe Il

Fir die Versuchsreihe Il wurden die Zellpellets bei der Probengewinnung direkt
in jeweils 175 pl Lysepuffer bei - 80 °C gelagert. Die Isolierung der RNA erfolgte
anschliellend mit dem ,RNeasy Micro-Kit“ der Firma Quiagen. Dabei wurden die
Duplikate jeder Behandlungsgruppe eines Spenders gepoolt und die Zellen dabei
resuspendiert. Zum Aufbrechen der Zellen und zur Homogenisierung der Probe
wurden die Shredder-Saulen der Firma Quiagen verwendet. Die Zentrifugation
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erfolgte bei 11.000 g fur 2 min. Anschliel3end wurden 350 ul 70 % Ethanol dazu
gegeben und die Losung wurde auf die ,RNeasy MinElute spin column® (Saule)
transferiert. Diese wurde bei 11.000 g fur 15 s zentrifugiert. Danach wurden 350
pl ,RW1 Wash Buffer” zugegeben und fur 15 s bei 11.000 g zentrifugiert. Darauf
folgte ein DNase-Verdau bei RT uber 15 min, wobei jeweils 70 yl ,RDD Buffer*
und 10 yl DNase auf die Saulen gegeben wurden. Im Anschluss wurden 350 pl
,RW1 Wash Buffer zugegeben und fur 15 s bei 11.000 g zentrifugiert. Im nachs-
ten Schritt wurden 500 ul ,RPE Buffer” auf die Saule gegeben und erneut fur 15
s bei 11.000 g zentrifugiert. AnschlieRend wurden 500 ul 80 % Ethanol auf die
Saule gegeben und fur 2 min bei 11.000 g zentrifugiert. Die Saule wurde dann
fur 5 min bei 11.000 g trocken zentrifugiert. Daraufhin wurde die RNA durch Zu-
gabe von 16 yl RNase-freiem Wasser und einminutiger Zentrifugation bei 11.000
g in einem neuen 1,5 ml Rohrchen eluiert. Die RNA wurde anschliefend bei
- 80 °C gelagert.

2.17.2 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit je 12,5 pl RNA durchgefuhrt. Der Ansatz wurde
im ersten Schritt (siehe Tabelle 13) fur 10 min bei 70 °C im Thermocycler inku-
biert. Im Anschluss an das Annealing wurde der Ansatz auf Eis gestellt; es wur-
den unverzuglich 7,5 pl des Mastermixes (siehe Tabelle 14) hinzugefugt. Darauf
folgte der zweite Schritt der Synthese (siehe Tabelle 13). Die cDNA wurde bei
- 20 °C aufbewabhrt.

Tabelle 13: Reaktionsschritte der cDNA-Synthese

Reaktionsschritt Temperatur Dauer
Schritt 1: Annealing 70 °C 10 min

25°C 10 min
Schritt 2: cDNA-Synthese

50 °C 30 min
und Hitzeinaktivierung

85 °C 5 min
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Tabelle 14: Zusammensetzung des Mastermixes fiir die cDNA-Synthese pro Ansatz

Komponente Volumen
Nuclease-freies Wasser 1 ul

5x Reverse Transkriptase Puffer 4 ul
dNTPs (10 mM) 1yl
Hexamer Primer (100 yM) 1l
Reverse Transkriptase 0,5 ul

2.17.3 Quantitative PCR

Die kodierenden Sequenzen fur ATF 3, TNF-aund IL-6 (VR |) bzw. TNF-a, MCP

1, IL-6 und /L-23 (VR 1l) wurden aus cDNA mit folgendem PCR-Ansatz amplifi-
Ziert:

Tabelle 15: Reaktionsansatz fiir gPCR

Komponenten Volumen
cDNA 1l

Go Tag® qPCR 2x Master Mix 5 ul
Primer forward (10 uM) 0,2 ul
Primer reverse (10 uM) 0,2 pl
RNase freies Wasser 3,6 pl

Alle Proben wurden im 96-Kavitaten-Format mit dem LightCycler® 96-System der
Firma Roche analysiert (Programm siehe Tabelle 16). Die Amplifikation der
gPCR wurden in 40 Zyklen durchgefuhrt.
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Tabelle 16: Reaktionsschritte der qPCR

Reaktionsschritt Temperatur Dauer
Schritt 1: Inkubation 95 °C 3 min
95 °C 10s
Schritt 2: Amplifikation in
60 °C 10s
40 Zyklen
72 °C 10s
95 °C 10s
Schritt 3: Schmelzkurve 60 °C 10s
97 °C 1s

Schritt 4: Abkihlen auf 37 °C

Fur die Analyse der Daten wurde die LightCycler® 96-Software der Firma Roche
verwendet. Die Ergebnisse wurden gegen die Expression von B-Actin (ACTB)
und TATA-Box-Bindungsprotein (TBP) als Haushalts-Gene, die nicht reguliert
werden und daher weitestgehend unabhangig von aulReren Einflissen durch die

Zelle exprimiert werden, normalisiert.

2.17.4 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software GraphPad Prism
(Version 8.4); der jeweils verwendete Test wurde benannt. Die verschiedenen

Signifikanzniveaus sind in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Verwendete Signifikanzniveaus

Signifikanzniveau Symbol P-Wert
* <0,05
*% <
Statistisch signifikant < 0,01
< 0,001
< 0,0001
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3 Ergebnisse

Mit dieser Arbeit sollte der Einfluss von hochdosiertem Vitamin C in Kombination
mit Vitamin B1 und Hydrocortison in einem Modell mit menschlichen mononukle-
aren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) im Rahmen einer moglichen Sepsis-
Dreifachtherapie untersucht werden. Als Vitamin C-Quelle wurde das klinisch zu-
gelassene Praparat Pascorbin® der Firma Pascoe pharmazeutische Praparate
GmbH (GielRen) eingesetzt, das 7.5 g Ascorbinsaure in 50 ml einer Tragerldosung,
bestehend aus Natriumhydrogencarbonat und Wasser, fur Injektionszwecke ent-
halt. Weiter wurde zur Zytokin-Induktion eine standardisierte Lipopolysaccharid
(LPS)-Stimulation (10 ng/ml) als anerkannter und etablierter Sepsis-Stimulus ver-
wendet (Dickson & Lehmann, 2019).

Damit wurden folgende Fragestellungen in dieser Arbeit untersucht, die bereits
unter Abschnitt 1.5 Ziele der Arbeit aufgefuhrt wurden und an dieser Stelle zur
Ubersicht nochmals genannt werden sollen:

1. Geht von Vitamin C ein zytotoxischer Effekt auf Zellen des Immunsystems

aus?

2. Gehtvon Vitamin C ein Zytokin-alterierender Effekt auf Zellen des Immun-

systems aus?

3. Wie wirkt sich Vitamin C auf Zellen des Immunsystems aus, wenn diese

zuvor mit LPS stimuliert wurden?

4. Bei welchen Konzentrationen zeigt Vitamin C einen Effekt bzgl. der Zyto-
kin-Muster von Zellen des Immunsystems, die zuvor mit LPS stimuliert

wurden?

5. Wie verhalt sich Vitamin C im Vergleich zu Hydrocortison oder Vitamin B1
bzgl. der im LEGENDplex™ Zytokin-Panel definierten Zytokine?

6. Welchen Effekt haben verschiedene Kombinationen von Vitamin C, Hyd-
rocortison und Vitamin B1 auf die Zytokin-Muster von Zellen des Immun-

systems, die zuvor mit LPS stimuliert wurden?
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Anmerkung:

Teile der Daten dieser Promotionsarbeit wurden bereits im Jahr 2021 veroffent-
licht (Lauer et al., 2021); dementsprechend werden in dieser Promotionsarbeit
aus der englisch gefassten Originalarbeit von Lauer et al., 2021 Gbernommene
(und ins Deutsche Ubertragene) Textabschnitte sowohl mit "Anfuhrungszeichen"
als auch in kursiver Schrift gesondert ausgewiesen, so dass die Herkunft dieser
Passagen jederzeit ruckfuhrbar ist. Dartber hinaus kommen in den nachfolgen-
den Ergebnisteilen auch Originalabbildungen dieser Veroffentlichung zur Darstel-
lung und werden ebenfalls als aus der Originalarbeit entnommen explizit gekenn-

zeichnet.

3.1 Testung verschiedener Pascorbin®-Konzentrationen unter
LPS-Stimulierung (VR 1)

Die Testung verschiedener Pascorbin®-Konzentrationen mit und ohne LPS-Sti-
mulation (Versuchsreihe | - VR 1) wurde in acht Behandlungsgruppen (siehe
Abbildung 5) durchgeflhrt, die an PBMCs von zwolIf Spendern angewendet wur-

den. Davon waren sechs Spender mannlich und sechs Spenderinnen weiblich.

In Kurzform sah der Versuchsablauf wie folgt aus: Vor Beginn des Versuches
erfolgte die Isolierung der PBMCs. AnschlieRend wurde deren Viabilitat gemes-
sen. Pro Well wurden dann 500.000 vitale PBMCs eingesetzt. Die Inkubation der
PBMCs innerhalb der acht Behandlungsgruppen erfolgte Uber sechs Stunden.
AnschlieBend wurde in allen Behandlungsgruppen erneut die Viabilitat der
PBMCs gemessen. Die Zellsuspension wurde im Anschluss in einem Eppendorf
Rohrchen gesammelt und abzentrifugiert. Die daraus erhaltenen Zellpellet-Pro-
ben wurden zur Isolierung von RNA, anschlieRender cDNA-Synthese und
schlieBlich der Untersuchung verschiedener Gene mittels gPCR verwendet. Der
Uberstand der Zellpellets wurde separat gelagert und zur Durchfiihrung der LE-
GENDplex™ Analyse und der anschlieBenden Messung mittels Durchflusszyto-

metrie verwendet.
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3.1.1 Viabilititsanalyse vor der Behandlung der PBMCs mit Pascorbin®

Im Anschluss an die Isolierung der PBMCs wurde deren Viabilitat gemessen, um
bei jedem Spender mit der gleichen Anzahl lebender Zellen den Versuch zu star-
ten. Die Messung der Viabilitat der PBMCs wurde automatisiert mit dem ,,Count-
ess || FL Automated Cell Counter” durchgefuhrt. Pro Spender wurde je eine Mes-
sung durchgefluhrt. In Abbildung 13 ist der Anteil der lebenden Zellen bezogen
auf die Gesamtzahl der gemessenen Zellen (Viabilitat in %) dargestellt. Die Werte
der weiblichen Spenderinnen (F1-F6) sind rot dargestellt, wahrend die Werte der
mannlichen Spender (M1-M6) blau dargestellt sind.

Viabilitat vor Behandlung
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Abbildung 13: Viabilitat von PBMCs vor Behandlung (VR 1)

Die Viabilitdt der PBMCs wurde automatisiert mit dem ,,Countess Il FL Automated Cell Counter*
gemessen. Dargestellt sind die Werte in Prozent fiir die einzelnen Spender, wobei fir jeden Spen-
der eine Messung erfolgte. Diese Abbildung entspricht der Supplement Figure 2 aus der Origi-
nalarbeit (Lauer et al., 2021).

F = weibliche Spender, M = mannliche Spender, VR = Versuchsreihe.

Entsprechend der Werte aus Abbildung 13 wurden von jedem Spender pro Well
500.000 lebende Zellen im Versuch eingesetzt. Dadurch wurden die oben ge-
zeigten Unterschiede der Zellviabilitat durch den Einsatz der gleichen Anzahl vi-

abler Zellen vor Beginn des Versuches ausgeglichen.
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Aus den in Abbildung 13 dargestellten Werten fur die Viabilitat der PBMCs erge-
ben sich die Mittelwerte fur die sechs weiblichen Spenderinnen (F, in Rot darge-
stellt) und die sechs mannlichen Spender (M, in Blau dargestellt) in Abbildung 14.
Zwischen den beiden Geschlechtern ergaben sich keine statistisch signifikanten

Unterschiede in der Viabilitat vor Behandlung mit Pascorbin®.

Viabilitat vor Behandlung
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Abbildung 14: Viabilitat von PBMCs vor Behandlung (nach Geschlecht, VR I)

Die Viabilitat der PBMCs wurde automatisiert mit dem ,,Countess Il FL Automated Cell Counter”

(Life technologies Corp., Bothell, USA) gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von je sechs
Spendern in Prozent und die Standardabweichungen, wobei fir jeden Spender eine Messung
erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Viabilitat.

F = weibliche Spender, M = mannliche Spender, VR = Versuchsreihe, Welch's T-Test.

Somit konnte hier kein Einfluss des Geschlechtes auf die Viabilitat von PBMCs
nach deren Isolierung festgestellt werden.
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3.1.2 Viabilitatsanalyse nach der Behandlung der PBMCs mit Pascor-
bin®

Diese Analyse wurde kurz gefasst wie folgt durchgefuhrt: Die PBMCs wurden
sechs Stunden lang in acht verschiedenen Behandlungsgruppen (siehe Abbil-
dung 5) inkubiert. Eine Gruppe stellt die unbehandelte Kontrolle dar (B1); die be-
handelte Kontrolle (B2) wurde mit LPS stimuliert, um so einen Sepsis-Zustand zu
simulieren. Drei weitere Gruppen wurden mit LPS stimuliert und mit unterschied-
lichen Konzentrationen von Pascorbin® behandelt (B6-B8). Die restlichen drei
Gruppen (B3-B5) entsprechen den verschiedenen Pascorbin®-Konzentrationen,
wurden aber nicht mit LPS stimuliert und dienten somit als Referenz fur die Grup-
pen B6-B8.

Im Anschluss an die LPS-Behandlung wurde die Viabilitat der PBMCs automati-
siert mit dem ,Countess |l FL Automated Cell Counter” gemessen. Pro Spender
wurde fur jede Behandlungsgruppe eine Messung durchgefuhrt. Diese Messung
der Viabilitat diente der Uberprifung méglicher von LPS und Pascorbin® ausge-
hender zytotoxischer Effekte. Eine folglich erhohte Zelltodrate wirde die weiteren
Ergebnisse der Untersuchung von sezernierten Zytokinen verfalschen, da intra-
zellulare Bestandteile freigesetzt werden konnten.

In Abbildung 15 sind die Mittelwerte aller Spender fur die acht Behandlungsgrup-
pen sowie die entsprechenden Standardabweichungen dargestellt. Es ergaben
sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den acht Behand-

lungsgruppen.
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Abbildung 15: Viabilitat von PBMCs nach Behandlung (VR 1)

Die Viabilitdt der PBMCs wurde mit dem ,Countess Il FL Automated Cell Counter” automatisiert
gemessen. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und drei verschiedene Vitamin C /
Pascorbin®-Konzentrationen, sowie eine mit 10 ng/ml LPS behandelte Kontrolle und die drei Vi-
tamin C / Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Mittelwerte von
zwolf Spendern in Prozent und die Standardabweichungen, wobei firr jeden Spender eine Mes-
sung erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Veranderungen in der Viabilitat.
Diese Abbildung entspricht der Figure 1A aus der Originalarbeit (Lauer et al., 2021).

Tukey's-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, VR = Versuchsreihe, Vit.
C = Vitamin C / Pascorbin®, w/o = ohne, LPS = Lipopolysaccharid.

Damit konnte festgestellt werden, dass sowohl LPS als auch Pascorbin® in den

eingesetzten Konzentrationen keine zytotoxischen Effekte ausuben.

In Abbildung 16 wird, entsprechend den Werten von Abbildung 15, die Viabilitat
aufgetrennt nach Geschlecht gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen pro Behandlungsgruppe fur beide Geschlechter.
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Abbildung 16: Viabilitat von PBMCs nach Behandlung (nach Geschlecht, VR )

Die Viabilitdt der PBMCs wurde mit dem ,Countess Il FL Automated Cell Counter” automatisiert
gemessen. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und drei verschiedene Pascorbin®-
Konzentrationen, sowie eine mit 10 ng/ml LPS behandelte Kontrolle und die drei Pascorbin®-
Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Mittelwerte von je sechs Spendern
in Prozent und die Standardabweichungen, wobei fiir jeden Spender eine Messung erfolgte. Es
ergaben sich keine statistisch signifikanten Veréanderungen in der Viabilitat, sowohl zwischen den
verschiedenen Behandlungsgruppen als auch zwischen den beiden Geschlechtern.

Sidak’s-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
Pasc. = Pascorbin®, F = weibliche Spender, M = mannliche Spender, VR = Versuchsreihe.

Auch zwischen den beiden Geschlechtern konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede, sowohl innerhalb einer Behandlungsgruppe als auch zwischen

den verschiedenen Behandlungsgruppen, festgestellt werden.

Somit kann gefolgert werden, dass von LPS und Pascorbin® in den eingesetzten

Konzentrationen kein geschlechtsspezifischer Effekt auf die Viabilitat der PBMCs

ausgeht.

69



Ergebnisse

3.1.3 Analyse der Zytokin-Sezernierung von PBMCs nach Behandlung

mit Pascorbin®

Mittels LEGENDplex™ Analyse wurde der Uberstand der PBMCs von insgesamt
zwolf Spendern nach sechs Stunden Behandlung (genaues Behandlungsschema
siehe Abbildung 5) untersucht. Alle Proben wurden in biologischen Duplikaten
gemessen. Die Auswertung der Daten nach Messung mittels Durchflusszytomet-
rie erfolgte mit der Software FACSDiva™. Die Ergebnisse der Durchflusszytomet-
rie wurden mit Hilfe einer Standardlosung mit acht verschiedenen Konzentratio-

nen und der daraus ermittelten Standardkurve quantifiziert.

