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1 Einleitung

Viele Krankheiten und pathologische Befunde werden heute in der Medizin auf eine vermehrte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) zurlickgefiinrt, die mit ihren Schadigungsmechanismen unter dem Begriff ,oxidativer
Stress* zusammengefasst wird. Aus diesem Grund wird die Bildung von ROS, die damit einhergehenden
Schéadigungen, die Abwehrmechanismen gegen ROS und die Anpassung des Organismus an ein erh6htes
Aufkommen von ROS fachlbergreifend erforscht. Von entschiedener Bedeutung ist der oxidative Stress im
Zusammenhang mit Hyperoxie, die im Rahmen von Sauerstoffbeatmung und besonders in der HBOa-Therapie
oder beim Tauchen auftritt. Oxidativer Stress kann nachweislich Zell- und DNA-Schadigung hervorrufen, die
sowohl im Zellmodel als auch im menschlichen Organismus bestimmt werden konnen. Es gibt jedoch Hinweise,
dass der menschliche Organismus durch Adaptationsprozesse diese Schadigung reduzieren kann. Dabei spielen
Xenobiotika, beispielsweise das Vitamin C, eine mdgliche Rolle. Die Hintergriinde zu oxidativem Stress und
Schutzmechanismen des menschlichen Organismus, die Méglichkeit der Induktion oxidativen Stresses z. B. zu
Forschungszwecken und die Messung der oxidativen DNA-Schadigung sowie die Wirkweise des Xenobiotikums

Vitamin C werden in Kapitel 1.1 bis 1.4 dargelegt.

1.1 Sauerstoff und oxidativer Stress

In den Mitochondrien (Zellorganellen) jedes Aerobiers spielt Sauerstoff als Elektronenakzeptor in der Atmungskette
eine zentrale Rolle bei der Energiegewinnung (Erzeugung von ATP). Innerhalb der Atmungskette werden
Elektronen zwischen den Enzymkomplexen | bis IV transferiert, bis schlieflich das Enzym Cytochrom-Oxidase
(Komplex IV der Atmungskette) durch die Ubertragung von insgesamt vier Elektronen das Sauerstoffmolekil (O)
zu Wasser (2 H,0) reduziert. Bei der Ubertragung von Elektronen zwischen den Komplexen werden Protonen in
den Intermembranraum geschleust, die schlieflich durch den Riickstrom (ber die ATP-Synthase fiir die

Regeneration von ATP aus ADP verantwortlich sind (siehe Abbildung 1-1).

® HBO (hyperbaric oxygen)-Therapie ist nach dem Beschluss European Consensus Conference 1994 in Lille (Frankreich) als
Exposition von 100% Sauerstoff definiert, der unter Uberdurckbedingungen von mindestens 2ATA (=196kPa) und {iber einen
Zeitraum von mindestens 60min geatmet wird.
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Abbildung 1-1 Entstehung von Superoxidradikalen (Oz'*) in 1-2% der Elektroneniibertragungen (e’) der

Atmungskette (Abbildung nach Rassow et al. [1])

Intermembran-Raum

4H+ , aHt SH*  OH*P
[[‘I, 1-2%: 02+ e-— Oy

? @toc_hro‘r;ﬁ\ ll\
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Oxidoreductase  Oxidoreductase Reductase Oxidase Austausch

Matrixraum

Entstehung und Eigenschaften von reaktiven Sauerstoffspezies

Unter Ruhebedingungen kénnen bei der Elektronenlbertragung in insgesamt ca. 1-2% [1][2][3] der Félle ,e-
Leckstrome® auftreten. Dabei wird entweder nicht vollstandig bis zum Wasser reduzierter Sauerstoff vom Komplex
IV abgekoppelt oder es werden Elektronen von oder zwischen den einzelnen Komplexen direkt auf den Sauerstoff
ubertragen. Prinzipiell kdnnen an allen Enzymkomplexen der Atmungskette ,e~-Leckstrome* auftreten [2]{4], doch
konnten in verschiedenen Gewebetypen unterschiedliche Hauptiibertragungsorte nachgewiesen werden. So wird
zum Beispiel in den Mitochondrien des Herzens und der Lungen vor allem der Komplex |1l [4][5][6] oder im Gehirn
der Komplex | fiir die e-Leckstréme und damit fiir die ungewollte Ubertragung von Elektronen auf den Sauerstoff
verantwortlich gemacht [7][8]. Bei der Ubertragung eines Elektrons auf Sauerstoff entsteht das relativ unreaktive
Superoxidradikal (Oz"), welches jedoch im Normalfall durch teilweise enzymkatalysierte Reaktionsschritte iber
Wasserstoffperoxid (H.02) zu Wasser reduziert wird (siehe Abbildung 1-2). Auch eine direkte Ubertragung von

zwei oder mehr Elektronen auf O; ist denkbar, jedoch eher unwahrscheinlich [3][9].

Abbildung 1-2 Intermediate bei der Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser

OH-
(S % e e + e
o, O," (i ~ H,0, —— + — > H,0
OH
Sauerstoff Superoxid Wasserstoff- Hydroxyl- Wasser
peroxid anion/radikal

Aus der Ubertragung von Elektronen auf Sauerstoff kénnen durch Reaktionsprozesse mit verschiedenen
Molekiilen zahlreiche unterschiedliche reaktive Verbindungen hervorgehen, die als reaktive Sauerstsoffspezies
(ROS) zusammengefasst werden. Die wichtigsten Vertreter dieser ROS sind in radikalische und nicht radikalische
ROS unterschieden und mit spezifischen Halbwertzeiten als Indiz fiir ihre jeweilige "Reaktionsfreudigkeit" in der
Tabelle (Abbildung 1-3) aufgefiihrt.
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Abbildung 1-3 Ubersicht iiber die wichtigsten Vertreter der Reaktiven Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies - ROS
radikalische ROS ti nicht-radikalische ROS ti
Hydroxyl-Radikal OH 107 -10™° sec Wasserstoffperoxid H,0, 10" sec.”
Superoxidanionradikal OZ_* 10" sec* Singulett-Sauerstoff 102 10 sec
Alkoxyl-Radikal RO’ 10°sec Peroxynitrit ONOO 1,3 sec
Peroxyl-Radikal ROZ* 7 sec 0zon® 05 Minuten

Die ROS sind mit Halbwertszeit angegeben, um einen Eindruck der Reaktionsfreudigkeit der einzelnen Strukturen zu
vermitteln. Halbwertszeit beschreibt hier die Zeitspanne bis zur spontanen Umsetzung bzw. Reaktion. ¥ hier ist die
Zeitspanne bis zur enzymkatalysierten Reaktion angegeben. Die Halbwertszeit (t;/,) fir die spontane Reaktion liegt im
Bereich von Minuten (Abbildung nach Gréger [10] und Sies und Stahl [11])

Durch die Reaktionsfreudigkeit der ROS konnen andere Zellstrukturen wie DNA, Proteine und Lipide oxidiert und
so0 in Struktur und Funktion beeintrachtigt werden [10][11][12]. Der Mechanismus der oxidativen Schadigung durch
die einzelnen reaktiven Sauerstoffspezies und deren Reaktivitét ist unterschiedlich. Ein ausgesprochen reaktiver
und Vertreter der ROS ist das Hydroxyl-Radikal (OH"). Das OH" ist nicht nur ein Zwischenprodukt der Reduktion
von Sauerstoff zu Wasser, sondern kann z. B. auch durch Reaktion von H20, mit zweiwertigen Ubergangsmetallen
(z. B. Fe?*, Cu?*) induziert werden. Diese Reaktion kann sowohl durch gebundene zweiwertige Ubergangsmetalle
[13][14], als auch durch freie zweiwertige Metallionen katalysiert werden, wobei letztere Reaktion als Fenton-
Reaktion bekannt ist [3][11][15][16].