Abbildung 17 gibt einen Uberblick tber alle mittels LEGENDplex™ untersuchten
Zytokine fur die verschiedenen Behandlungsgruppen (siehe Abbildung 5). In die-
ser Heatmap-Analyse wird die relative Intensitat der gemessenen Zytokine im
Vergleich zur Kontrolle ohne LPS (der Wert der Kontrolle ohne LPS wurde auf 1
gesetzt; die Werte der Kontrolle mit LPS-Stimulation wurden ebenfalls ins Ver-

haltnis zur Kontrolle ohne LPS gesetzt) dargestellt.

Von den insgesamt 13 untersuchten Analyten (siehe Tabelle 12) lagen funf unter
der Nachweisgrenze (IFN-a2, IFN-y, IL-12p70, IL17A und IL-33). Die anderen
acht Zytokine wurden unter LPS-Stimulation deutlich mehr sezerniert als ohne
LPS-Stimulation. Zur besseren Ubersicht kommen daher in Abbildung 18 bis Ab-
bildung 22 nur statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungs-
gruppen unter LPS-Stimulation zur Darstellung.
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Abbildung 17: Verhiltnis der Konzentration von 13 sezernierten Zytokinen (VR I)

Die Konzentration von 13 verschiedenen Zytokinen wurde mittels LEGENDplex™ und anschlie-
Render Durchflusszytometrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und drei
verschiedene Pascorbin®-Konzentrationen sowie eine mit 10 ng/ml LPS behandelte Kontrolle und
die drei Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Die Heatmap-Analyse zeigt die rela-
tive Intensitat der gemessenen Zytokine im Vergleich zur Kontrolle ohne LPS. Diese Abbildung
entspricht der Figure 1B aus der Originalarbeit (Lauer et al., 2021).

Nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid, Vit. C = Vitamin C / Pascorbin®,
w/o = ohne, ,fold induction” = relative Intensitat, VR = Versuchsreihe.

Die Ergebnisse der acht sezernierten Zytokine sind im Folgenden dargestellt. Bei
drei dieser Zytokine konnten statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen Pascorbin®-Konzentrationen nach LPS-Stimulation festgestellt

werden.
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Ziel der Untersuchung von sezernierten Zytokinen war die Frage, ob Pascorbin®
in der Lage ist, die Reaktion von PBMCs auf die Stimulation durch LPS zu beein-
flussen und wenn ja, bei welcher Konzentration ein solcher Effekt auftritt. Gleich-
zeitig wurde untersucht, ob Pascorbin® selbst einen Zytokin-alterierenden Effekt
auf PBMCs hat.

Bei den Messungen der Konzentration sezernierter Zytokine ergaben sich fur alle
acht Zytokine oberhalb der Nachweisgrenze hohe Standardabweichungen. Diese
kommen durch die grof3en interindividuellen Unterschiede zwischen den einzel-
nen Spendern zustande, vor allem bzgl. der Hohe der gemessenen Konzentrati-
onen an Zytokinen. Dennoch ergaben sich bei drei Zytokinen (MCP-1, IL-10 und

IL-23) statistisch signifikante Unterschiede in der Sezernierung.

In Abbildung 18 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Konzentra-
tion von sezerniertem MCP-1 aller Spender in pg/ml dargestellt. Wahrend MCP-
1 in den Behandlungsgruppen ohne LPS-Stimulation kaum sezerniert wird,
konnte bei den Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation eine deutlich hohere
Konzentration von MCP-1 gemessen werden. Innerhalb der vier Behandlungs-
gruppen mit LPS-Stimulation konnte eine statistisch signifikante Abnahme der
MCP-1-Konzentration in den Behandlungsgruppen mit Pascorbin® gegeniiber

der ausschlief3lich mit LPS behandelten Kontrolle festgestellt werden.

Die Abnahme der absoluten MCP-1-Konzentration unter Pascorbin® korreliert mit
der eingesetzten Konzentration. Die Reduktion der Konzentration von MCP-1 ist
bei 0,2 mM Pascorbin® im Vergleich zur behandelten Kontrolle statistisch hoch
signifikant (**, p < 0,01). Bei Pascorbin®-Konzentrationen von 1 mM und 2 mM ist
die Konzentration von MCP-1 im Vergleich zur behandelten Kontrolle ebenfalls
statistisch signifikant (*, p < 0,05) reduziert. Somit kann festgestellt werden, dass
sich eine Reduktion der MCP-1-Konzentration nach LPS-Stimulation bei allen

eingesetzten Pascorbin®-Konzentrationen zeigte.
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Abbildung 18: Konzentration von sezerniertem MCP-1 (VR I)

Die Konzentration von MCP-1 wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender Durchflusszyto-
metrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und drei verschiedene Pascor-
bin®-Konzentrationen (0,2 mM / 1 mM / 2 mM) sowie eine mit 10 ng/ml LPS behandelte Kontrolle
und die drei Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Mittelwerte
von zwolf Spendern und die Standardabweichungen, wobei fiir jeden Spender die Messung
zweier biologischer Replikate erfolgte, sowie statistisch signifikante Veranderungen (*) zwischen
den Behandlungsgruppen. Diese Abbildung entspricht der Figure 2C aus der Originalarbeit
(Lauer et al., 2021).

Tukey's-multiple-comparison-Test, *: p < 0.05, **: p < 0.01, nach Inkubation fiir sechs Stunden,
LPS = Lipopolysaccharid, Vit. C = Vitamin C / Pascorbin®, VR = Versuchsreihe.

Weitere statistisch signifikante Veranderungen in der Sezernierung von Zytoki-
nen ergaben sich bei IL-10. In Abbildung 19 sind die Mittelwerte und Standard-

abweichungen der Konzentration von sezerniertem IL-10 in pg/ml dargestellt.

In den Behandlungsgruppen ohne LPS-Stimulation wird IL-10 nicht sezerniert.
Bei den Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation konnte dagegen eine deutlich

erhohte Konzentration von IL-10 gemessen werden.
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Innerhalb der vier Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation konnte eine statis-
tisch signifikante Abnahme der Konzentration an IL-10 in Behandlungsgruppen
mit Pascorbin® gegenuber der ausschlieBlich mit LPS behandelten Kontrolle ab

einer Pascorbin®-Konzentration von 1 mM festgestellt werden.

IL-10

concentration [pg/ml]

Vit. C Vit. C

w/o LPS 10ng/ml LPS

Abbildung 19: Konzentration von sezerniertem IL-10 (VR I)

Die Konzentration von IL-10 wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender Durchflusszyto-
metrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und drei verschiedene Pascor-
bin®-Konzentrationen (0,2 mM /1 mM /2 mM), sowie eine mit 10 ng/ml LPS behandelte Kontrolle
und die drei Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Mittelwerte
von zwolf Spendern und die Standardabweichungen, wobei fiir jeden Spender die Messung
zweier biologischer Replikate erfolgte, sowie statistisch signifikante Veranderungen (*) zwischen
den Behandlungsgruppen. Diese Abbildung entspricht der Figure 2F aus der Originalarbeit (Lauer
et al., 2021).

Tukey's-multiple-comparison-Test, *: p < 0.05, **: p < 0.01, nach Inkubation fiir sechs Stunden,
LPS = Lipopolysaccharid, Vit. C = Vitamin C / Pascorbin®, VR = Versuchsreihe, (modifiziert nach:
Lauer et al., 2021).
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Die Reduktion der Konzentration von IL-10 ist bei 1 mM Pascorbin® im Vergleich
zur behandelten Kontrolle statistisch hoch signifikant (**, p < 0,01). Die IL-10-
Konzentration bei 1 mM Pascorbin® ist auerdem gegeniiber der IL-10-Konzent-
ration bei 0,2 mM Pascorbin® statistisch signifikant (*, p < 0,05) erniedrigt. Die
Konzentration von IL-10 bei 2 mM Pascorbin® ist im Vergleich zur behandelten
Kontrolle ebenfalls statistisch signifikant (*, p <0,05) reduziert. Somit scheint Pas-
corbin® die Konzentration von sezerniertem IL-10 unter LPS-Stimulation ab Kon-

zentrationen von 1 mM Pascorbin® statistisch signifikant zu reduzieren.

Das dritte Molekul, bei dem statistisch signifikante Unterschiede zwischen der
Behandlung mit und ohne Pascorbin® unter LPS-Stimulation festzustellen waren,
ist IL-23. Abbildung 20 zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der Kon-

zentration von sezerniertem IL-23 in pg/ml.

In den Behandlungsgruppen ohne LPS-Stimulation wird IL-23 nicht sezerniert.
Die vier Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation zeigen im Gegensatz dazu
hohere IL-23-Konzentrationen. Dabei erfolgte unter Behandlung mit Pascorbin®

erneut eine statistisch signifikante Abnahme der Zytokin-Konzentration.

Bei Pascorbin®-Konzentrationen von 1 mM und 2 mM ist die Reduktion der IL-
23-Konzentration gegenuber der mit LSP stimulierten Kontrolle statistisch sehr
hoch signifikant (***, p < 0,001). Fir die Pascorbin®-Konzentrationen von 0,2 mM
konnte keine statistisch signifikante Reduktion der Konzentration von IL-23 nach-
gewiesen werden. Zudem ist die IL-23-Konzentration bei Behandlung mit 1 mM
und 2 mM Pascorbin® gegeniiber der unter Behandlung mit 0,2 mM Pascorbin®

ebenfalls statistisch hoch signifikant (**, p < 0,01) erniedrigt.

Folglich ergibt sich unter den hier zur Anwendung gekommenen Untersuchungs-
bedingungen eine relevante Reduktion der IL-23-Konzentration unter LPS-Stimu-

lation bei Behandlung mit einer Pascorbin®-Konzentrationen ab 1 mM.
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Abbildung 20: Konzentration von sezerniertem IL-23 (VR I)

Die Konzentration von IL-23 wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender Durchflusszyto-
metrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und drei verschiedene Pascor-
bin®-Konzentrationen (0,2 mM /1 mM /2 mM), sowie eine mit 10 ng/ml LPS behandelte Kontrolle
und die drei Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Mittelwerte
von zwolf Spendern und die Standardabweichungen, wobei fiir jeden Spender die Messung
zweier biologischer Replikate erfolgte, sowie statistisch signifikante Veranderungen (*) zwischen
den Behandlungsgruppen. Diese Abbildung entspricht der Figure 2H aus der Originalarbeit
(Lauer et al., 2021).

Tukey's-multiple-comparison-Test, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, nach Inkubation fiir sechs Stunden,
LPS = Lipopolysaccharid, Vit. C = Vitamin C / Pascorbin®, VR = Versuchsreihe, (modifiziert nach:
Lauer et al., 2021).

Die weiteren funf Zytokine, bei denen keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen der Behandlung mit und ohne Pascorbin® unter LPS-Stimulation zu se-
hen waren, sind IL-13, TNF-a, IL-6, IL-8 und IL-18. Diese sind in Abbildung 21
und Abbildung 22 dargestellt. Die Zytokine IL-1B, TNF-o und IL-6 wurden ohne
LPS-Stimulation nicht sezerniert; die Zytokine IL-8 und IL-18 wurde ohne LPS-
Stimulation lediglich schwach sezerniert.
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Bei allen funf Molekilen war die Zytokin-Sezernierung unter LPS-Stimulation
deutlich hoher als ohne Behandlung mit LPS. Des Weiteren konnte bei keinem
der funf Zytokine aus Abbildung 21 und Abbildung 22 ein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen der Behandlung mit oder ohne Pascorbin® festgestellt wer-

den.
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Abbildung 21: Konzentration von sezernierten Zytokinen (VR I, Teil 1)

Die Konzentration der sezernierten Zytokine wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender
Durchflusszytometrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und drei ver-
schiedene Pascorbin®-Konzentrationen (0,2 mM / 1 mM / 2 mM), sowie eine mit 10 ng/ml LPS
behandelte Kontrolle und die drei Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt
sind die Mittelwerte von zwolf Spendern und die Standardabweichungen, wobei fiir jeden Spen-
der die Messung zweier biologischer Replikate erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch signifi-
kanten Veranderungen in der Sezernierung von IL-1p bzw. TNF-a zwischen den verschiedenen
Behandlungsgruppen. Diese Abbildung entspricht der Figure 2A/B aus der Originalarbeit (Lauer
et al., 2021).

Tukey's-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
Vit. C = Vitamin C / Pascorbin®, VR = Versuchsreihe, (modifiziert nach: Lauer et al., 2021).

Lediglich bei IL-8 ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied (*, p < 0,05)
in der Konzentration zwischen der Behandlung mit 0,2 mM und 2 mM Pascorbin®
unter LPS-Stimulation. Dabei war die Konzentration von sezerniertem IL-8 unter
Behandlung mit 2 mM Pascorbin® héher als unter Behandlung mit 0,2 mM Pas-

corbin®.
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Abbildung 22: Konzentration von sezernierten Zytokinen (VR |, Teil 2)

Die Konzentration der sezernierten Zytokine wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender
Durchflusszytometrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und drei ver-
schiedene Pascorbin®-Konzentrationen (0,2 mM / 1 mM / 2 mM), sowie eine mit 10 ng/ml LPS
behandelte Kontrolle und die drei Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt
sind die Mittelwerte von zwdlf Spendern und die Standardabweichungen, wobei fiir jeden Spen-
der die Messung zweier biologischer Replikate erfolgte, sowie statistisch signifikante Verande-

rungen (*) zwischen den Behandlungsgruppen. Diese Abbildung entspricht der Figure 2D/E/G
aus der Originalarbeit (Lauer et al., 2021).

Tukey's-multiple-comparison-Test, *: p < 0.05, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipo-

polysaccharid, Vit. C = Vitamin C / Pascorbin®, VR = Versuchsreihe, (modifiziert nach: Lauer et
al., 2021).
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Auch im Vergleich der beiden Geschlechter ergaben sich keine statistisch signi-
fikanten Unterschiede. Die dazugehorigen Mittelwerte und Standardabweichun-
gen fur die acht messbaren Zytokine sind in Abbildung 23 und Abbildung 24 dar-
gestellt; Frauen in Rot, Manner in blau.
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Abbildung 23: Konzentration von sezernierten Zytokinen nach Geschlecht (VR |, Teil 1)

Die Konzentration der sezernierten Zytokine wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender
Durchflusszytometrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und drei ver-
schiedene Pascorbin®-Konzentrationen, sowie eine mit 10 ng/ml LPS behandelte Kontrolle und
die drei Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Mittelwerte von
je sechs Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden Spender die Messung zweier
biologischer Replikate erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Veranderungen in
der Sezernierung der verschiedenen Zytokine zwischen den beiden Geschlechtern. Die statis-
tisch signifikanten Veranderungen zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen sind in Abbil-
dung 18 bis Abbildung 21 dargestellt. Diese Abbildung entspricht der Supplement Figure
3A/B/C/D aus der Originalarbeit (Lauer et al., 2021).

Sidak’s-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
Asc. = Ascorbat / Vitamin C / Pascorbin®, F = weibliche Spender, M = mannliche Spender, VR =
Versuchsreihe.
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Abbildung 24: Konzentration von sezernierten Zytokinen nach Geschlecht (VR |, Teil 2)

Die Konzentration der sezernierten Zytokine wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender
Durchflusszytometrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und drei ver-
schiedene Pascorbin®-Konzentrationen (0,2 mM / 1 mM / 2 mM), sowie eine mit 10 ng/ml LPS
behandelte Kontrolle und die drei Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt
sind die Mittelwerte von je sechs Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden
Spender die Messung zweier biologischer Replikate erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch
signifikanten Veranderungen in der Sezernierung der verschiedenen Zytokine zwischen den bei-
den Geschlechtern. Die statistisch signifikanten Veranderungen zwischen den einzelnen Behand-
lungsgruppen sind in Abbildung 18 bis Abbildung 21 dargestellt. Diese Abbildung entspricht der
Supplement Figure 3E/G/F/H aus der Originalarbeit (Lauer et al., 2021).

Sidak’s-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,

Asc. = Ascorbat / Vitamin C / Pascorbin®, F = weibliche Spender, M = mannliche Spender, VR =
Versuchsreihe.
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Die Sezernierung der 13 untersuchten Zytokine scheint somit unter den hier ge-
wahlten Versuchsbedingungen keinem geschlechtsspezifischem Effekt zu unter-

liegen.

Die beiden Grafiken enthalten keine Aussagen zu statistisch signifikanten Unter-
schieden zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen, da diese bereits in den

vorangegangenen Abbildungen gezeigt wurden.

Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde die statistische Auswertung zu Abbildung
23 und Abbildung 24 ausschlieBlich bezuglich geschlechtsspezifischer Unter-

schiede in der Zytokin-Sezernierung vorgenommen.

81



Ergebnisse

3.1.4 Analyse der Genexpression von PBMCs nach Behandlung mit

Pascorbin®

Im Vorfeld der Genexpressionsanalyse wurde RNA aus Zellpellets isoliert (mit
Hilfe des RNeasy Micro-Kits der Firma Quiagen). Diese RNA wurde anschlie3end
in cDNA umgeschrieben und mittels gqPCR analysiert. Untersucht wurde dabei
die Expression der Zytokine IL-6 und TNF-«, sowie von ATF 3, deren Expression
durch unterschiedliche Stresssituationen in verschiedensten Zellen induziert wird
(Chen et al. 1996; Hai et al. 1999).