Fe ' +H.,0,00 - Fe ' +OH +OH (Fenton-Reaktionen)

Durch die Fenton-Reaktion und durch die Fahigkeit von Wasserstoffperoxid, frei durch Zellmembranen oder durch
Aquaporine zu diffundieren, gewinnt das unreaktive Wasserstoffperoxid eine zentrale Bedeutung fiir die oxidative
Schadigung durch ROS. Seine zelluldre Konzentration muss folglich unter physiologischen Bedingungen gering
gehalten werden [3]. Das beim Ein-Elektron-Transfer aus Sauerstoff entstehende Superoxid wirkt vor allem indirekt
oxidativ schadigend. Zunéchst einmal kann O durch Elektronenibertragung zu H,O. reduziert werden (siehe
Abbildung 1-2). Weiterhin kann es mit Stickstoffmonoxid (NO*) zu Peroxynitrit (ONOO-) reagieren, welches vor
allem im Zytosol pH-abhéngig Protonen aufnimmt und so zur membrangangigen Peroxosalpetersaure (ONOOH)
reagieren kann, die ahnlich zytotoxisch wie das Hydroxylradikal (OH’) wirkt. Zudem kann O" Eisen aus Eisen-
Schwefel-Proteinen herausldsen, sodass sich der Pool freien Eisens vergroRert, was wiederum die Fenton-
Reaktion katalysiert [3][9][17][18][19](20][21].

Weitere Quellen fiir reaktive Sauerstoffspezies

Die Atmungskette in den Mitochondrien ist nicht die einzige, wohl aber eine sehr wichtige endogene Quelle flir
ROS im Korper [2][4]. Superoxid kann jedoch auch durch Elektronentransfer auf Sauerstoff bei Reaktionen
verschiedener Enzyme, beispielsweise NADPH-Oxidasen oder Cytochrom Passp-abhangigen Oxigenasen anfallen
[4]122]123][24][25] oder auch bei der intra- oder interzellularen Kommunikation [25][26][27]. Weitere endogene

® Nur als Vergleichswert aufgefiihrt.
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Quellen fir ROS sind Phagozyten, wie Monozyten, Makrophagen oder neutrophile und eosinophile Granulozyten,
die im Rahmen der Immunabwehr ROS zur Beseitigung von Bakterien oder andere Fremdkdrper einsetzen

[28][29]. Dabei werden nicht nur intrazellular in diesen Immunzellen, sondern auch extrazelluléar ROS freigesetzt.

Neben diesen endogenen gibt es auch exogene Einflisse wie z. B. das UV-Licht der Sonne, welches nach
Eindringen in die Epidermis ROS induzieren kann. Gleichfalls wird der Inhalation von Zigarettenrauch oder
Abgasen die Induktion von ROS zugeschrieben und bei der Entgiftung von Medikamente kénnen ebenfalls ROS
entstehen [30][31][32][33][34]. Auf diese und auf andere mehr oder weniger pathologische exogene Einfliisse, die

zur Generation von ROS fiihren, wird in Kapitel 1.2 genauer eingegangen.
Schutzsysteme gegen ROS

Aufgrund der Vielzahl von Entstehungsmdglichkeiten von ROS wird nachvollziehbar, dass der Kérper effektive
Schutzsysteme entwickeln musste, um zelluldre Schaden durch ROS zu verhindern oder zu reparieren. Es gibt
primare, sekundare und tertidre Schutzsysteme: Zu den primaren Systemen z&hlt z. B. das Melanin in der
Epidermis, welches vor UV-Strahlung schiitzt und so die Induktion von ROS verhindern kann. Als sekundére
Schutzsysteme werden die Mechanismen bezeichnet, die in der Lage sind ROS gezielt zu entgiften. Zu ihnen
zahlen Enzyme wie Katalasen (CAT), Superoxiddismutasen (SOD) sowie Gluthathionperoxidasen (GPx) und
Thioredoxinperoxidase (TPx). Weiterhin gibt es viele Molekiile, die eine direkte oder indirektec Wirksamkeit gegen
Radikale aufweisen, wie z. B. Gluthathion, Bilirubin, Albumin oder Harns&ure. Zu den sekundaren Schutzsystemen
werden auch verschiedenste Nahrungsbestandteile gezahlt, die indirekt, z. B. die Spurenelemente Kupfer und Zink
als Bestandteil der SOD (Cu-Zn-SOD) oder direkt, z. B. als Radikalfanger (Scavenger), an der Entgiftung von
Radikalen beteiligt sind. Auch die Vitamine C und E als essentielle Nahrungsbestandteile sowie einige Carotinoide
kénnen als Radikalfanger fungieren [1][3][10][11][12][35][36][37][38][39][40]. Unter tertidrem Schutzsystem werden
die Mechanismen oder Reparaturenzyme zusammengefasst, die zur Beseitigung radikalinduzierter Schaden an
Proteinen, Fettsduren oder DNA dienen [41][42][43]. Die Gesamtheit der einsatzbereiten antioxidativen
Schutzsysteme wird auch als antioxidativer Status [1][3][44][45][46][47][48] bezeichnet. Dieser antioxidative Status
kann in Situationen hoher oxidativer Belastung vermindert oder im Sinne einer Anpassungsreaktion an hohe
oxidative Belastung erhoht sein [16][44][45][46][49][50][51][52]. Abbildung 1-4 soll einen groben Uberblick iiber

einige zentrale Reaktionsprozesse um die Entstehung und Entgiftung von Sauerstoffradikalen Sauerstoff geben.

¢ durch Reduktion oxidierter Strukturen
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Abbildung 1-4 Enzyme der Sauerstoffentgiftung

Hydroxyl-Radikal
H-Ol — NA-
. Schadigung

Superoxidanion-Radikal e

el
Gpsﬁ
fa

TRx™
Sauerstoff :
7/, O_O\ ) _ _W\asser
\ e 7 . i Y

(G5-5G H O\H

I 15 Reduktion  16e

Dargestellt sind die enzymkatalysierten Reaktionen, die zur Reduktion des molekularen Sauerstoffs zu Wasser flihren. In
jedem Fall kann die Reaktion abhangig von der Verfligbarkeit der Enzyme durch spontane Dismutation erfolgen. Auf dem rot-
gelben Pfeil ist die Anzahl der Elektronen (e') des jeweils dartber befindlichen Molekiils vermerkt, um den Reduktionsverlauf
zu verdeutlichen. (Auf Radikalfinger wird am Bsp. von VC im Folgenden eingegangen, weshalb sie aus Griinden der Ubersicht
in dieser Abbildung nicht eingetragen sind. (Abkiirzungen siehe Kapitel I1).

Aus physiologischer Sicht stehen die Entstehung und die Entgiftung von Radikalen im einem komplizierten
Gleichgewicht zueinander, in der Regel ist jedoch eine basale Rate von Schédigungen wie z. B. DNA-Schadigung

auch in gesunden Probanden nachweisbar [53][54].
Oxidativer Stress und seine Folgen

Wird dieses komplizierte Gleichgewicht z. B. durch vermehrtes Anfallen von reaktiven Sauerstoffspezies gestort,
kénnen die anfallenden Radikale nicht mehr ,entgiftet* werden, sodass es zur oxidativen Schadigung von
Molekilen ber Zellen bis zu ganzen Organen oder Organsystemen kommt. Dieser Zustand wird als oxidativer
Stress bezeichnet. Darunter kommt es durch ungerichtete Radikalreaktionen z. B. zur Peroxidation von Lipiden u.a.
Membranlipidend [55][56] oder zur oxidativen Schadigung von Proteinen. Schlieflich kénnen sich
Oxidationsreaktionen auch genotoxisch auswirken, namlich dann, wenn an DNA im Prozess der oxidativen
Schadigung Strangbriiche [57][58][59], Basen- und Zuckeradduktionen [60] oder chemisch instabile apurinische
oder apyrimidinische Stellen entstehen [61][62][63].

Folgen dieser oxidativen Schadigungsprozesse kénnen verschiedenste Krankheiten sein, wobei die Liste derer,
die mutmallich im Zusammenhang mit diesen Prozessen stehen, immer langer wird. Um eine Idee von den
weitreichenden mdglichen Folgen von oxidativer Schadigung unter oxidativem Stress zu vermitteln, seien hier

einige Folgeschaden angesprochen: Den unerwlinschten Reaktionsprozessen, die bei oxidativem Stress auftreten,