Die Ergebnisse wurden gegen die Expression von ACTB, TBP und Glycerinalde-
hyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert. Diese Gene werden wei-
testgehend unabhangig von aulieren Einflissen durch die Zelle exprimiert und
dienen somit als Referenz fur die Stoffwechselaktivitat der Zellen.

In Abbildung 25 sind die Mittelwerte aller Spender fur die Expression von ATF 3
in den acht Behandlungsgruppen sowie die entsprechenden Standardabwei-
chungen dargestellt. ATF 3 wurde in allen Behandlungsgruppen exprimiert, auch
in den Behandlungsgruppen ohne LPS-Stimulation. Weder in der Behandlungs-
gruppen ohne LPS-Stimulation (in Abbildung 25 linksseitig dargestellt) noch in
der Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation (in Abbildung 25 rechtsseitig dar-

gestellt) ergaben sich statistisch signifikante Unterschiede.
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Abbildung 25: Expression von ATF 3 (VR 1)

Die relative Expression wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse gegen die Expression
von ACTB, TBP und GAPDH normalisiert. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und
drei verschiedene Pascorbin®-Konzentrationen sowie eine mit 10 ng/ml LPS behandelte Kontrolle
und die drei Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Mittelwerte
von zwolf Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden Spender eine Messung in
Duplikaten erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Veréanderungen in der Expres-

sion von ATF 3.

Tukey's-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
Pasc. = Pascorbin®, ACTB = B-Actin, TBP = TATA-Box-Bindungsprotein, GAPDH = Glycerinalde-
hyd-3-phosphat-Dehydrogenase, VR = Versuchsreihe.

In Abbildung 26 sind die Mittelwerte aller Spender fur die Expression von /L-6 in
den acht Behandlungsgruppen sowie die entsprechenden Standardabweichun-
gen dargestellt. In den Behandlungsgruppen ohne LPS-Stimulation wurde /L-6
ausschlieRlich in der Behandlungsgruppe mit 2 mM Pascorbin® exprimiert, wah-
rend in allen Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation eine Expression von /L-6
deutlich zu sehen ist. Zur besseren Ubersicht kommen daher nur statistisch sig-
nifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen unter LPS-Stimula-
tion zur Darstellung. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede

zwischen den vier Behandlungsgruppen unter LPS-Stimulation.
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Abbildung 26: Expression von IL-6 (VR I)

Die relative Expression wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse gegen die Expression
von ACTB, TBP und GAPDH normalisiert. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und
drei verschiedene Pascorbin®-Konzentrationen sowie eine mit 10 ng/ml LPS behandelte Kontrolle
und die drei Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Mittelwerte
von zwolf Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden Spender eine Messung in
Duplikaten erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Veréanderungen in der Expres-

sion von /L-6.

Tukey's-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
Pasc. = Pascorbin®, ACTB = B-Actin, TBP = TATA-Box-Bindungsprotein, GAPDH = Glycerinalde-
hyd-3-phosphat-Dehydrogenase, VR = Versuchsreihe.

In Abbildung 27 sind die Mittelwerte aller Spender fur die Expression von TNF-«
in den acht Behandlungsgruppen sowie die entsprechenden Standardabwei-
chungen dargestellt. TNF-a wurde in allen Behandlungsgruppen exprimiert, auch
in den Behandlungsgruppen ohne LPS-Stimulation. Die Expression von TNF-«
war in den Behandlungsgruppen unter LPS-Stimulation allerdings deutlich hoher.
Zur besseren Ubersicht kommen daher nur statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Behandlungsgruppen unter LPS-Stimulation zur Darstellung. Es
ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den vier Be-

handlungsgruppen unter LPS-Stimulation.
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Abbildung 27: Expression von TNF-a (VR 1)

Die relative Expression wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse gegen die Expression
von ACTB, TBP und GAPDH normalisiert. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und
drei verschiedene Pascorbin®-Konzentrationen sowie eine mit 10 ng/ml LPS behandelte Kontrolle
und die drei Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Mittelwerte
von zwolf Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden Spender eine Messung in
Duplikaten erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Veranderungen in der Expres-

sion von TNF-a.

Tukey's-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
Pasc. = Pascorbin®, ACTB = B-Actin, TBP = TATA-Box-Bindungsprotein, GAPDH = Glycerinalde-
hyd-3-phosphat-Dehydrogenase, VR = Versuchsreihe.

In Abbildung 28 wird, entsprechend den Werten von Abbildung 25, Abbildung 26
und Abbildung 27, die Expression von ATF 3, IL-6 und TNF-¢ aufgetrennt nach
Geschlecht gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen

pro Behandlungsgruppe fur beide Geschlechter; Frauen in Rot, Manner in Blau.
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Abbildung 28: Expression verschiedener Gene nach Geschlecht (VR )

Die relative Expression wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse gegen die Expression
von ACTB, TBP und GAPDH normalisiert. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle und
drei verschiedene Pascorbin®-Konzentrationen sowie eine mit 10 ng/ml LPS behandelte Kontrolle
und die drei Pascorbin®-Konzentrationen unter LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Mittelwerte
von je sechs Spendern und die Standardabweichungen, wobei fiir jeden Spender eine Messung
in Duplikaten erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Veranderungen in der Ex-
pression verschiedener Gene zwischen den beiden Geschlechtern. Die statistisch signifikanten
Veranderungen zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen sind in Abbildung 25 bis Abbildung
27 untersucht worden.

Sidak’s-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
Pasc. = Pascorbin®, ACTB = B-Actin, TBP = TATA-Box-Bindungsprotein, GAPDH = Glycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, F = weibliche Spender, M = mannliche Spender, VR = Ver-
suchsreihe.
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Im Ergebnis dieser Analyse konnten zwischen den beiden Geschlechtern keine

statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Die Expression von ATF 3, IL-6 und TNF-« scheint somit unter den hier gewahl-
ten Versuchsbedingungen keinem geschlechtsspezifischem Effekt zu unterlie-

gen.

Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde die statistische Auswertung zu Abbildung
28 ausschlieflich bezlglich geschlechtsspezifischer Unterschiede in der Genex-
pression innerhalb einer Behandlungsgruppe vorgenommen. Abbildung 28 ent-
halt somit keine Aussagen zu statistisch signifikanten Unterschieden zwischen
den einzelnen Behandlungsgruppen, da diese bereits in den vorangegangenen
Abbildungen gezeigt wurden.
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3.1.5 Schlussfolgerungen aus Versuchsreihe |

Eine relevante Reduktion der IL-10- und IL-23-Konzentration unter LPS-Stimula-
tion im Vergleich zur mit LPS stimulierten Kontrolle wurde ab der Behandlung mit
einer Pascorbin®-Konzentrationen von 1 mM statistisch signifikant. Bei MCP-1

war das bereits bei einer Pascorbin®-Konzentrationen von 0,2 mM der Fall.

Anhand dieser Ergebnisse der Zytokinsezernierung des ersten Versuchsteils
wurde im zweiten Versuchsteil die Behandlung mit Pascorbin® mit einer Konzent-

ration von 1 mM durchgefunhrt.

In der Genexpressionsanalyse von ATF 3, IL-6 und TNF-« zeigten sich in der

ersten Versuchsreihe keine statistisch signifikanten Veranderungen.

Aufgrund der Ergebnisse der Zytokinsezernierung von MCP-1 und IL-23 wurde
die Genexpressionsanalyse im zweiten Versuchsteil um diese beiden Analyten

erganzt.

Sowohl bei der Sezernierung verschiedener Zytokine als auch bei der Expressi-
onsanalyse verschiedener Gene ergaben sich hohe Standardabweichungen auf-
grund interindividueller Unterschiede in der Hohe der gemessenen Zytokinkon-
zentration bzw. der Genexpression. Zum Ausgleich dieser interindividuellen Un-
terschiede zwischen den Spendern und der besseren Beurteilung der Auswir-
kung der verschiedenen Behandlungsgruppen auf die Zytokinsezernierung bzw.
die Genexpression, wurden die absoluten Konzentrationen an Zytokinen sowie
die relative Expression verschiedener Gene im zweiten Versuchsteil gegen die
mit LPS stimulierte Kontrolle normalisiert. Die Konzentration der mit LPS stimu-
lierten Kontrolle wurde dabei auf 100 % festgesetzt. Die Normalisierung erfolgte
fur jeden Spender einzeln. Im Anschluss erfolgte die statistische Analyse anhand
der sich daraus ergebenden Mittelwerte fur die verschiedenen Behandlungsgrup-

pen.
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3.2 Testung von Pascorbin® in Kombination mit ausgewéhlten
Sepsis-Medikamenten (VR 1)

Die Testung von Pascorbin® in Kombination mit ausgewahlten Sepsis-Medika-
menten (Versuchsreihe Il - VR Il) wurde in insgesamt neun Behandlungsgruppen
(siehe Abbildung 7) mit PBMCs von insgesamt zwolf Spendern durchgefuhrt. Da-
von waren sechs Spender mannlich und sechs weiblich. Zusatzlich zu Pascor-
bin® wurden Vitamin B1 und Hydrocortison zur Behandlung der PBMCs verwen-
det.

Vor Beginn des Versuches erfolgte die Isolierung der PBMCs. Anschliel3end
wurde deren Viabilitat gemessen. Pro Well wurden 500.000 vitale PBMCs einge-
setzt. Die Inkubation der PBMCs innerhalb der neun Behandlungsgruppen er-
folgte Uber sechs Stunden. Anschliel3end wurde die Viabilitat der PBMCs in allen
Behandlungsgruppen erneut gemessen. Die Zellsuspension wurde im Anschluss
in einem Eppendorf-Rohrchen gesammelt und abzentrifugiert. Die daraus erhal-
tenen Zellpellet-Proben wurden zur Isolierung von RNA, anschlieRender cDNA-
Synthese und schlieBlich der Untersuchung verschiedener Gene mittels gqPCR
eingesetzt. Der Uberstand der Zellpellets wurde separat gelagert und zur Durch-
fuhrung der LEGENDplex™-Analyse und anschlieRender Messung mittels

Durchflusszytometrie verwendet.
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3.2.1 Viabilitatsanalyse vor der Behandlung der PBMCs mit mehreren
Wirkstoffen

Im Anschluss an die Isolation der PBMCs wurde analog zur Versuchsreihe | de-
ren Viabilitat gemessen, um bei jedem Spender wieder mit der gleichen Anzahl
an vitalen Zellen den Versuch zu starten. Die Messung der Viabilitat der PBMCs
wurde automatisiert mit dem ,,Countess Il FL Automated Cell Counter® durchge-
fuhrt. Pro Spender erfolgte je eine Messung. In Abbildung 29 ist der Anteil der
lebenden Zellen bezogen auf die Gesamtzahl der gemessenen Zellen (Viabilitat
in %) fur die Versuchsreihe |l dargestellt. Die Werte der weiblichen Spender (F1-
F6) sind rot dargestellt, wahrend die Werte der mannlichen Spender (M1-M6)
blau dargestellt sind.
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Abbildung 29: Viabilitat von PBMCs vor Behandlung (VR 11)

Die Viabilitdt der PBMCs wurde mit dem ,Countess Il FL Automated Cell Counter” automatisiert
gemessen. Dargestellt sind die Werte in Prozent fiir die einzelnen Spender, wobei fir jeden Spen-
der eine Messung erfolgte. Diese Abbildung entspricht der Supplement Figure 4 aus der Origi-
nalarbeit (Lauer et al., 2021).

F = weibliche Spender, M = mannliche Spender, VR = Versuchsreihe.

Entsprechend der Werte aus Abbildung 29 wurden von jedem Spender pro Well
500.000 vitale Zellen im Versuch eingesetzt. Dadurch wurden die oben gezeigten
Unterschiede der Zellviabilitat durch den Einsatz der gleichen Anzahl viabler Zel-
len vor Beginn des Versuches ausgeglichen.
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Aus den in Abbildung 29 dargestellten Werten fur die Viabilitat der PBMCs erge-
ben sich die Mittelwerte fur die sechs weiblichen Spender (F, in Rot dargestellt)
und die sechs mannlichen Spender (M, in Blau dargestellt) (siehe Abbildung 30).

Zwischen den beiden Geschlechtern ergaben sich auch in Versuchsreihe Il keine

statistisch signifikanten Unterschiede bzgl. der Viabilitat vor der Behandlung mit
mehreren Wirkstoffen.
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Abbildung 30: Viabilitat von PBMCs vor Behandlung (nach Geschlecht, VR Il)

Die Viabilitat der PBMCs wurde mit dem ,Countess Il FL Automated Cell Counter® (Life techno-
logies Corp., Bothell, USA) automatisiert gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von je sechs
Spendern in Prozent und die Standardabweichungen, wobei fir jeden Spender eine Messung
erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Viabilitat.

Welch's T-Test, F = weibliche Spender, M = mannliche Spender, VR = Versuchsreihe.

Somit konnte auch hier kein Einfluss des Geschlechts auf die Viabilitat von
PBMCs nach deren Isolierung festgestellt werden.
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3.2.2 Viabilitatsanalyse nach der Behandlung der PBMCs mit mehreren
Wirkstoffen

Die PBMCs wurden sechs Stunden lang in neun verschiedenen Behandlungs-
gruppen (siehe Abbildung 7) inkubiert. Eine Gruppe stellt die unbehandelte Kon-
trolle dar (B1); die behandelte Kontrolle (B2) wurde mit LPS stimuliert, um so
einen Sepsis-Zustand zu simulieren. Der Gruppe B3 wurde zusatzlich 1 mM Pas-
corbin® zugefligt, um Effekte, die ausschlieRlich von Pascorbin® erzeugt werden,
erfassen zu konnen. Die Gruppen B4 bis B6 bilden die Kombination von Pascor-
bin® mit den Sepsis-Medikamenten Vitamin B1 und Hydrocortison bzw. beiden
Medikamenten. Die Gruppen B7 bis B9 dienen dementsprechend als Referenz

ohne Pascorbin®.

Im Anschluss an die LPS-Behandlung wurde die Viabilitat der PBMCs automati-
siert mit dem ,Countess |l FL Automated Cell Counter” gemessen. Pro Spender
wurde fur jede Behandlungsgruppe eine Messung durchgefuhrt. Diese Messung
der Viabilitat diente der Uberprifung moglicher von LPS und Pascorbin® sowie
von Vitamin B1 und Hydrocortison ausgehender zytotoxischer Effekte. Eine folg-
lich erhdhte Zelltodrate wirde die weiteren Ergebnisse der Untersuchung von
sezernierten Zytokinen verfalschen, da intrazellulare Bestandteile freigesetzt

werden konnten.

In Abbildung 31 sind die Mittelwerte aller Spender fur die neun Behandlungsgrup-
pen sowie die entsprechenden Standardabweichungen dargestellt. Es ergaben
sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den neun Behand-

lungsgruppen.
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Abbildung 31: Viabilitat von PBMCs nach Behandlung (VR 1)

Die Viabilitdt der PBMCs wurde mit dem ,Countess Il FL Automated Cell Counter” automatisiert
gemessen. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle sowie eine mit 10 ng/ml LPS behan-
delte Kontrolle und eine Behandlung mit LPS und 1 mM Pascorbin® als Vergleichsgruppen. Des
Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1 (1 uM) bzw. Hydrocor-
tison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation untersucht. Zum weiteren Ver-
gleich wurde aufRerdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison allein und in Kombination
miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwd6lf Spen-
dern in Prozent und die Standardabweichungen, wobei fiir jeden Spender eine Messung erfolgte.
Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Veranderungen in der Viabilitat. Diese Abbildung
entspricht der Figure 3A aus der Originalarbeit (Lauer et al., 2021).

Tukey's-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
Pasc. = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, w/o = ohne, VR = Versuchsreihe.

Damit konnte erneut festgestellt werden, dass sowohl LPS als auch Pascorbin®
in den eingesetzten Konzentrationen keine zytotoxischen Effekte ausuben. Dar-
uber hinaus konnte festgestellt werden, dass Vitamin B1 und Hydrocortison in
den eingesetzten Konzentrationen in der Kombination miteinander und mit LPS

und Pascorbin® ebenfalls keine zytotoxischen Effekte ausliben.
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Abbildung 32 entspricht den Werten von Abbildung 31 aufgetrennt nach Ge-
schlecht. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen pro Be-
handlungsgruppe fur beide Geschlechter.
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Abbildung 32: Viabilitat von PBMCs nach Behandlung (nach Geschlecht, VR )

Die Viabilitat der PBMCs wurde mit dem ,Countess Il FL Automated Cell Counter® (Life techno-
logies Corp., Bothell, USA) automatisiert gemessen. Untersucht wurden eine unbehandelte Kon-
trolle, sowie eine mit LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM
Pascorbin® als Vergleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1
mM) und Vitamin B1 (1 uM) bzw. Hydrocortison (2 uyM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-
Stimulation untersucht. Zum weiteren Vergleich wurde auflerdem die Wirkung von Vitamin B1
bzw. Hydrocortison allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte von je sechs Spendern in Prozent und die Standardabweichungen,
wobei fiir jeden Spender eine Messung erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten
Veranderungen in der Viabilitdt, sowohl zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen als
auch zwischen den beiden Geschlechtern.

Sidak’s-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, F = weibliche Spender, M = mannliche
Spender, VR = Versuchsreihe.
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Auch zwischen den beiden Geschlechtern konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede, sowohl innerhalb einer Behandlungsgruppe als auch zwischen
den verschiedenen Behandlungsgruppen, festgestellt werden.