d Folge: verminderte Membranviskositat. Dadurch wird u.a. die Aktivitdt membranstdandiger Enzyme gehemmt [55][56]
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wird z. B. eine Beteiligung an Alterungsprozessen [2][64][65][66]¢ und multiplen Krankheiten, wie beispielsweise
Karzinomen [67][68] und neurodegenerativen  Erkrankungen [69][70][71][72] zugeschrieben. Auch
immunodefizitare und inflammatorische Erkrankungen z. B. aus dem rheumatischen Kreis [73][74][75][76][77] oder
kardiovaskulére Erkrankungen [35][78][79][80][81] werden in der aktuellen Literatur im Zusammenhang mit
oxidativem Stress gesehen. In der Akutmedizin spielen oxidative Schédigungsmechanismen z. B. nach Traumata
[82][83] und Verbrennungen [84][85] eine Rolle. Dariiber hinaus wird oxidativen Reaktionsprozessen eine
mafgebliche schadigende Wirkung in Ischamie-Reperfusionsgeschehen bei Herzinfarkt oder Apoplex
zugeschrieben [68], sowie eine Mitbeteiligung an posttraumatischen Komplikationen wie Sepsis [68][82] bis zum

Multiorganversagen [84]86].

1.2 Hyperbare Oxigenierung als Modell zur Erzeugung und Untersuchung von

oxidativem Stress

Wege der Entstehung und Induktion oxidativer Schédigung

Fur die Erforschung der Wirkung und Wirkweise von ROS sowie mdglicher therapeutischer oder préventiver
Malnahmen gegen oxidativen Stress wurden verschiedene Verfahren entwickelt, mit denen oxidativer Stress
induziert werden kann. Einige dieser Verfahren werden fiir den klinischen-therapeutischen Einsatz erforscht oder
befinden sich bereits in der Anwendung, wobei die Nutzung des toxischen Potentials der ROS im Vordergrund
steht. Ein einfaches Beispiel fiir diese Doppelnutzung (in der Forschung und der klinischen Medizin) ist die UV-
Strahlung, der der Organismus zudem auch natlrlicher Weise ausgesetzt ist (vgl. Kapitel 1.1). UV-Strahlung wird
in der photodynamischen Therapie eingesetzt zur Therapie verschiedener auch maligner Hauterkrankungenf
[87][88]. Cleichfalls kann unter Experimentalbedingung UV-Licht zur Untersuchung von oxidativem Stress
angewandt werden [89][90][91]. Ahnliches ist der Fall bei radioaktiver Strahlung: diese kommt als terrestrische
oder Héhenstrahlung natlirlicherweise vor [92], wird aber auch zur Radiotherapie und zur Induktion von ROS zu
Forschungszwecken verwendet [93][94]. Chemotherapeutika werden ebenfalls einerseits zur Tumortherapie [95]
und andererseits zur Erforschung oxidativen Stresses eingesetzt [96][97]. Genauso kdnnen Endotoxine, die auch
unter natlrlichen Bedingungen vorkommen, zur experimentellen Induktion von ROS verwendet werden [98]. Keine
klinische sondern allein experimentelle Anwendung findet die direkte Applikation von Wasserstoffperoxid
[96][99][100][101].

Mit der Applikation reinen (hyperbaren) Sauerstoffs soll in der vorliegenden Studie eine vergleichsweise
,Schonende und physiologische® Maglichkeit zur Erzeugung von ROS genutzt werden. Denn durch dieses
Verfahren werden durch Elektronenlbertragung auf das reichlich vorhandene O, (iber e-Leckstrdme in der
Atmungskette O, und hieraus weitere ROS induziert. Nebeneffekte, die bei der direkten Applikation H,0; (als ein
Vertreter der ROS) vorkommen, kénnen somit ausgeschlossen werden. Weiterhin kénnen auch Nebeneffekte

ausgeschlossen werden, die durch direkte Reaktion des Schadigungsagens mit Zellstrukturen zustande kommen,

€ aus "Diet and oxidative damage to DNA: the importance of ascorbate as an antioxidant." Woodall AA, Ames BN (1997) in
"Vitamin C in Health and Disease"[66]
"Hierzu wird eine Vorbehandlung mit einem Photosensitizer durchgefihrt.
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die beispielsweise bei der Applikation von Chemikalien (z. B. Chemotherapeutika) oder hochenergetischer
Strahlung zu erwarten sind. Zudem ermdglicht die Applikation von Sauerstoff eine genaue Dosierung, da
Verteilungs- und Diffusionseffekte gering sind, denn reiner Sauerstoff induziert partialdruckabhangig in linearer
Weise sowohl Superoxid-Radikale als auch Wasserstoffperoxide [6][49][102][103][104][105]. Da (hyperbarer)
Sauerstoff in der klinischen Anwendung vergleichsweise geringe Nebenwirkungen bei guter klinischer Wirksamkeit
hat, findet er beispielsweise im Rahmen der HBO-Therapie (vgl. Kapitel A - 5.1) Anwendung, obwohl hyperbarer
Sauerstoff deutlich mehr oxidativen Stress induziert als normobarer Sauerstoff (vgl. néchster Absatz). Auch beim

Tauchen wird hyperbarer Sauerstoff in "physiologischer" Weise (zumeist in Form eines Gasgemisches) verwendet.
Hyperbare Oxigenierung zur Untersuchung von oxidativem Stress

Fir die Untersuchungen der vorliegenden Studie wurde das Verfahren der Applikation supraathmospharischen
Sauerstoffs (hyperbare Oxigenierung) gewahlt, da die lineare Abhangigkeit der Sauerstoffldslichkeit vom
Sauerstoffpartialdruck eine relativ genaue Dosierung des geldsten Sauerstoffs sowohl im Blut und im
Extravasalgewebe des Probanden als auch im Kulturmedium erméglicht. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass der
zusétzliche gel6ste Sauerstoff frei durch Zellmembranen diffundieren kann und somit auch in die Mitochondrien
und zu den Komplexen der Atmungskette gelangt. Entsprechend kann die hyperbare Oxigenierung sowohl in in
vivo, in kombinierten in vivo/ex vivo Ansatzen (Sauerstoffbelastung in vivo mit folgenden Untersuchungen an
Blutzellen ex vivo) [106][51][107][15][108][109], als auch in ex vivo Experimenten [16][50] angewandt werden, was
ein Vergleich von Ergebnissen vereinfacht. Prinzipiell ahnelt der Mechanismus der Induktion von ROS durch die
hyperbare Oxigenierung wie gesagt der Entstehung von ROS unter physiologischen Bedingungen (vgl. Kapitel
1.1): Durch die physikalische Ldsung groBer Mengen molekularen Sauerstoffs kommt es in den Mitochondrien
besonders haufig zur Ubertragung von Elektronen auf den Sauerstoff durch die e-Leckstréme der Atmungskette.
Als Hauptilbertragungsort fir Elektronen unter hyperbaren Bedingungen wird der Q-Zyklus (Abbildung 1-5)
diskutiert. Die Bezeichnung Q-Zyklus beschreibt den Zyklus der Ubertragung von Elektronen zwischen den
Komplexen | bis Il der Atmungskette durch das Coenzym Q (Ubichinon), bei der Protonen zur ATP-Produktion in
den Intermembranraum geschleust werden. Gleichzeitig erfolgt ein Elektroneniibertragungszyklus zwischen
Ubichinon und dem Komplex Ill, in dem Elektronen "kreisen" und so zur Translokation von zusatzlichen Protonen
beitragen [1][2][3][110] (die Translokation von Protonen ist aus Ubersichtsgrﬂnden nicht in der Graphik
eingetragen). Aus diesem "Elektronenpool” kommt es unter hyperbaren Bedingung vermehrt zur Ubertragung von
Elektronen auf Sauerstoff und somit zur intramitochondrialen Erhéhung von ROS [3][4][111][110][112].

€ Fiir den Einsatz in Intensivmedizin liberwiegt trotzdem der therapeutische Nutzen von hochdosiertem Sauerstoff
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Abbildung 1-5 Superoxidentstehung am Q-Zyklus