Somit kann festgestellt werden, das von LPS und Pascorbin® sowie Vitamin B1
und Hydrocortison einzeln und in Kombination miteinander in den eingesetzten

Konzentrationen kein geschlechtsspezifischer Effekt auf die Viabilitat der PBMCs
ausgeht.
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3.2.3 Analyse der Zytokin-Sezernierung von PBMCs nach Behandlung

mit mehreren Wirkstoffen

Mittels LEGENDplex™ Analyse wurde der Uberstand der PBMCs von insgesamt
zwolf Spendern nach sechs Stunden Behandlung (genaues Behandlungsschema
siehe Abbildung 7) untersucht. Alle Proben wurden in biologischen Duplikaten
gemessen. Die Auswertung der Daten nach Messung mittels Durchflusszytomet-
rie erfolgte mit der Software FACSDiva™. Die Ergebnisse der Durchflusszytomet-
rie wurden mit Hilfe einer Standardlosung mit acht verschiedenen Konzentratio-

nen und der daraus ermittelten Standardkurve quantifiziert.

Abbildung 33 gibt einen Uberblick tber alle mittels LEGENDplex™ untersuchten
Zytokine fur die verschiedenen Behandlungsgruppen (siehe Abbildung 5). In die-
ser Heatmap-Analyse wird die relative Intensitat der gemessenen Zytokine im
Vergleich zur Kontrolle ohne LPS (der Wert der Kontrolle ohne LPS wurde auf 1
gesetzt; die Werte der Kontrolle mit LPS-Stimulation wurden ebenfalls ins Ver-
haltnis zur Kontrolle ohne LPS gesetzt) dargestellt.

Von den insgesamt 13 untersuchten Analyten (siehe Tabelle 12) lagen funf er-
neut unter der Nachweisgrenze (INF-a2, INF-y, IL-12p70, IL17A und IL-33). Die
anderen acht Zytokine wurden unter LPS-Stimulation deutlich mehr sezerniert als
ohne LPS-Stimulation.
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Abbildung 33: Verhiltnis der Konzentration von 13 sezernierten Zytokinen (VR Il)

Die Konzentration von 13 verschiedenen Zytokinen wurde mittels LEGENDplex™ und anschlie-
Render Durchflusszytometrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie
eine mit LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin®
als Vergleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vita-
min B1 (1 yM) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation
untersucht. Zum weiteren Vergleich wurde auRerdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydro-
cortison allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Die Heatmap-
Analyse zeigt die relative Intensitat der gemessenen Zytokine im Vergleich zur Kontrolle ohne
LPS. Diese Abbildung entspricht der Figure 3B aus der Originalarbeit (Lauer et al., 2021).

Nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid, Vit. C = Vitamin C / Pascorbin®,
B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, w/o = ohne, ,fold induction = relative Intensitat, VR =
Versuchsreihe.

Die Ergebnisse der Ubrigen acht Zytokine sind im Folgenden dargestellt. Bei den
Messungen der Konzentration sezernierter Zytokine ergaben sich fur alle acht
Zytokine oberhalb der Nachweisgrenze erneut hohe Standardabweichungen.
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Diese kommen wieder durch die groRen interindividuellen Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Spendern zustande, vor allem bzgl. der Hohe der gemes-

senen Konzentrationen an Zytokinen.

Bei vier der untersuchten Zytokine konnten statistisch signifikante Unterschiede
in der Konzentration zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen festge-

stellt werden.

Die gemessenen absoluten Konzentrationen wurden zusatzlich gegen die mit
LPS-stimulierte Kontrolle normalisiert, um die hohen interindividuellen Unter-
schiede in der Hohe der Konzentration der sezernierten Zytokine auszugleichen
und so die Veranderung der Konzentration durch die verschiedenen Behand-
lungsgruppen besser beurteilen zu kdnnen. Die Konzentration der mit LPS sti-
mulierten Kontrolle wurde dabei auf 100 % festgesetzt. Dargestellt werden die
Mittelwerte und Standardabweichungen nach der Normalisierung fur jeden Spen-
der. Nach der Normalisierung der Daten ergaben sich fur alle acht Zytokine ober-
halb der Nachweisgrenze statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Be-

handlungsgruppen.

Die absolut gemessenen Konzentrationen sind in den folgenden Abbildungen auf
der linken Seite dargestellt, die normalisierten Daten kommen auf der rechten
Seite zur Darstellung. Zur besseren Ubersicht wurden die statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen der Kontrolle ohne LPS-Stimulation und der Kontrolle mit
LPS-Stimulation in den folgenden Abbildungen nicht dargestellt.

Ziel der Untersuchung von sezernierten Zytokinen war die Frage, wie sich die
Zytokinsezernierung unter der Behandlung mit Pascorbin®, Vitamin B1 bzw. Hyd-
rocortison oder bei verschiedenen Kombinationen der drei Wirkstoffe verhalt.
Gleichzeitig wurde mit diesem Versuch untersucht, ob Vitamin B1 oder Hydro-
cortison selbst einen Zytokin-alterierenden Effekt auf PBMCs unter LPS-Stimula-

tion haben.
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In Abbildung 34 sind die Ergebnisse der Sezernierung von IL-1p dargestellt. Auf
der linken Seite sind die absolut gemessenen Konzentrationen in pg/ml darge-
stellt, auf der rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.
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Abbildung 34: Analyse von sezerniertem IL-18 (VR 1l)

Die Konzentration von IL-1p wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender Durchflusszyto-
metrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit LPS behandelte
Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Vergleichsgruppen.
Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1 (1 uM) bzw. Hyd-
rocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation untersucht. Zum weiteren
Vergleich wurde aufterdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison allein und in Kombi-
nation miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwolf
Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden Spender die Messung zweier biologi-
scher Replikate erfolgte, sowie statistisch signifikante Veranderungen (*) zwischen den Behand-
lungsgruppen. Die linke Grafik zeigt die absolut gemessene Konzentration in pg/ml, die rechte
Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100
%).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, *: p < 0,05, ****: p £0,0001, nach Inkubation fir sechs Stun-
den, LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, VR = Ver-
suchsreihe.
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Wahrend IL-1p in der Behandlungsgruppe ohne LPS-Stimulation kaum sezerniert
wird, konnte bei den Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation eine deutlich ho-

here Konzentration von IL-13 gemessen werden.

Bei der statistischen Auswertung der absolut gemessenen Konzentration an IL-
1B zeigte sich eine signifikante (*: p < 0,05) Abnahme der Sezernierung von IL-
1B unter Behandlung mit Pascorbin® und Hydrocortison gegeniiber der mit LPS
behandelten Kontrolle. Bei der Behandlung mit Pascorbin® allein bzw. Hydrocor-
tison einzeln oder in Kombination mit Vitamin B1 bzw. Vitamin B1 und Pascorbin®
zeigten sich dagegen keine statistisch signifikanten Veranderungen in der Sezer-

nierung von IL-13 gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle.

Die statistische Analyse der normalisierten Daten zeigte eine signifikante (*, p <
0,05) Abnahme der Sezernierung von IL-1B unter Behandlung mit Pascorbin®
und Vitamin B1 gegenulber der mit LPS behandelten Kontrolle. AuRerdem zeigen
alle vier Behandlungsgruppen mit Hydrocortison eine statistisch hochst signifi-
kante (****, p < 0,0001) Abnahme der Sezernierung von IL-13 gegenuber der mit
LPS behandelten Kontrolle. Unter der Behandlung mit Pascorbin® oder Vitamin
B1 einzeln zeigte sich keine statistisch signifikante Veranderung der Sezernie-

rung von IL-1.

Somit kann festgestellt werden, dass sich — nach Normalisierung der absolut ge-
messenen Konzentrationen — eine Reduktion der IL-1B-Konzentration bei allen

eingesetzten Kombinationen mit Hydrocortison zeigte.
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Abbildung 35 zeigt die Ergebnisse der Sezernierung von TNF-a. Auf der linken
Seite sind die absolut gemessenen Konzentrationen in pg/ml dargestellt, auf der

rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.

In der Behandlungsgruppe ohne LPS-Stimulation wird TNF-o nicht sezerniert.

Unter LPS-Stimulation wurde TNF-o dagegen in allen Behandlungsgruppen se-

zerniert.
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Abbildung 35: Analyse von sezerniertem TNF-a (VR Il)

Die Konzentration von TNF-o. wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieBender Durchflusszyto-
metrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit LPS behandelte
Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Vergleichsgruppen.
Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1 (1 uM) bzw. Hyd-
rocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation untersucht. Zum weiteren
Vergleich wurde auferdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison allein und in Kombi-
nation miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwolf
Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden Spender die Messung zweier biologi-
scher Replikate erfolgte, sowie statistisch signifikante Veranderungen (*) zwischen den Behand-
lungsgruppen. Die linke Grafik zeigt die absolut gemessene Konzentration in pg/ml, die rechte
Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100
%).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, ****: p < 0,0001, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS
= Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, VR = Versuchsreihe.
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Bei der statistischen Auswertung der absolut gemessenen Konzentration an
TNF-a ergaben sich keine signifikanten Veranderungen. Dennoch ist die Kon-
zentration von sezerniertem TNF-a in den Behandlungsgruppen mit Hydrocorti-

son sichtbar niedriger als bei der mit LPS behandelten Kontrolle.

In der statistischen Analyse der normalisierten Daten ergab sich fur diese vier
Behandlungsgruppen mit Hydrocortison nun eine statistisch hochst signifikante
(****, p<0,0001) Abnahme der Sezernierung von TNF-a gegenuber der mit LPS
behandelten Kontrolle. Unter der Behandlung mit Pascorbin® und / oder Vitamin
B1 zeigte sich keine statistisch signifikante Veranderung der Sezernierung von
TNF-a.

Somit kann festgestellt werden, dass sich — nach Normalisierung der absolut ge-
messenen Konzentrationen — eine Reduktion der TNF-o-Konzentration bei allen

eingesetzten Kombinationen mit Hydrocortison zeigte.
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In Abbildung 36 sind die Ergebnisse der Sezernierung von MCP-1 dargestelit.
Auf der linken Seite sind die absolut gemessenen Konzentrationen in pg/ml dar-

gestellt, auf der rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.

Wahrend MCP-1 in der Behandlungsgruppe ohne LPS-Stimulation kaum sezer-
niert wird, konnte bei den Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation eine deutlich
hohere Konzentration von MCP-1 gemessen werden.
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Abbildung 36: Analyse von sezerniertem MCP-1 (VR Il)

Die Konzentration von MCP-1 wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender Durchflusszyto-
metrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit LPS behandelte
Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Vergleichsgruppen.
Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1 (1 uM) bzw. Hyd-
rocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation untersucht. Zum weiteren
Vergleich wurde aufterdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison allein und in Kombi-
nation miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwolf
Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden Spender die Messung zweier biologi-
scher Replikate erfolgte, sowie statistisch signifikante Veranderungen (*) zwischen den Behand-
lungsgruppen. Die linke Grafik zeigt die absolut gemessene Konzentration in pg/ml, die rechte
Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100
%).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, *: p < 0,05, ****: p £0,0001, nach Inkubation fir sechs Stun-
den, LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, VR = Ver-
suchsreihe.
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Ergebnisse

Bei der statistischen Auswertung der absolut gemessenen Konzentration an
MCP-1 zeigte sich eine statistisch signifikante (p < 0,05) Abnahme der Sezernie-
rung von MCP-1 unter Behandlung mit Pascorbin® sowie mit der Kombination
aus Pascorbin® und Vitamin B1 gegenilber der mit LPS behandelten Kontrolle.
Bei der Behandlung mit Hydrocortison ergab sich fur alle Kombinationen eine
statistisch hochst signifikante (****, p < 0,0001) Abnahme der der Sezernierung
von MCP-1 gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle.

Die statistische Analyse der normalisierten Daten zeigte eine nun statistisch
hochst signifikante (****, p < 0,0001) Abnahme der Sezernierung von MCP-1 un-
ter Behandlung mit Pascorbin® sowie mit der Kombination aus Pascorbin® und
Vitamin B1 gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle. Alle vier Behandlungs-
gruppen mit Hydrocortison zeigten erneut eine statistisch hochst signifikante
(****, p=0,0001) Abnahme der Sezernierung von MCP-1 gegenuber der mit LPS

behandelten Kontrolle.

Somit kann festgestellt werden, dass sich eine Reduktion der MCP-1-Konzentra-
tion bei allen eingesetzten Kombinationen mit Pascorbin® sowie bei allen einge-

setzten Kombinationen mit Hydrocortison zeigte.
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Ergebnisse

In Abbildung 37 sind die Ergebnisse der Sezernierung von IL-6 dargestellt. Auf
der linken Seite sind die absolut gemessenen Konzentrationen in pg/ml darge-

stellt, auf der rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.

Wahrend IL-6 in der Behandlungsgruppe ohne LPS-Stimulation kaum sezerniert
wird, konnte bei den Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation eine deutlich h6-
here Konzentration von IL-6 gemessen werden.
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Abbildung 37: Analyse von sezerniertem IL-6 (VR II)

Die Konzentration von IL-6 wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender Durchflusszytomet-
rie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit LPS behandelte
Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Vergleichsgruppen.
Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1 (1 uM) bzw. Hyd-
rocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation untersucht. Zum weiteren
Vergleich wurde auferdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison allein und in Kombi-
nation miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwolf
Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden Spender die Messung zweier biologi-
scher Replikate erfolgte, sowie statistisch signifikante Veranderungen (*) zwischen den Behand-
lungsgruppen. Die linke Grafik zeigt die absolut gemessene Konzentration in pg/ml, die rechte
Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100
%).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, ****: p < 0,0001, nach Inkubation fiir sechs Stunden,
LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, VR = Versuchs-
reihe.
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Ergebnisse

Bei der statistischen Auswertung der absolut gemessenen Konzentration an IL-6
ergaben sich keine statistisch signifikanten Veranderungen. Dennoch ist die Kon-
zentration von sezerniertem IL-6 in allen Behandlungsgruppen mit Hydrocortison
sichtbar niedriger als bei der mit LPS behandelten Kontrolle.

Die statistische Analyse der normalisierten Daten zeigte dann eine statistisch
hochst signifikante (****, p < 0,0001) Abnahme der Sezernierung von IL-6 in die-
sen vier Behandlungsgruppen mit Hydrocortison gegenuber der mit LPS behan-
delten Kontrolle. Unter der Behandlung mit Pascorbin® oder Vitamin B1 einzeln
bzw. in Kombination miteinander zeigte sich keine statistisch signifikante Veran-

derung der Sezernierung von IL-6.

Somit kann festgestellt werden, dass sich — nach Normalisierung der absolut ge-
messenen Konzentrationen — eine Reduktion der IL-6-Konzentration bei allen

eingesetzten Kombinationen mit Hydrocortison zeigte.
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Ergebnisse

In Abbildung 38 sind die Ergebnisse der Sezernierung von IL-8 dargestellt. Auf
der linken Seite sind die absolut gemessenen Konzentrationen in pg/ml darge-

stellt, auf der rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.

Wahrend IL-8 in der Behandlungsgruppe ohne LPS-Stimulation kaum sezerniert
wird, konnte bei den Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation eine deutlich h6-
here Konzentration von IL-8 gemessen werden.
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Abbildung 38: Analyse von sezerniertem IL-8 (VR II)

Die Konzentration von IL-8 wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender Durchflusszytomet-
rie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit LPS behandelte
Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Vergleichsgruppen.
Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1 (1 uM) bzw. Hyd-
rocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation untersucht. Zum weiteren
Vergleich wurde auferdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison allein und in Kombi-
nation miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwolf
Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden Spender die Messung zweier biologi-
scher Replikate erfolgte, sowie statistisch signifikante Veranderungen (*) zwischen den Behand-
lungsgruppen. Die linke Grafik zeigt die absolut gemessene Konzentration in pg/ml, die rechte
Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100
%).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001,
nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1,
HC = Hydrocortison, VR = Versuchsreihe.
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Ergebnisse

Bei der statistischen Auswertung der absolut gemessenen Konzentration an IL-8
zeigte sich eine statistisch hoch signifikante (**, p < 0,01) Abnahme der Sezer-
nierung von IL-8 unter Behandlung mit der Dreifachkombination aus Pascorbin®,
Vitamin B1 und Hydrocortison gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle. Bei
der Behandlung mit Hydrocortison einzeln oder in Kombination mit Pascorbin®
bzw. Vitamin B1 zeigten sich dagegen eine statistisch sehr hoch signifikante (***,
p < 0,001) Abnahme der Sezernierung von IL-8 gegenuber der mit LPS behan-
delten Kontrolle.

Die statistische Analyse der normalisierten Daten zeigte eine statistisch signifi-
kante (*, p < 0,05) Zunahme der Sezernierung von IL-8 unter der Behandlung mit
Pascorbin® und Vitamin B1 gegeniiber der mit LPS behandelten Kontrolle. Au-
Rerdem zeigen alle vier Behandlungsgruppen mit Hydrocortison eine statistisch
hochst signifikante (****, p < 0,0001) Abnahme der Sezernierung von IL-8 gegen-
Uber der mit LPS behandelten Kontrolle. Unter der Behandlung mit Pascorbin®
oder Vitamin B1 einzeln zeigte sich keine statistisch signifikante Veranderung der

Sezernierung von IL-8.

Somit kann festgestellt werden, dass sich eine Reduktion der IL-8-Konzentration

bei allen eingesetzten Kombinationen mit Hydrocortison zeigte.
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Ergebnisse

In Abbildung 39 sind die Ergebnisse der Sezernierung von IL-10 dargestellt. Auf
der linken Seite sind die absolut gemessenen Konzentrationen in pg/ml darge-

stellt, auf der rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.

Wahrend IL-10 in der Behandlungsgruppe ohne LPS-Stimulation kaum sezerniert
wird, konnte bei den Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation eine deutlich h6-
here Konzentration von IL-10 gemessen werden.
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Abbildung 39: Analyse von sezerniertem IL-10 (VR II)

Die Konzentration von IL-10 wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender Durchflusszyto-
metrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit LPS behandelte
Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Vergleichsgruppen.
Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1 (1 uM) bzw. Hyd-
rocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation untersucht. Zum weiteren
Vergleich wurde aufterdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison allein und in Kombi-
nation miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwolf
Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden Spender die Messung zweier biologi-
scher Replikate erfolgte, sowie statistisch signifikante Veranderungen (*) zwischen den Behand-
lungsgruppen. Die linke Grafik zeigt die absolut gemessene Konzentration in pg/ml, die rechte
Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100
%).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, nach Inkubation fiir sechs Stun-
den, LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, VR = Ver-
suchsreihe.
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Bei der statistischen Auswertung der absolut gemessenen Konzentration an IL-

10 ergaben sich keine statistisch signifikanten Veranderungen.

Die statistische Analyse der normalisierten Daten zeigte eine statistisch sehr
hoch signifikante (***, p < 0,001) Abnahme der Sezernierung von IL-10 unter der
Behandlung mit Pascorbin® gegeniiber der mit LPS behandelten Kontrolle. Au-
Rerdem zeigen die Behandlungen mit Pascorbin® und Vitamin B1, mit Pascorbin®
und Hydrocortison, die Behandlung mit der Dreifachkombination aus Pascorbin®,
Vitamin B1 und Hydrocortison sowie die Behandlung mit Hydrocortison einzeln,
eine statistisch hoch signifikante (**, p < 0,01) Abnahme der Sezernierung von
IL-10 gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle. Unter der Behandlung mit
Hydrocortison und Vitamin B1 ergab sich eine statistisch sehr hoch signifikante
(***, p = 0,001) Abnahme der Sezernierung von IL-10 gegenuber der mit LPS
behandelten Kontrolle. Unter der Behandlung mit Vitamin B1 einzeln zeigte sich

keine statistisch signifikante Veranderung der Sezernierung von IL-10.

Somit kann festgestellt werden, dass sich — nach Normalisierung der absolut ge-
messenen Konzentrationen — eine Reduktion der IL-1B-Konzentration bei allen
eingesetzten Kombinationen mit Pascorbin® sowie bei allen eingesetzten Kom-

binationen mit Hydrocortison zeigte.
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Ergebnisse

In Abbildung 40 sind die Ergebnisse der Sezernierung von IL-18 dargestellt. Auf
der linken Seite sind die absolut gemessenen Konzentrationen in pg/ml darge-
stellt, auf der rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.

Wahrend IL-18 in der Behandlungsgruppe ohne LPS-Stimulation kaum sezerniert
wird, konnte bei den Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation eine deutlich h6-

here Konzentration von IL-18 gemessen werden.

% %k %k k
I**
50+ 200+  —
= — *
£ »
= 404 o
2 I 1504
- + |
§ 307 P
B o 1004
£ 20- =
= c
o o
g 10- < 507
S R
0- 0-
w »u o - 0O 0O = O 0O w 0 o = O 0O - O O
oo o, O T T O I T o o 4, O Fr T O I T
e S I e S U S
0+ﬂ.n-n_\—(l)u)\— °+D.ﬂ.n_\—wu)1—
= 2 4 4+ 4 o Qo o o = 2 4 + 4 0O & o o
2‘9 Wm“'_'""' ETg n o *t -+
g 58 2 R 0
o o -+ o o o -+ o
X v 7)) X ¥ (7]
o o
= 4

Abbildung 40: Analyse von sezerniertem IL-18 (VR Il)

Die Konzentration von IL-18 wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender Durchflusszyto-
metrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit LPS behandelte
Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Vergleichsgruppen.
Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1 (1 uM) bzw. Hyd-
rocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation untersucht. Zum weiteren
Vergleich wurde aufterdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison allein und in Kombi-
nation miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwolf
Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden Spender die Messung zweier biologi-
scher Replikate erfolgte, sowie statistisch signifikante Veranderungen (*) zwischen den Behand-
lungsgruppen. Die linke Grafik zeigt die absolut gemessene Konzentration in pg/ml, die rechte
Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100
%).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, *: p < 0,05, **: p < 0,01, ****: p < 0,0001, nach Inkubation
fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocor-
tison, VR = Versuchsreihe.
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Ergebnisse

Bei der statistischen Auswertung der absolut gemessenen Konzentration an IL-
18 ergaben sich keine statistisch signifikanten Veranderungen. Dennoch ist die
Konzentration von sezerniertem IL-6 in allen Behandlungsgruppen mit Hydrocor-
tison sichtbar niedriger als bei der mit LPS behandelten Kontrolle.

Die statistische Analyse der normalisierten Daten zeigte eine statistisch signifi-
kante (*, p = 0,05) Zunahme der Sezernierung von IL-18 unter Behandlung mit
Pascorbin® sowie eine statistisch hoch signifikante (**, p < 0,01) Zunahme der
Sezernierung von IL-18 unter Behandlung mit Pascorbin® und Vitamin B1 gegen-
uber der mit LPS behandelten Kontrolle. Aulerdem zeigen alle vier Behand-
lungsgruppen mit Hydrocortison eine statistisch hochst signifikante (****,
p <0,0001) Abnahme der Sezernierung von IL-18 gegenuber der mit LPS behan-
delten Kontrolle. Unter der Behandlung mit Vitamin B1 einzeln zeigte sich keine
statistisch signifikante Veranderung der Sezernierung von IL-18.

Somit kann festgestellt werden, dass sich — nach Normalisierung der absolut ge-
messenen Konzentrationen — eine Reduktion der IL-18-Konzentration bei allen
eingesetzten Kombinationen mit Hydrocortison zeigte.
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Ergebnisse

In Abbildung 41 sind die Ergebnisse der Sezernierung von IL-23 dargestellt. Auf
der linken Seite sind die absolut gemessenen Konzentrationen in pg/ml darge-

stellt, auf der rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.

Wahrend IL-23 in der Behandlungsgruppe ohne LPS-Stimulation kaum sezerniert
wird, konnte bei den Behandlungsgruppen mit LPS-Stimulation eine deutlich h6-
here Konzentration von IL-23 gemessen werden.
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Abbildung 41: Analyse von sezerniertem IL-23 (VR Il)

Die Konzentration von IL-23 wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender Durchflusszyto-
metrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit LPS behandelte
Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Vergleichsgruppen.
Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1 (1 uM) bzw. Hyd-
rocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation untersucht. Zum weiteren
Vergleich wurde aufterdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison allein und in Kombi-
nation miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwolf
Spendern und die Standardabweichungen, wobei flr jeden Spender die Messung zweier biologi-
scher Replikate erfolgte, sowie statistisch signifikante Veranderungen (*) zwischen den Behand-
lungsgruppen. Die linke Grafik zeigt die absolut gemessene Konzentration in pg/ml, die rechte
Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100
%).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, ****: p < 0,0001, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS
= Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, VR = Versuchsreihe.
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Ergebnisse

Bei der statistischen Auswertung der absolut gemessenen Konzentration an IL-
23 zeigte sich eine statistisch hochst signifikante (****, p < 0,0001) Abnahme der
Sezernierung von IL-23 in allen vier Behandlungsgruppen mit Hydrocortison ge-
geniber der mit LPS behandelten Kontrolle. Bei der Behandlung mit Pascorbin®
allein bzw. Vitamin B1 einzeln oder in Kombination miteinander zeigten sich da-
gegen keine statistisch signifikanten Veranderungen in der Sezernierung von IL-
23 gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle.

Die statistische Analyse der normalisierten Daten zeigte erneut eine statistisch
hochst signifikante (****, p < 0,0001) Abnahme der Sezernierung von IL-23 in
allen vier Behandlungsgruppen mit Hydrocortison gegenuber der mit LPS behan-
delten Kontrolle. Zusatzlich ergab sich eine statistisch hochst signifikante (****, p
< 0,0001) Abnahme der Sezernierung von IL-23 unter Behandlung mit Pascor-
bin® bzw. Pascorbin® und Vitamin B1 gegeniiber der mit LPS behandelten Kon-
trolle. Unter der Behandlung mit Vitamin B1 einzeln zeigte sich keine statistisch
signifikante Veranderung der Sezernierung von IL-23.

Somit kann festgestellt werden, dass sich — nach Normalisierung der absolut ge-
messenen Konzentrationen — eine Reduktion der IL-23-Konzentration bei allen
eingesetzten Kombinationen mit Pascorbin® sowie bei allen eingesetzten Kom-

binationen mit Hydrocortison zeigte.
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Ergebnisse

Im Vergleich der beiden Geschlechter ergaben sich bei sieben von acht Zytoki-
nen keine statistisch signifikanten Unterschiede. Lediglich bei IL-10 ergeben sich
nach Normalisierung der Daten einzelne statistisch signifikante Unterschiede
(Abbildung 44).

Die dazugehorigen Mittelwerte und Standardabweichungen fur die acht messba-
ren Zytokine sind in Abbildung 42 bis Abbildung 45 dargestellt.

Die absolut gemessenen Konzentrationen sind in den folgenden Abbildungen auf
der linken Seite dargestellt, die normalisierten Daten kommen auf der rechten
Seite zur Darstellung, jeweils aufgetrennt nach Geschlecht; Frauen in Rot, Man-

ner in blau.

Abbildung 42 zeigt die Analyse von sezernierten Zytokinen nach Geschlecht fur
IL-13 sowie TNF-a. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede

zwischen den beiden Geschlechtern.
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Abbildung 42: Analyse von sezernierten Zytokinen nach Geschlecht (VR Il, Teil 1)

Die Konzentration der sezernierten Zytokine wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender
Durchflusszytometrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit
LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Ver-
gleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1
(1 M) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation unter-
sucht. Zum weiteren Vergleich wurde aul3erdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison
allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mit-
telwerte von je sechs Spendern und die Standardabweichungen, wobei fir jeden Spender die
Messung zweier biologischer Replikate erfolgte. Die linke Grafik zeigt die absolut gemessene
Konzentration in pg/ml, die rechte Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normali-
sierten Werte (Kontrolle + LPS = 100 %). Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Veran-
derungen in der Sezernierung der verschiedenen Zytokine zwischen den beiden Geschlechtern.
Die statistisch signifikanten Veranderungen zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen sind
in Abbildung 34 und Abbildung 35 dargestellt.

Sidak’s-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, F = weibliche Spender, M = mannliche
Spender, VR = Versuchsreihe.
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Abbildung 43 zeigt die Analyse von sezernierten Zytokinen nach Geschlecht fur
MCP-1 sowie IL-6. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Geschlechtern.
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Abbildung 43: Analyse von sezernierten Zytokinen nach Geschlecht (VR Il, Teil 2)

Die Konzentration der sezernierten Zytokine wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender
Durchflusszytometrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit
LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Ver-
gleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1
(1 M) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation unter-
sucht. Zum weiteren Vergleich wurde aul3erdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison
allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mit-
telwerte von je sechs Spendern und die Standardabweichungen, wobei fiir jeden Spender die
Messung zweier biologischer Replikate erfolgte. Die linke Grafik zeigt die absolut gemessene
Konzentration in pg/ml, die rechte Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normali-
sierten Werte (Kontrolle + LPS = 100 %). Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Veran-
derungen in der Sezernierung der verschiedenen Zytokine zwischen den beiden Geschlechtern.
Die statistisch signifikanten Veranderungen zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen sind
in Abbildung 36 und Abbildung 37 dargestellt.

Sidak’s-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, F = weibliche Spender, M = mannliche
Spender, VR = Versuchsreihe.
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Abbildung 44 zeigt die Analyse von sezernierten Zytokinen nach Geschlecht fur
IL-8 sowie IL-10.
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Abbildung 44: Analyse von sezernierten Zytokinen nach Geschlecht (VR Il, Teil 3)

Die Konzentration der sezernierten Zytokine wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender
Durchflusszytometrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit
LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Ver-
gleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1
(1 M) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation unter-
sucht. Zum weiteren Vergleich wurde auf3erdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison
allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mit-
telwerte von je sechs Spendern und die Standardabweichungen, sowie die statistisch signifikan-
ten Unterschiede (*) zwischen den beiden Geschlechtern, wobei fiir jeden Spender die Messung
zweier biologischer Replikate erfolgte. Die linke Grafik zeigt die absolut gemessene Konzentra-
tion in pg/ml, die rechte Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte
(Kontrolle + LPS = 100 %). Die statistisch signifikanten Veradnderungen zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen sind in Abbildung 38 und Abbildung 39 dargestellt.

Sidak’s-multiple-comparison-Test, *: p < 0,05, **: p < 0,01, nach Inkubation fiir sechs Stunden,
LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, F = weibliche
Spender, M = mannliche Spender, VR = Versuchsreihe.
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In der Sezernierung von IL-8 ergaben sich keine statistisch signifikanten Unter-

schiede zwischen den beiden Geschlechtern.

Bei den absolut gemessenen Konzentrationen der Sezernierung von IL-10 erga-
ben sich ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den bei-
den Geschlechtern. Nach Normalisierung der Daten zeigte sich allerdings ein
statistisch signifikanter (*, p < 0,05) Unterschied unter der Behandlung mit der
Dreifachkombination aus Pascorbin®, Vitamin B1 und Hydrocortison. Dabei
wurde von den Zellen der weiblichen Spender im Durchschnitt mehr IL-10 sezer-
niert als von den Zellen der mannlichen Spender. Ein weiterer statistisch hoch
signifikanter (**, p £ 0,01) Unterschied in der Sezernierung von IL-10 zeigte sich
unter der Behandlung mit Hydrocortison. Auch hier wurde von den Zellen der
weiblichen Spender im Durchschnitt mehr IL-10 sezerniert als von den Zellen der

mannlichen Spender.
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Abbildung 45 zeigt die Analyse von sezernierten Zytokinen nach Geschlecht fur
IL-18 sowie IL-23. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Geschlechtern.
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Abbildung 45: Analyse von sezernierten Zytokinen nach Geschlecht (VR Il, Teil 4)

Die Konzentration der sezernierten Zytokine wurde mittels LEGENDplex™ und anschlieRender
Durchflusszytometrie bestimmt. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit
LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Ver-
gleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1
(1 M) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation unter-
sucht. Zum weiteren Vergleich wurde auf3erdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison
allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mit-
telwerte von je sechs Spendern und die Standardabweichungen, wobei fiir jeden Spender die
Messung zweier biologischer Replikate erfolgte. Die linke Grafik zeigt die absolut gemessene
Konzentration in pg/ml, die rechte Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normali-
sierten Werte (Kontrolle + LPS = 100 %). Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Veran-
derungen in der Sezernierung der verschiedenen Zytokine zwischen den beiden Geschlechtern.
Die statistisch signifikanten Veranderungen zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen sind
in Abbildung 40 und Abbildung 41 dargestellt.

Sidak’s-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, F = weibliche Spender, M = mannliche
Spender, VR = Versuchsreihe.
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Die Sezernierung der 13 untersuchten Zytokine scheint — mit Ausnahme von IL-
10 — somit unter den hier gewahlten Versuchsbedingungen keinem geschlechts-

spezifischem Effekt zu unterliegen.

Die vier geschlechtsspezifischen Grafiken enthalten keine Aussagen zu statis-
tisch signifikanten Unterschieden zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen,
da diese bereits in den vorangegangenen Abbildungen gezeigt wurden. Zur bes-
seren Ubersichtlichkeit wurde die statistische Auswertung zu Abbildung 42 bis
Abbildung 45 ausschliel3lich bezuglich geschlechtsspezifischer Unterschiede in

der Zytokin-Sezernierung vorgenommen.
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3.2.4 Analyse der Genexpression von PBMCs nach Behandlung mit

mehreren Wirkstoffen

Im Vorfeld der Genexpressionsanalyse wurde RNA aus Zellpellets isoliert (mit
Hilfe des RNeasy Micro-Kits der Firma Quiagen). Diese RNA wurde anschlie3end
in cDNA revers transkribiert und mittels qPCR analysiert. Untersucht wurde dabei
die Expression der Zytokine IL-6, TNF-a, MCP-1 und IL-23 sowie von ATF 3,
dessen Expression durch unterschiedliche Stresssituationen in verschiedensten
Zellen induziert wird (Chen et al. 1996; Hai et al. 1999).

Die Ergebnisse wurden gegen die Expression von ACTB und TBP normalisiert.
Diese Gene werden weitestgehend unabhangig von aulieren Einflissen durch
die Zelle exprimiert und dienen somit als Referenz fur die Stoffwechselaktivitat
der Zellen.

Bei der Messung der Expression verschiedener Gene ergaben sich erneut hohe
Standardabweichungen. Diese kommen — wie schon in der ersten Versuchsreihe
— durch interindividuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Spendern zu-

stande.

Die gemessene relative Expression wurde daher gegen die mit LPS stimulierte
Kontrolle normalisiert, um die interindividuellen Unterschiede in der Genexpres-
sion auszugleichen und so die Veranderung durch die verschiedenen Behand-
lungsgruppen besser beurteilen zu kdnnen. Die Konzentration der mit LPS sti-
mulierten Kontrolle wurde dabei auf 100 % festgesetzt. Dargestellt werden die
Mittelwerte und Standardabweichungen nach der Normalisierung fur jeden Spen-
der.