Die Abbildung illustriert den Mechanismus der
O: o - Superoxid (02'*)-Entstehung zwischen Ubichinon
2 ‘_‘i ['sp ﬁ-E; 2] (Coenzym Q) und Komplex lll (Kompl.lll, Succinat-
~ Cyt c1 Ubichinon-Reduktase) der Atmungskette. Die
6 SIIE\ i Reaktion begipnt mit der Oxidation von Ubichinol
N F— = (QH,) durch Ubertragung eines Elektrons (e) an
das Rieseke-Protein (ISP), ein Eisen-Schwefel-
Protein mit sehr starkem Reduktionspotential. Von
dort wird es weiter zum Cytochrom c1 (Cyt.c1) und
zum Cytochrom c (Cyt. c) transferiert, welches es
QH an Komplex IV der Atmungskette (Cytochrom c-
2 Oxidase, nicht dargestellt) weitergibt. Das
verbleibende Semichinon (QO'*) ist sehr instabil,
weshalb es ein zweites e an eine Reaktionskette
mit sehr niedrigem Reaktionspotential Gbertragt.
Matrix An dieser Stelle erfolgt, vor allem unter
hyperbarem Sauerstoffpartialdruck, ein e-Transfer
auf Sauerstoff und 02'* entsteht.
Physiologischer Weise erfolgt die Ubertragung des zweiten e auf die beiden Cytochrome by, und bpgn, dle das e an die Q;-
Seite des Komplex Il beférdern, wo es auf Ubichinon (Q) Ubertragen wird und das relativ stabile Q entsteht. Fur die
vollstandige Reduktion von Ubichinon zu Ubichinol sind zwei Oxidationsreaktionen an der Q,-Seite notwendig. (Abbildung
nach Stowe et al. und Andreyev et al. [3][110])

Intermembranraum

/

—
Q
S

\
\

Im Folgenden wird der Mechanismus beschrieben, wie hyperbare Sauerstoffbedingungen eine intramitochondriale
Erhdhung reaktiver Sauerstoffspezies bewirken und damit eine oxidative DNA-Schadigung im Zellkern induzieren:
Durch Elektronenubertragung entstehen in der Mitochondrienmatrix und im Intermembranraum ROS, vor allem
Superoxid. Durch spontane Dismutation oder enzymatische Reduktion (durch SOD) wird Superoxid in
Wasserstoffperoxid umgewandelt, welches wiederum vor allem durch Katalasen, Gluthathionperoxidasen und
Thioredoxinreduktasen zu Wasser umgesetzt wird. Wird dieses System, z. B. unter hyperbaren Sauerstoff-
bedingungen Uberfordert, kommt es zum Ausstrom von Superoxid (iber spezielle lonenkanéle in der inneren und
auBeren Mitochondrienmembran (IMAC, VDACh) ins Zytosol. Das ladungsneutrale H,O, diffundiert dem
Konzentrationsgradienten folgend frei durch die Mitochondrienmembranen und gelangt ebenfalls ins Zytosol (vgl.
Abbildung 1-6).

" IMAC - Inner membrane anion channel (schleust eine Vielzahl organischer und anorganischer Anionen) [113][114][115]
VDAC - Voltage-dependent anion channel (schleust einige Anionen, Metabolite wie ATP/ADP, P; und einige
Kationen, z.B. Ca®*, K) [113][114][115]



1 Einleitung 15

Abbildung 1-6 Mechanismus der Entstehung von Superoxid und Wasserstoffperoxid in Mitochondrien

Thioredoxin- En‘[gif‘tung Gluthathion-Entgiftung
NAD* NADPH H20 GSH NADPH NM:)+ Die Abbildung dient als
TH[X X X X X Ubersicht Giber die Zusammen-
NADH NADP* TRXOX H.O GSSG NADP* NADH hinge der beschriebenen
H20+024'"E'— 2¥ 29, mitochondrialen ROS-Ent-

stehung. Im Zentrum steht die
Atmungskette, an der Sauer-
stoff (nicht dargestellt) unter
hyperbaren Bedingungen vor
allem am Q-Zyklus durch
Elektronentibertragung (e’) zu
Superoxid (02’*) reagiert.
Dieses gelangt Uber Trans-
porter ins Zytosol oder wird zu
Wasserstoffperoxid (H,0,)
umgewandelt, welches via
diffusionem aus der Zelle
gelangt. Gleichfalls ist die
Giftung von H,0, durch
Fenton-Chemie (mittels eines
freien zweiwertigen Eisenions;
nicht dargestellt) und die
Entgiftung von ROS durch
Katalasen (CAT) und
' Superoxiddismutasen  (SOD)
0.~ > H 0 sowie Uber Thioredoxin und