Die relative Expression ist in den folgenden Abbildungen auf der linken Seite dar-
gestellt, die normalisierten Daten kommen auf der rechten Seite zur Darstellung.
Zur besseren Ubersicht wurden die statistisch signifikanten Unterschiede zwi-
schen der Kontrolle ohne LPS-Stimulation und der Kontrolle mit LPS-Stimulation
in den folgenden Abbildungen nicht dargestellt.
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In Abbildung 46 sind die Mittelwerte aller Spender fur die Expression von ATF 3
in den neun Behandlungsgruppen sowie die entsprechenden Standardabwei-
chungen dargestellt. Auf der linken Seite ist die relative Expression dargestellt,

auf der rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.

ATF 3 wurde in allen Behandlungsgruppen exprimiert, auch in der Behandlungs-
gruppe ohne LPS-Stimulation.
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Abbildung 46: Expression von ATF 3 (VR ll)

Die relative Expression wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse gegen die Expression
von ACTB und TBP normalisiert. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit
LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Ver-
gleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1
(1 M) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation unter-
sucht. Zum weiteren Vergleich wurde aul3erdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison
allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mit-
telwerte von zwolf Spendern und die Standardabweichungen, sowie statistisch signifikante Ver-
anderungen (*) zwischen den Behandlungsgruppen, wobei fir jeden Spender eine Messung in
Duplikaten erfolgte. Die linke Grafik zeigt die relative Expression von ATF 3, die rechte Grafik
zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100 %).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, *: p < 0,05, ****: p <0,0001, nach Inkubation fir sechs Stun-
den, LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, ACTB = -
Actin, TBP = TATA-Box-Bindungsprotein, VR = Versuchsreihe.
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Bei der statistischen Auswertung der relativen Expression von ATF 3 zeigte sich
eine statistisch signifikante (*, p < 0,05) Zunahme der Expression von ATF 3 unter
Behandlung mit Pascorbin® gegeniiber der mit LPS behandelten Kontrolle. Des
Weiteren zeigte sich eine statistisch signifikante (*, p < 0,05) Abnahme der Ex-
pression von ATF 3 unter der Behandlung mit Hydrocortison bzw. Hydrocortison
und Vitamin B1 gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle.

Die statistische Analyse der normalisierten Daten zeigte ebenfalls eine statistisch
signifikante (*, p < 0,05) Zunahme der Expression von ATF 3 unter Behandlung
mit Pascorbin® gegenilber der mit LPS behandelten Kontrolle. Eine statistisch
hochst signifikante (****, p < 0,0001) Abnahme der Expression von ATF 3 zeigte
sich dagegen unter der Behandlung mit Hydrocortison bzw. Hydrocortison und

Vitamin B1 gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle.

Somit kann festgestellt werden, dass sich eine Reduktion der Expression von
ATF 3 unter der Behandlung mit Hydrocortison bzw. Hydrocortison und Vitamin

B1 zeigte, nicht jedoch bei der Behandlung mit Pascorbin® und Hydrocortison

bzw. der Dreifachkombination aus Pascorbin®, Vitamin B1 und Hydrocortison.
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In Abbildung 47 sind die Mittelwerte aller Spender fur die Expression von /L-6 in
den neun Behandlungsgruppen sowie die entsprechenden Standardabweichun-
gen dargestellt. Auf der linken Seite ist die relative Expression dargestellt, auf der

rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.
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Abbildung 47: Expression von IL-6 (VR II)

Die relative Expression wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse gegen die Expression
von ACTB und TBP normalisiert. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit
LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Ver-
gleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1
(1 M) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation unter-
sucht. Zum weiteren Vergleich wurde aul3erdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison
allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mit-
telwerte von zwolf Spendern und die Standardabweichungen, sowie statistisch signifikante Ver-
anderungen (*) zwischen den Behandlungsgruppen, wobei fir jeden Spender eine Messung in
Duplikaten erfolgte. Die linke Grafik zeigt die relative Expression von IL-6, die rechte Grafik zeigt
die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100 %).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, *: p < 0,05, ****: p £0,0001, nach Inkubation fir sechs Stun-
den, LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, ACTB = -
Actin, TBP = TATA-Box-Bindungsprotein, VR = Versuchsreihe.

Bei der statistischen Auswertung der relativen Expression von /L-6 zeigte sich
eine statistisch signifikante (*, p < 0,05) Abnahme der Expression von IL-6 bei
allen Behandlungsgruppen mit Hydrocortison gegenuber der mit LPS behandel-

ten Kontrolle. Bei der Behandlung mit Pascorbin® oder Vitamin B1 allein bzw. in
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Kombination miteinander zeigten sich dagegen keine statistisch signifikanten
Veranderungen in der Expression von /L-6 gegenuber der mit LPS behandelten

Kontrolle.

Die statistische Analyse der normalisierten Daten zeigte eine statistisch hochst
signifikante (****, p < 0,0001) Abnahme der Expression von /L-6 bei allen Be-
handlungsgruppen mit Hydrocortison gegenuber der mit LPS behandelten Kon-
trolle. Bei der Behandlung mit Pascorbin® oder Vitamin B1 allein bzw. in Kombi-
nation miteinander zeigten sich erneut keine statistisch signifikanten Veranderun-

gen in der Expression von /L-6 gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle.

Somit kann festgestellt werden, dass sich eine Reduktion der Expression von /L-

6 bei allen eingesetzten Kombinationen mit Hydrocortison zeigte.
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In Abbildung 48 sind die Mittelwerte aller Spender fur die Expression von TNF-«
in den neun Behandlungsgruppen sowie die entsprechenden Standardabwei-
chungen dargestellt. Auf der linken Seite ist die relative Expression dargestellt,

auf der rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.
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Abbildung 48: Expression von TNF-a (VR 1l)

Die relative Expression wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse gegen die Expression
von ACTB und TBP normalisiert. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit
LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Ver-
gleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1
(1 M) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation unter-
sucht. Zum weiteren Vergleich wurde aul3erdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison
allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mit-
telwerte von zwolf Spendern und die Standardabweichungen, sowie statistisch signifikante Ver-
anderungen (*) zwischen den Behandlungsgruppen, wobei fir jeden Spender eine Messung in
Duplikaten erfolgte. Die linke Grafik zeigt die relative Expression von TNF-«, die rechte Grafik
zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100 %).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001,
nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1,
HC = Hydrocortison, ACTB = B-Actin, TBP = TATA-Box-Bindungsprotein, VR = Versuchsreihe.
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Bei der statistischen Auswertung der relativen Expression von TNF-« zeigte sich
eine statistisch signifikante (*, p < 0,05) Abnahme der Expression von TNF-« un-
ter der Behandlung mit der Dreifachkombination aus Pascorbin®, Vitamin B1 und
Hydrocortison gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle. Bei der Behand-
lung mit Hydrocortison allein und Hydrocortison in Kombination mit Pascorbin®
und Vitamin B1 zeigte sich eine statistisch hochst signifikante (****, p < 0,0001)
Abnahme der Expression von TNF-a gegenuber der mit LPS behandelten Kon-
trolle. In den Behandlungsgruppen ohne Hydrocortison ergaben sich keine sta-

tistisch signifikanten Veranderungen.

Die statistische Analyse der normalisierten Daten zeigte eine statistisch sehr
hoch signifikante (***, p < 0,001) Abnahme der Expression von TNF-« unter der
Behandlung mit der Dreifachkombination aus Pascorbin®, Vitamin B1 und Hyd-
rocortison gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle. Bei der Behandlung mit
den drei Ubrigen Hydrocortison-enthaltenden Behandlungsgruppen (Hydrocorti-
son allein / Hydrocortison in Kombination mit Pascorbin® / Hydrocortison in Kom-
bination mit Vitamin B1) ergab sich eine statistisch hochst signifikante (****, p <
0,0001) Abnahme der Expression von TNF-a gegenuber der mit LPS behandel-
ten Kontrolle. In den Behandlungsgruppen ohne Hydrocortison ergaben sich er-
neut keine statistisch signifikanten Veranderungen.

Somit kann festgestellt werden, dass sich eine Reduktion der Expression von

TNF-« bei allen eingesetzten Kombinationen mit Hydrocortison zeigte.
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In Abbildung 49 sind die Mittelwerte aller Spender fur die Expression von MCP-1
in den neun Behandlungsgruppen sowie die entsprechenden Standardabwei-
chungen dargestellt. Auf der linken Seite ist die relative Expression dargestellt,

auf der rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.
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Abbildung 49: Expression von MCP-1 (VR 1l)

Die relative Expression wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse gegen die Expression
von ACTB und TBP normalisiert. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit
LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Ver-
gleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1
(1 M) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation unter-
sucht. Zum weiteren Vergleich wurde aul3erdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison
allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mit-
telwerte von zwolf Spendern und die Standardabweichungen, sowie statistisch signifikante Ver-
anderungen (*) zwischen den Behandlungsgruppen, wobei fir jeden Spender eine Messung in
Duplikaten erfolgte. Die linke Grafik zeigt die relative Expression von MCP-1, die rechte Grafik
zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100 %).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, **: p < 0,01, ****: p < 0,0001, nach Inkubation fiir sechs
Stunden, LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, ACTB
= B-Actin, TBP = TATA-Box-Bindungsprotein, VR = Versuchsreihe.
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Bei der statistischen Auswertung der relativen Expression von MCP-1 zeigte sich
eine statistisch hoch signifikante (**, p < 0,01) Abnahme der Expression von
MCP-1 in allen Behandlungsgruppen mit Pascorbin® und / oder Hydrocortison
(Pascorbin® allein / Pascorbin® in Kombination mit Vitamin B1 / Pascorbin® in
Kombination mit Hydrocortison / Dreifachkombination aus Pascorbin®, Vitamin
B1 und Hydrocortison / Hydrocortison allein / Hydrocortison in Kombination mit
Vitamin B1) gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle. Unter der Behandlung
mit Vitamin B1 ergab sich keine statistisch signifikante Veranderung der Expres-
sion von MCP-1.

Die statistische Analyse der normalisierten Daten zeigte eine statistisch hochst
signifikante (****, p < 0,0001) Abnahme der Expression von MCP-1 bei allen Be-
handlungsgruppen mit Pascorbin® und / oder Hydrocortison (s.0.) gegeniber der
mit LPS behandelten Kontrolle. Unter der Behandlung mit Vitamin B1 ergab sich
erneut keine statistisch signifikante Veranderung der Expression von MCP-1.

Somit kann festgestellt werden, dass sich eine Reduktion der Expression von
MCP-1 bei allen eingesetzten Kombinationen mit Pascorbin® sowie bei allen ein-

gesetzten Kombinationen mit Hydrocortison zeigte.
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In Abbildung 50 sind die Mittelwerte aller Spender fur die Expression von /L-23 in
den neun Behandlungsgruppen sowie die entsprechenden Standardabweichun-
gen dargestellt. Auf der linken Seite ist die relative Expression dargestellt, auf der

rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.

ks ok
* %
| I %%k k
* I
%k %k k
500 | 150
c c =
S 400- 4
; e
o o+ 100
%300- %2
w wo _
© 200- o
> > < 50
g 52
© 100+ T
(14 ¥ X
-
0- 0-
O W o T OO T O 0 » WwoLT OO T O 0
o o m T r @ I T o o 4, O Fr T @ I T
- w * o+ o+ *t + o+ e S T T
o o a o = 0 o <« o T oo a = 0 0 =
= 2 4 4 4, oo o o = & 4 4 4 oo ag o
o 3 ) + = a4 °o 3 ) + = a4
= ] o 0 5 ] g
c = o o [ c = o o o (7]
S 5 R R o S § e o
¥ 2 » ¥ ¥ ®
- -

Abbildung 50: Expression von IL-23 (VR 1l)

Die relative Expression wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse gegen die Expression
von ACTB und TBP normalisiert. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit
LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Ver-
gleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1
(1 M) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation unter-
sucht. Zum weiteren Vergleich wurde aul3erdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison
allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mit-
telwerte von zwolf Spendern und die Standardabweichungen, sowie statistisch signifikante Ver-
anderungen (*) zwischen den Behandlungsgruppen, wobei flr jeden Spender eine Messung in
Duplikaten erfolgte. Die linke Grafik zeigt die relative Expression von IL-23, die rechte Grafik zeigt
die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100 %).

Dunnett's-multiple-comparisons-Test, *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001,
nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1,
HC = Hydrocortison, ACTB = B-Actin, TBP = TATA-Box-Bindungsprotein, VR = Versuchsreihe.
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Bei der statistischen Auswertung der relativen Expression von /L-23 zeigte sich
eine statistisch signifikante (*, p < 0,05) Abnahme der Expression von /L-23 unter
der Behandlung mit Pascorbin® sowie der Kombination von Pascorbin® und Vi-
tamin B1 gegenuber der mit LPS behandelten Kontrolle. AulRerdem ergab sich
eine statistisch hoch signifikante (**, p < 0,01) Abnahme der Expression von /L-
23 bei der Behandlung mit Hydrocortison in Kombination mit Pascorbin®, Hydro-
cortison in Kombination mit Vitamin B1 sowie der Dreifachkombination aus Pas-
corbin®, Vitamin B1 und Hydrocortison gegeniiber der mit LPS behandelten Kon-
trolle. Unter der Behandlung mit Hydrocortison allein sowie Vitamin B1 allein
ergaben sich keine statistisch signifikanten Veranderungen.

Die statistische Analyse der normalisierten Daten zeigte eine statistisch sehr
hoch signifikante (***, p < 0,001) Abnahme der Expression von /L-23 unter der
Behandlung mit Hydrocortison allein gegenuber der mit LPS behandelten Kon-
trolle. Bei der Behandlung mit allen anderen Behandlungsgruppen mit Pascor-
bin® und / oder Hydrocortison (Pascorbin® allein / Pascorbin® in Kombination mit
Vitamin B1 / Pascorbin® in Kombination mit Hydrocortison / Dreifachkombination
aus Pascorbin®, Vitamin B1 und Hydrocortison / Hydrocortison in Kombination
mit Vitamin B1) ergab sich eine statistisch hochst signifikante (****, p < 0,0001)
Abnahme der Expression von /L-23 gegenuber der mit LPS behandelten Kon-
trolle. Unter der Behandlung mit Vitamin B1 allein ergab sich keine statistisch

signifikante Veranderung.

Somit kann festgestellt werden, dass sich — nach Normalisierung der Daten —
eine Reduktion der Expression von /L-23 bei allen eingesetzten Kombinationen
mit Pascorbin® sowie bei allen eingesetzten Kombinationen mit Hydrocortison

zeigte.
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Die Mittelwerte und Standardabweichungen des Vergleiches zwischen den bei-
den Geschlechtern fur die Expression von ATF 3, IL-6, TNF-a, MCP-1 und IL-23
sind in Abbildung 51 bis Abbildung 53 dargestellt.

Die absolute relative Expression ist in den folgenden Abbildungen auf der linken
Seite dargestellt, die normalisierten Daten kommen auf der rechten Seite zur Dar-

stellung, jeweils aufgetrennt nach Geschlecht; Frauen in Rot, Manner in Blau.

Die folgenden Grafiken enthalten keine Aussagen zu statistisch signifikanten Un-
terschieden zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen, da diese bereits in
den vorangegangenen Abbildungen gezeigt wurden. Zur besseren Ubersichtlich-
keit kommt in Abbildung 51 bis Abbildung 53 ausschlief3lich die statistische Aus-
wertung bezuglich geschlechtsspezifischer Unterschiede in der Genexpression

zur Darstellung.
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Abbildung 51 zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen pro Behandlungs-
gruppe fur die Expression von ATF 3 (entsprechend der Werte von Abbildung 46)
aufgetrennt nach Geschlecht. Auf der linken Seite ist die relative Expression dar-

gestellt, auf der rechten Seite kommen die normalisierten Daten zur Darstellung.

Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Expression
von ATF 3 zwischen den beiden Geschlechtern.
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Abbildung 51: Expression verschiedener Gene nach Geschlecht (VR II, Teil 1)

Die relative Expression wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse gegen die Expression
von ACTB und TBP normalisiert. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit
LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Ver-
gleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1
(1 uM) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation unter-
sucht. Zum weiteren Vergleich wurde auRerdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison
allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mit-
telwerte von je sechs Spendern und die Standardabweichungen, wobei fir jeden Spender eine
Messung in Duplikaten erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Veranderungen in
der Expression von ATF 3 zwischen den beiden Geschlechtern. Die statistisch signifikanten Ver-
anderungen zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen sind in Abbildung 46 dargestellt. Die
linke Grafik zeigt die relative Expression, die rechte Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte
Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100 %).

Sidak’s-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, ACTB = B-Actin, TBP = TATA-Box-Bin-
dungsprotein, F = weibliche Spender, M = mannliche Spender, VR = Versuchsreihe.
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Abbildung 52 zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen pro Behandlungs-
gruppe fur die Expression von /L-6 und TNF-« (entsprechend der Werte von Ab-
bildung 47 und Abbildung 48) aufgetrennt nach Geschlecht. Auf der linken Seite
ist die relative Expression dargestellt, auf der rechten Seite kommen die norma-
lisierten Daten zur Darstellung.

In der relativen Expression von /L-6 ergab sich innerhalb der mit LPS stimulierten
Kontrolle ein statistisch hochst signifikanter (****, p < 0,0001) Unterschied zwi-
schen den beiden Geschlechtern, wobei die Zellen der weiblichen Spender deut-
lich mehr IL-6 exprimierten als die Zellen der mannlichen Spender. In der Be-
handlungsgruppe mit Pascorbin® sowie unter Behandlung mit Vitamin B1 zeigte
sich ein statistisch hoch signifikanter (**, p < 0,01) Unterschied zwischen den
beiden Geschlechtern, wobei die Zellen der weiblichen Spender erneut deutlich
mehr IL-6 exprimierten als die Zellen der mannlichen Spender.

Nach Normalisierung der Daten zur relativen Expression von /L-6 ergaben sich
keine statistisch signifikanten Unterschiede mehr zwischen den beiden Ge-
schlechtern.

Bei der relativen Expression von TNF-« ergab sich innerhalb der mit LPS stimu-
lierten Kontrolle ein statistisch signifikanter (*, p < 0,05) Unterschied zwischen
den beiden Geschlechtern, wobei die Zellen der weiblichen Spender deutlich
mehr TNF-a exprimierten als die Zellen der mannlichen Spender. In der Behand-
lungsgruppe mit Pascorbin® zeigte sich ebenfalls ein statistisch signifikanter (*,
p < 0,05) Unterschied zwischen den beiden Geschlechtern, wobei die Zellen der
weiblichen Spender erneut deutlich mehr TNF-« exprimierten als die Zellen der

mannlichen Spender.

Auch nach Normalisierung der Daten zur relativen Expression von TNF-« erga-
ben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede mehr zwischen den beiden
Geschlechtern.
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Abbildung 52: Expression verschiedener Gene nach Geschlecht (VR Il, Teil 2)

Die relative Expression wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse gegen die Expression
von ACTB und TBP normalisiert. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit
LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Ver-
gleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1
(1 uM) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation unter-
sucht. Zum weiteren Vergleich wurde auf3erdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison
allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mit-
telwerte von je sechs Spendern und die Standardabweichungen, sowie statistisch signifikante
Veranderungen (*) zwischen den beiden Geschlechtern, wobei fiir jeden Spender eine Messung
in Duplikaten erfolgte. Die statistisch signifikanten Verdnderungen zwischen den einzelnen Be-
handlungsgruppen sind in Abbildung 47 und Abbildung 48 dargestellt. Die linke Grafik zeigt die
relative Expression, die rechte Grafik zeigt die auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten
Werte (Kontrolle + LPS = 100 %).

Sidak’s-multiple-comparison-Test, *: p < 0,05, **: p < 0,01, ****: p < 0,0001, nach Inkubation flr
sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid, P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison,
ACTB = B-Actin, TBP = TATA-Box-Bindungsprotein, F = weibliche Spender, M = mannliche Spen-
der, VR = Versuchsreihe.
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Abbildung 53 zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen pro Behandlungs-
gruppe fur die Expression von MCP-1 und IL-23 (entsprechend der Werte von
Abbildung 49 und Abbildung 50) aufgetrennt nach Geschlecht. Auf der linken
Seite ist die relative Expression dargestellt, auf der rechten Seite kommen die
normalisierten Daten zur Darstellung.

Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Expression
von MCP-1 und IL-23 zwischen den beiden Geschlechtern.
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Abbildung 53: Expression verschiedener Gene nach Geschlecht (VR Il, Teil 3)

Die relative Expression wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse gegen die Expression
von ACTB und TBP normalisiert. Untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle, sowie eine mit
LPS behandelte Kontrolle und eine Behandlung mit 10 ng/ml LPS und 1 mM Pascorbin® als Ver-
gleichsgruppen. Des Weiteren wurden die Kombination von Pascorbin® (1 mM) und Vitamin B1
(1 M) bzw. Hydrocortison (2 uM) sowie die Dreifachkombination unter LPS-Stimulation unter-
sucht. Zum weiteren Vergleich wurde auf3erdem die Wirkung von Vitamin B1 bzw. Hydrocortison
allein und in Kombination miteinander unter LPS-Stimulation untersucht. Dargestellt sind die Mit-
telwerte von je sechs Spendern und die Standardabweichungen, wobei fir jeden Spender eine
Messung in Duplikaten erfolgte. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Veranderungen in
der Expression von MCP-1 und IL-23 zwischen den beiden Geschlechtern. Die statistisch signi-
fikanten Veranderungen zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen sind in Abbildung 49 und
Abbildung 50 dargestellt. Die linke Grafik zeigt die relative Expression, die rechte Grafik zeigt die
auf die mit LPS stimulierte Kontrolle normalisierten Werte (Kontrolle + LPS = 100 %).

Sidak’s-multiple-comparison-Test, nach Inkubation fiir sechs Stunden, LPS = Lipopolysaccharid,
P = Pascorbin®, B1 = Vitamin B1, HC = Hydrocortison, ACTB = B-Actin, TBP = TATA-Box-Bin-
dungsprotein, F = weibliche Spender, M = mannliche Spender, VR = Versuchsreihe.
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Im Vergleich der beiden Geschlechter ergaben sich also bei insgesamt drei von
funf untersuchten Genen (IL-15, MCP-1, IL-23) keine statistisch signifikanten Un-
terschiede in der Expression. Die Expression von ATF 3, MCP-1 und IL-23
scheint somit unter den hier gewahlten Versuchsbedingungen keinem ge-

schlechtsspezifischem Effekt zu unterliegen.

Bei IL-6 und TNF-« ergaben sich einzelne statistisch signifikante Unterschiede in
der relativen Expression (Abbildung 52). Nach Normalisierung der Daten ergaben
sich allerdings auch fur /L-6 und TNF-a keine statistisch signifikanten Unter-

schiede mehr in der Expression zwischen den beiden Geschlechtern.
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4 Diskussion?

"Bei der Sepsis handelt es sich um ein komplexes klinisches Syndrom, das in der
Regel mit einer (bermél3igen Entziindungsreaktion einschlie3lich einer Uber-
schielBenden Freisetzung von Zytokinen einhergeht, die Gewebe und Organe
des Patienten schadigt. Aufgrund der Schwere dieser Erkrankung sterben jedes
Jahr schétzungsweise weltweit (iber 11 Millionen Menschen an Sepsis. (Lauer et
al., 2021)*

“Trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet gibt es noch immer keine spezifi-
sche Therapie fiir Sepsis. Bemerkenswerterweise findet sich bei vielen Sepsis-
Patienten ein ausgeprégter Vitamin C-Mangel: neun von zehn Sepsis-Patienten
haben eine Hypovitaminose C und jeder dritte Patient zeigt sogar einen klini-
schen Mangel mit Skorbut-Aspekten. Dartiber hinaus korreliert ein niedriger Vi-
tamin C-Spiegel bei Sepsispatienten, die auf der Intensivstation betreut werden
mdissen, mit einem hbéheren Bedarf an Vasopressoren, héheren SOFA-Scores
(Sequential Organ Failure Assessment) und einer erhbhten Sterblichkeit. (Lauer
et al., 2021)

“Ausgehend von dieser Beobachtung und den durchgefiihrten klinischen Studien,
in denen Vitamin C als Sepsistherapie bei Intensivpatienten eingesetzt wurde,
war das Ziel der vorliegenden in vitro Studie, die Auswirkungen von hochdosier-
tem Vitamin C allein und in einer Dreifachkombination mit Vitamin B1 (Thiamin)
und Hydrocortison auf die durch Lipopolysaccharid (LPS) ausgeléste Zytokinre-
aktion in peripheren mononukleédren Blutzellen (PBMCs) von gesunden mensch-
lichen Spendern zu untersuchen. (Lauer et al., 2021)“

2 Anmerkung:
Teile der Daten dieser Promotionsarbeit wurden bereits im Jahr 2021 veréffentlicht (Lauer et al.,
2021); dementsprechend werden in dieser Promotions-arbeit aus der englisch gefassten Origi-
nalarbeit von Lauer et al., 2021 ibernommene (und ins Deutsche Ubertragene) Textabschnitte
sowohl mit "Anflihrungszeichen" als auch in kursiver Schrift gesondert ausgewiesen, so dass die
Herkunft dieser Passagen jederzeit riickfiihrbar ist.
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"Unsere Ergebnisse zeigen, dass pharmakologische Dosierungen von Vitamin C
bis zu 2 mM die Viabilitdt von menschlichen PBMCs gesunder Spender nicht be-
einflussen. Wie ausgangsmaélig bereits vermutet, verringert Vitamin C die LPS-
induzierte Freisetzung von Zytokinen. (Lauer et al., 2021)"

“Bei den untersuchten Zytokinen zeigte sich die Sekretion von MCP-1, IL-10 und
IL-23 bei gleichzeitiger Vitamin C-Behandlung signifikant verringert. Die derartig
nachgewiesene immunmodulatorische Wirkung von Vitamin C auf MCP-1, IL-10
und IL-23 ist von besonderem Interesse, da der septische Schock hdufig mit einer
libersteigerten Immunantwort und einer oft tédlichen Hyperzytokindmie verbun-
den ist (Chousterman et al., 2017). (Lauer et al., 2021)"

“Unsere Daten bestétigen auch eine dominante Wirksamkeit des Cortikosteroids
Hydrocortison in den Kombinationsversuchen mit Vitamin B1 und Vitamin C. In
diesem Zusammenhang ist es bemerkenswert, dass die Wirkung von Vitamin C
auf die IL-10 Sekretion der Wirkung von Hydrocortison gleichkommt. Allerdings
zeigte die Kombination von Vitamin C und Hydrocortison im Vergleich zu Hydro-
cortison keine zusétzliche Wirkung in Form einer verringerten Zytokinfreisetzung
im Vergleich zu Hydrocortison allein; dies trifft fiir alle hier untersuchten Zytokine
zu. Interessanterweise hatte Vitamin B1 keinen Einfluss auf die Zytokinfreiset-
zung. (Lauer et al., 2021)*

“IL-10 ist ein entziindungshemmendes Zytokin. W&hrend einer Infektion hemmt
es die Aktivitdt von T-Helferzellen (Th1-Zellen), nattirlichen Killerzellen und Mak-
rophagen, die alle fiir eine optimale Erregerbeseitigung erforderlich sind, gleich-
zeitig aber auch zu Gewebeschéden beitragen. Daher kann IL-10 sowohl die Be-
seitigung von Krankheitserregern behindern als auch die Immunpathologie for-
dern. IL-10 hat somit eine bifunktionale Regulationsféhigkeit bei der Sepsis und
es kann nicht verallgemeinert werden, ob eine Herabregulierung z.B. durch Vita-
min C oder Hydrocortison per se vorteilhaft oder sch&dlich ist. (Lauer et al.,
2021)"
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“Viele verschiedene Zelltypen produzieren IL-10. Die entziindungshemmende
Wirkung von IL-10 wird durch seine negative Korrelation mit TNF und IL-6 ver-
deutlicht. IL-10 fungiert als zeitlicher Regulator des Ubergangs von der frithen
reversiblen Sepsis zur Spétphase des irreversiblen Schocks. (Lauer et al., 2021)*

“Das Einsetzen der Sepsis-bedingten Letalitét findet bei IL-107- Knock-out Méu-
sen signifikant friiher statt als bei IL-10"* Wildtyp Mausen und war mit 15-fach
héheren Serumspiegeln von TNF und IL-6 verbunden (Latifi, O'Riordan, &
Levine, 2002). Eine IL-10-Vorbehandlung konnte die TNF-Reaktion auf LPS bei
Mé&usen verhindern (Kawai et al., 1998). In einer Humanstudie war das IL-10/
Lymphozyten-Verhéltnis bei nicht tiberlebenden Patienten signifikant hbher als
bei tberlebenden Patienten, was auf eine durch Sepsis verursachte IL-10 Im-
munsuppression hinweist (X. Li et al., 2017). (Lauer et al., 2021)"

“Die Rolle von IL-23 in der Pathologie der Sepsis wird immer deutlicher. Eine
erhbhte Aktivitéat des IL-17/IL-23-Signalwegs wirkt sich nachteilig auf die Sepsis-
induzierte Lungenentziindung aus. Es wird daher spekuliert, dass Inhibitoren von
IL-23 einen positiven Einfluss auf den Verlauf der Sepsis haben kénnen
(Bosmann & Ward, 2012; Cauvi, Williams, Bermudez, Armijo, & De Maio, 2014).
(Lauer et al., 2021)"

“Es gibt immer mehr Belege fiir eine starke Korrelation zwischen hohen MCP-1-
Werten und Organfunktionsstérungen und einer erhéhten Sterblichkeit bei Sep-
sis-Patienten. AulBerdem deuten entsprechende Tiermodelle auf eine wichtige
Rolle fiir MCP-1 bei der Sepsis hin (Bossink et al., 1995; Bozza et al., 2007; He
etal., 2017; Hong et al., 2014; Matsukawa et al., 2000; Tsuda et al., 2004). Folg-
lich wurden Versuche unternommen, MCP-1 bei systemischen Entziindungen
gezielt einzusetzen. So schlitzte die prophylaktische und therapeutische Behand-
lung mit Bindarit, einem Blocker der MCP-1-Synthese, Mé&use signifikant vor Sep-
sis und Endotoxdmie, was sich in einer Verringerung der Neutrophilenaktivitét in
Lunge und Leber zeigte (Ramnath, Ng, Guglielmotti, & Bhatia, 2008). (Lauer et
al., 2021)*
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“Daher ist die Kenntnis des genauen Einflusses der einzelnen therapeutischen
Komponenten auf das Zytokinprofil von zentraler Bedeutung fiir die Bewertung
neuer therapeutischer Ansétze fiir Sepsis, wie die Kombination von Vitamin C,
Vitamin B1 und Hydrocortison. (Lauer et al., 2021)"

“Unser Ergebnis, dass Vitamin B1 weder die Zytokinfreisetzung beeinflusst noch
die durch Vitamin C oder Hydrocortison vermittelten Effekte moduliert, steht im
Einklang mit einer randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten Studie,
in der Thiamin als metabolischer Wiederbelebungsfaktor bei septischem Schock
eingesetzt wurde. In dieser Studie konnte Thiamin weder die Laktatwerte noch
andere Ergebnisse in der Gesamtgruppe der Patienten mit septischem Schock
und erh6htem Laktat beeinflussen. Allerdings hatten Patienten mit Thiaminman-
gel méglicherweise einen Nutzen (Donnino et al., 2016). Obwohl Thiamin bei
septischem Schock einen gewissen Nierenschutz zu bieten scheint (Moskowitz
et al., 2017), zeigten Miyamoto et al. in einer Beobachtungsstudie, dass sich kein
Zusammenhang zwischen der Verabreichung von Thiamin und der 28-Tage-Mor-
talitat bei Patienten mit septischem Schock findet (Miyamoto et al., 2020). (Lauer
et al., 2021)"

“Vitamin C scheint in der Lage zu sein, sowohl Infektionen der Atemwege als
auch systemische Infektionen vorzubeugen und zu behandeln, indem es ver-
schiedene Funktionen der Immunzellen stérkt (Carr & Maggini, 2017; Dosedél et
al., 2021). Traditionell werden diese mit antioxidativen Eigenschaften (< 10 mM
Plasmakonzentration) korreliert und wurden wiederholt in vitro bestétigt. (Lauer
etal., 2021)"

“In einer retrospektiven klinischen Vorher-Nachher-Studie wurden septische Pa-
tienten wahrend eines Zeitraums von sieben Monaten mit intravenésem Vitamin
C, Hydrocortison und Thiamin nach dem sog. Marik-Protokoll behandelt (Verum-
gruppe) und mit einer unbehandelten Kontrollgruppe aus ebenfalls intensivmedi-
zinisch behandelten Patienten verglichen (Marik et al., 2017). Die Ergebnisse
dieser Studie deuten darauf hin, dass die friihzeitige Gabe von intravenésem Vi-
tamin C zusammen mit Cortikosteroiden und Thiamin eine fortschreitende Or-

ganfunktionsstérung, einschlielllich akuter Nierenschéden, verhindern und die
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Sterblichkeit von Patienten mit schwerer Sepsis und septischem Schock verrin-
gemn kann. Allerdings sind weitere Studien erforderlich, um diese vorlaufigen Er-
gebnisse zu bestétigen (Marik et al., 2017). (Lauer et al., 2021)"

“Fowler et al. verdffentlichten eine in diesem Zusammenhang ebenfalls interes-
sante Studie, die sog. CITRIS-ALI-Studie: In dieser Vorstudie an Patienten mit
Sepsis und ARDS fiihrte eine 96-Stunden-Infusion von Vitamin C im Vergleich
zu Placebo zu keiner signifikanten Verbesserung der Werte fiir Organdysfunkti-
onen oder der Marker fiir Entziindungs- und GeféR3verletzungsmarkern (Fowler
et al., 2019). Interessanterweise wurde die Gesamtmortalitét signifikant gesenkt,
insbesondere in den ersten 96 Stunden (Hemila & Chalker, 2020). (Lauer et al.,
2021)°

“Eine weitere Studie, die sog. VITAMINS-Studie, verglich die Behandlung mit in-
travendésem Vitamin C, Hydrocortison und Thiamin mit der alleinigen Gabe von
intravenésem Hydrocortison bei Patienten mit septischem Schock (Carr, 2020).
Die Kombinationstherapie flihrte dabei nicht zu einer signifikanten Verbesserung
des Gesamt-Uberlebens oder der Notwendigkeit der Verabreichung von Vasop-
ressoren Uber sieben Tage. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Behandlung
mit intravenésem Vitamin C, Hydrocortison und Thiamin nicht zu einer schnelle-
ren Auflésung eines septischen Schocks flihrt als intravendses Hydrocortison al-
lein (Fujii et al., 2020). Allerdings zeigten die Patienten, die die Vitamin C-haltige
Kombinationstherapie erhielten, am dritten Tag niedrigere SOFA-Werte. (Lauer
et al., 2021)"

“Auch in der sog. TESS-Studie konnten keine Verbesserungen nach Verabrei-
chung von Vitamin C und Thiamin in der friihen Phase des septischen Schocks
im Vergleich zu Placebo gesehen werden (Hwang et al., 2020; Spoelstra-de Man,
Oudemans-van Straaten, & Berger, 2019; Ying Wang, Lin, Lin, & Lin, 2019).
(Lauer et al., 2021)*

“Ahnliches gilt auch fiir die sog. ACTS-Studie, in der Patienten mit septischem
Schock mit einer Kombination aus Vitamin C, Cortikosteroiden und Vitamin B1
behandelt wurden. Hier ergab sich keine signifikante Verringerung der SOFA
Scores in den ersten 72 Stunden nach Studieneintritt, aber die Patienten hatten
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interessanterweise mehr "schockfreie” Tage (Moskowitz et al., 2020). (Lauer et
al., 2021)"

“Inzwischen wurden auch verschiedene Meta-Analysen zu Vitamin C bei Sepsis
und kritisch kranken Patienten veréffentlicht. Die Ergebnisse sind allerdings stark
umstritten: wéhrend einige Meta-Analysen eine Verringerung der Sterblichkeit,
einen klirzeren Krankenhausaufenthalt und / oder einen geringeren Bedarf an
Vasopressoren sehen, werden diese Effekte in anderen Meta-Analysen nicht be-
stétigt (Ge et al., 2021; Scholz et al., 2021). (Lauer et al., 2021)"

‘Erwéhnenswert ist eine Meta-Analyse, in der Effekte in Abhéngigkeit von der
gewéhlten Vitamin C-Dosis sieht (Ying Wang et al., 2019). Dabei zeigte sich,
dass intravends verabreichtes Vitamin C die Dauer der vasopressorischen Un-
terstlitzung und der mechanischen Beatmung verkirzt; eine i.v. Dosis im Bereich
von 3-10 g Vitamin C fuhrte zu einer niedrigeren Gesamtmortalitat. (Lauer et al.,
2021)"

‘Die Behandlung septischer Patienten stellt aufgrund der Komplexitat des Syn-
droms und der Heterogenitét eine grol3e Herausforderung dar. Da Vitamin B1
keinen Einfluss auf die LPS-induzierte Zytokinsekretion hatte, ergibt sich eine
Rationale, das Protokoll von Marik et al. (Marik et al., 2017) zu modifizieren, in-
dem man die Gabe von Vitamin B1 z.B. durch die Gabe von Vitamin D ersetzt.
Ein schwerer Vitamin-D-Mangel wurde mit einer erhéhten Sterblichkeit bei er-
wachsenen Patienten mit Sepsis in Verbindung gebracht (Yuye Li & Ding, 2020;
Tosoni et al., 2021). Daher wurde die Bestimmung von Procalcitonin und Vitamin
D zur Vorhersage der Sepsisprognose bei Patienten empfohlen (Tosoni et al.,
2021). Eine adjuvante Vitamin-D-Therapie verbesserte einen Sepsis-Score und
verringerte die Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines septischen Schocks bei
Neugeborenen und Kindern (Hagag, El Frargy, & Houdeeb, 2020; Yu Wang,
Yang, Gao, Cao, & Wang, 2020). (Lauer et al., 2021)"

“Ein weiteres wichtiges Thema ist die Hypotension bei Sepsispatienten. Obwohl
die Arbeit von Juraschek et al. auf eine moderate blutdrucksenkende Wirkung
der Vitamin C-Supplementierung hinweist (Juraschek, Guallar, Appel, & Miller,
2012), was eine Hypotonie bei Sepsis-Patienten verschlimmern kbnnte, wurde
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ein solcher Effekt in den klinischen Studien, in denen Vitamin C in einer Menge
von 1,5 g alle sechs Stunden i.v. verabreicht wurde, nicht beobachtet. Vielmehr
gab es entweder keine Auswirkungen auf die Verabreichung von Vasopressoren
oder sogar eine Verkiirzung der Zeit, in der die Verabreichung von Vasopresso-
ren erforderlich war (Zabet, Mohammadi, Ramezani, & Khalili, 2016). (Lauer et
al., 2021)*

“Da weitere, zum Teil sehr groBe Studien bei clinicaltrial.gov registriert sind und
fortlaufend weiter rekrutiert werden, bleibt abzuwarten, was diese weiteren Stu-
dien zur Erhellung der komplexen Datenlage der pharmakologischen Therapie
mittels Vitamin C, Cortikosteroiden und Vitamin B1 bei Sepsis zeigen werden.
(Lauer et al., 2021)"

“Die aktuellen klinischen Studiendaten zeigen keinen allgemeinen signifikanten
Nutzen fiir Patienten mit septischem Schock, die eine Therapie mit Vitamin C,
Cortikosteroiden und Vitamin B1 erhalten. (Lauer et al., 2021)"

“Mbglicherweise profitieren jedoch nicht identifizierte Untergruppen von Patien-
ten von der Kombination. Wie von Marik et al. (Marik et al., 2017) vorgeschlagen,
scheint der Zeitpunkt der Intervention ein entscheidender Faktor zu sein (die Zeit
von der Diagnose bis zur Therapie sollte weniger als sechs Stunden betragen)
und auch die Dosierung ist ein wichtiger Faktor, denn Studien zeigten eine hé-
here Wirksamkeit bei h6heren Dosierungen (200 mg Vitamin C/kg/Tag) (Fowler
et al., 2014). Letztere Erkenntnis wurde kurzlich durch eine Meta-Analyse von
neun randomisierten Kontrollstudien mit insgesamt 584 Patienten (301 in der In-
terventionsgruppe und 283 in der Kontrollgruppe), die eine Verringerung der
Sterblichkeit auf der Intensivstation zeigte (OR = 0,60 95 % CI [0,42, 0,85], p =
0,004) und der Dosierung der eingesetzten Vasopressoren (SMD = 20,88 95 %
Cl [21,48, 20,29], p = 0,003) in der mit Vitamin C behandelten Interventions-
gruppe (im Vergleich zu Placebo). Die Dauer des Aufenthalts auf der Intensivsta-
tion unterschied sich jedoch nicht zwischen den beiden Gruppen. (Lauer et al.,
2021)"

“Daraus folgt, dass multizentrische und randomisierte kontrollierte Studien erfor-
derlich sind, um die Sicherheit und Wirksamkeit des Einsatzes von Vitamin C zur

146



Diskussion

Behandlung von Patienten mit Sepsis und septischem Schock zu kldren (Feng et
al., 2021). (Lauer et al., 2021)"

“Unsere in vitro Studie liefert weitere Belege fir die immunmodulatorischen Ef-
fekte von Vitamin C auf menschliche PBMCs im Zusammenhang mit der LPS-
induzierten Zytokinantwort. Die allgemeine Wirkung von Vitamin C auf IL-10, IL-
23 und MCP-1 war offensichtlich, die Auswirkungen wurden jedoch nicht in Pro-
ben von septischen Patienten bestimmt, dies bleibt weiteren Untersuchungen
vorbehalten. Es wére wertvoll, Proben von septischen Patienten sowie einer gré-
Beren Anzahl von Probanden zu asservieren und daran insbesondere Mikron&hr-

stoffanalysen vorzunehmen. (Lauer et al., 2021)"

“Dartiber hinaus wurde die aktuelle Untersuchung mit isolierten PBMCs durchge-
fihrt, und es kénnte wichtig sein, diese Ergebnisse in Vollblutproben als weiteres
in vitro Modell zu bestétigen und dann — dartiber hinausgehend — in einem Tier-
modell auch die Auswirkungen auf das Uberleben zu untersuchen. AuBerdem ist
anzumerken, dass LPS "lediglich" einen Stimulus von gramnegativen Bakterien
darstellt; eine Sepsis kann jedoch auch durch andere Erreger, einschliel3lich
gram-positive Bakterien, verursacht werden. Daher sollten dhnliche Wirkungen
unter Verwendung zusétzlicher Komponenten wie Lipoteichonséure aus gram-

positiven Bakterien bestétigt werden. (Lauer et al., 2021)*

“Alle diese Aspekte sind es wert, diese Thematik weiter intensiv zu untersuchen
und so schlussendlich zu einem besseren Verstdndnis der Pathomechanismen
zu gelangen, was dann eine verbesserte und insbesondere gezieltere Behand-

lung der Sepsis-Folgen erlauben wird. (Lauer et al., 2021)"

In einer aktuellen Meta-Analyse aus dem Jahr 2023 wurde die Wirksamkeit von
(i) Hydrocortison in Kombination mit (ii) Vitamin C und (iii) Thiamin (sog. HVT-
Kombination) bei der Behandlung von Sepsis / septischem Schock untersucht.
Diese Meta-Analyse umfasste acht randomisierte kontrollierte Studien mit insge-
samt 1.572 Patienten, in denen die Wirksamkeit von HVT und Placebo bei der

Behandlung von Sepsis / septischem Schock verglichen wurde (Lu & Mao, 2023).
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Im Ergebnis zeigte sich, dass die HVT-Behandlung weder die Gesamtsterblich-
keit noch die Krankenhaussterblichkeit oder die Sterblichkeit auf der Intensivsta-
tion reduzierte. Daruber hinaus gab es keinen signifikanten Unterschied zwi-
schen der HVT- und der Kontrollgruppe in Bezug auf die Veranderung des SOFA-
Scores, die Dauer des Aufenthalts auf der Intensivstation, die Dauer des Kran-
kenhausaufenthalts, die Dauer des Einsatzes von Vasopressoren, das Auftreten
akuter Nierenschaden und die beatmungsfreien Tage (Lu & Mao, 2023).

Auf dieser Basis ziehen die Autoren den Schluss, dass die HVT-Behandlung nicht
zu einer Verringerung der Sterblichkeit von Patienten mit Sepsis / septischem
Schock fuhrte und keine signifikante Verbesserung der Behandlungsergebnisse
erzielt werden kann. Kritisch fuhren die Autoren allerdings weiter aus, dass wei-
tere randomisierte klinische Studien mit hoher Qualitat und grol3em Stichproben-
umfang erforderlich sind, um diese vorlaufigen Ergebnisse weiter zu bestatigen
(Lu & Mao, 2023).

In einer weiteren Meta-Analyse, ebenfalls aus dem Jahr 2023, wurden insgesamt

24 randomisierte kontrollierte Studien untersucht (Wen et al., 2023).

Im Ergebnis zeigte sich dabei, dass intravenoses Vitamin C die kurzfristige Sterb-
lichkeit und die Gesamtsterblichkeit von Patienten mit Sepsis verbessern kann.
Aulerdem verbesserte sich der SOFA-Score von Patienten mit Sepsis nach ei-
ner Behandlung mit Vitamin C Uber 72 Stunden signifikant (Wen et al., 2023).

Auch bei dieser Meta-Analyse merken die Autoren allerdings kritisch an, dass die
untersuchten Studien haufig bzgl. ihrer Qualitat als maldig einzuschatzen waren
und kommen dementsprechend gleichermalien zu dem Schluss (siehe oben),
dass weitere hochwertige, multizentrische randomisierte klinische Studien beno-
tigt werden, um die Wirksamkeit und Sicherheit von intravends verabreichtem
Vitamin C bei Sepsis besser belegen zu kdnnen (Wen et al., 2023).
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4.1 Schlussfolgerungen

In dieser Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, dass Vitamin C eine modulie-
rende Wirkung auf bestimmte Zytokine ausubt. Allerdings sind Untersuchungen
in weiteren Sepsis-Modellen erforderlich, um die Auswirkungen von Vitamin C
auf die Abschwachung eines Zytokinsturms und damit den Erfolg einer dezidier-
ten Sepsistherapie zu bewerten.

Trotz der interessanten Aspekte, die fur Vitamin C gezeigt wurden, fand sich in
diesem in vitro PBMC-Sepsismodell eine dominante Wirkung von Hydrocortison
in Bezug auf die Zytokinfreisetzung. Angesichts der Tatsache, dass Vitamin B1
keinen Einfluss auf die Zytokinfreisetzung hatte, konnte das Protokoll von Marik
(Marik et al., 2017) zur Sepsis-Behandlung dahingehend modifiziert werden,
dass Vitamin B1 zum Beispiel durch Vitamin D ersetzt wird.

Da Vitamin C einen lebenswichtigen Mikronahrstoff darstellt, sollte die Wieder-
herstellung physiologisch angemessener Serum-Konzentrationen an Vitamin C
ein zentraler Bestandteil eines jeden therapeutischen Ansatzes sein. Inwiefern
supraphysiologische Serum-Konzentrationen von Vitamin C mit zusatzlichen the-
rapeutischen Vorteilen bei Sepsis-Patienten verbunden sind, muss in weiteren
klinischen Studien Uberpruft werden.
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5 Zusammenfassung

Bei der Sepsis kommt es komplikativ regelhaft zu einer Uberschiel3enden Frei-
setzung von Zytokinen, was in einer Schadigung der Gewebe und der Organe
betroffener Patienten resultiert. Ein moglicher Ansatz zur gezielten pharmakolo-
gischen Intervention ergibt sich aus der Beobachtung, dass sich bei vielen Sep-
sis-Patienten ein ausgepragter Vitamin C-Mangel findet, der wiederum mit einem
hoheren Bedarf an Vasopressoren, hoheren SOFA-Scores und einer erhdhten
Sterblichkeit korreliert.

Das Ziel der hier vorliegenden in vitro Studie war es, die Auswirkungen von hoch-
dosiertem Vitamin C allein und in einer Dreifachkombination mit Vitamin B1 (Thia-
min) und Hydrocortison auf die durch Lipopolysaccharid (LPS) ausgeloste Zyto-
kinreaktion in peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) von gesunden

menschlichen Spendern zu untersuchen.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden in vitro Studie zeigen, dass pharmakologi-
sche Dosierungen von Vitamin C bis zu 2 mM die Viabilitat von menschlichen
PBMCs gesunder Spender nicht beeinflussen. Wie eingangs bereits vermutet,
verringert Vitamin C allerdings die LPS-induzierte Freisetzung von Zytokinen,
was die therapeutische Wertigkeit einer solchen Intervention bei Sepsis-Patien-

ten unterstreicht.

Bei den untersuchten Zytokinen zeigte sich die Sekretion von MCP-1, IL-10 und
IL-23 bei gleichzeitiger Vitamin C-Behandlung signifikant verringert. Die derartig
nachgewiesene immunmodulatorische Wirkung von Vitamin C auf MCP-1, IL-10
und IL-23 ist von besonderem Interesse, da der septische Schock haufig mit einer
ubersteigerten Immunantwort und einer oft todlichen Hyperzytokinamie verbun-
den ist.

Unsere Daten bestatigen auch eine dominante Wirksamkeit des Cortikosteroids
Hydrocortison in den Kombinationsversuchen mit Vitamin B1 und Vitamin C. In
diesem Zusammenhang ist es bemerkenswert, dass die Wirkung von Vitamin C
auf die IL-10 Sekretion der Wirkung von Hydrocortison gleichkommt. Allerdings

150



Zusammenfassung

zeigte die Kombination von Vitamin C und Hydrocortison im Vergleich zu Hydro-
cortison keine zusatzliche Wirkung in Form einer verringerten Zytokinfreisetzung
im Vergleich zu Hydrocortison allein; dies trifft fur alle hier untersuchten Zytokine
zu. Interessanterweise hatte Vitamin B1 keinen Einfluss auf die Zytokinfreiset-

zung.

In dieser Promotionsarbeit konnte somit gezeigt werden, dass Vitamin C eine
modulierende Wirkung auf bestimmte entzundliche Zytokine ausubt. Allerdings
sind Untersuchungen in weiteren Sepsis-Modellen erforderlich, um die Auswir-
kungen von Vitamin C auf die Abschwachung eines Zytokinsturms und damit den
Erfolg einer dezidierten Sepsistherapie zu bewerten.

Trotz der interessanten Aspekte, die fur Vitamin C erbracht wurden, zeigte sich
in diesem in vitro PBMC-Sepsismodell eine dominante Wirkung von Hydrocorti-
son in Bezug auf die Zytokinfreisetzung. Angesichts der Tatsache, dass Vitamin
B1 keinen Einfluss auf die Zytokinfreisetzung hatte, konnte das Protokoll von Ma-
rik (Marik et al., 2017) zur Sepsis-Behandlung dahingehend modifiziert werden,

dass Vitamin B1 zum Beispiel durch Vitamin D ersetzt wird.

Da Vitamin C einen lebenswichtigen Mikronahrstoff darstellt, sollte die Wieder-
herstellung physiologisch angemessener Serum-Konzentrationen an Vitamin C
ein zentraler Bestandteil eines jeden therapeutischen Ansatzes sein. Inwiefern
supraphysiologische Serum-Konzentrationen von Vitamin C mit zusatzlichen the-
rapeutischen Vorteilen bei Sepsis-Patienten verbunden sind, muss in weiteren
klinischen Studien Uberpruft werden.
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