2 Cu/ZnSOD 2¥2 Gluthathion abgebildet. (nach
Batty et al. [115])

L]
Fenton- % 5
50D Reaktion -~

02 Cu/ZnSOD

Eine weitere Mdglichkeit der Erhdhung von ROS im Zytosol ist die so genannte ROS-induzierte Freisetzung von
ROS. Dabei kann ein sehr hohes Aufkommen von ROS eine spontane Depolarisation von Mitochondrien
induzieren, die zur weiteren Freisetzung von ROS fihrt [3][116][117]. In jedem Fall kommt es
sauerstoffpartialdruckabhangig zur Anreicherung von ROS im Zytosol, wo die dort befindlichen Enzyme die ROS
abbauen konnen. Gleichfalls verteilen sich die ROS konzentrationsabhangig im Zytosol, von wo aus H.0; weiter
frei in Zellorganellen, unter anderem in den Zellkern, diffundieren kann. Im Zellkern kommt es durch Reaktion von
H.0, mit dem DNA-assoziierten Eisen zur Bildung des hochaggressiven Hydroxylradikals (Fenton Reaktion, vgl.
Kapitel 1.1). Hydroxylradikale kénnen die DNA schadigen, indem sie Elektronen von Zucker- oder Baseneinheiten
abstrahieren oder sich an ungesattigte Basen addieren, wobei sie (bevorzugt an Adenin und Guanin) DNA-
Strangbriiche induzieren [43][63].

Aufgrund der beschriebenen Reaktionsweisen fiihrt eine Erhdhung des Sauerstoffpartialdrucks bei der hyperbaren
Oxigenierung zur Erhdhung der ROS und damit zu vermehrter DNA-Schadigung. Diesen direkten Zusammenhang
konnten Witte et al. [16] anhand von DNA-Schéadigung in peripheren mononukleéaren Zellen (PBMC) mittels Comet

Assay nachweisen.
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1.3 Oxidative DNA-Schidigung dargestellt im alkalischen Comet-Assay

Zur Auswertung der oxidativen DNA-Schaden wird neben anderen mikroanalytischen Messverfahren (z. B. GCMS)
die Methode "Comet Assay" verwendet (siehe Abbildung 1-7). Der Comet Assay, oder SCGE (=Single Cell Gel
Electrophoresis) ist eine in der Wissenschaft (insbesondere an Lymphozyten) haufig verwendete Technik der
Mikroelektrophorese, mit der DNA-Schadigung in Form von Strangbriichen visualisiert und quantifiziert werden
kann [118]. Am héaufigsten wird die alkalische Variante des Comet Assays verwendet
[103][109][119][120][121][122][123] [124]. Fur die Durchfiihrung des Comet Assays werden die zu untersuchenden
Zellen in ein Agarosegel eingebettet, auf einen Objekttrager aufgetragen und Uber Nacht lysiert. Bei der Lyse
werden durch den hohen Salzgehalt (2,5 M NaCl) der Lyseldsung die Histone aus den Zellen entfernt und die
Nukleosomen (Einheit von DNA und einem Histonoktamer) zerstdrt. Strangbriiche flinren dabei zu einer
Relaxation und somit zur beginnenden Entwindung der DNA [61]. Vor der Elektrophorese wird die DNA im
alkalischen Milieu des Elektrophoresepuffers unter Lichtausschluss denaturiert (25 min). Der hohe pH-Wert (pH >
13) ermdglicht den Doppelstrangen dabei, sich zu separieren [61]. Die Elektrophorese findet in einem speziellen
Tank statt, in dem die Objekttrager horizontal positioniert sind. Die Zellen werden einem elektrischen Feld
ausgesetzt, in dem negativ geladene DNA-Fragmente zur Anode wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit der

Teilchen wird durch deren GrolRe und durch die Dichte der Agarose beeinflusst [125].

Die Auswertung der DNA-Wanderung in den elekirophoretisierten Versuchszellen erfolgt an der
Bildschirmprojektion des Gesichtsfelds eines Fluoreszenzmikroskops. Hierzu interagiert das Licht einer
Quecksilberdampfflame mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid, der kurz vor der Auswertung auf den
Probenobjekttrager aufgetragen wird und zwischen den Nukleinbasen der DNA interkaliert, sodass lediglich DNA-
Bestandteile sichtbar werden [127]. Die Intensitat des Fluoreszenzsignals ist somit vor allem von der Gréfte und
Dichte der DNA bzw. DNA-Fragmente abhangig (vgl. Kapitel 5.1.3).

Abbildung 1-7 Schematische Darstellung des Comet Assay-Protokolls

;-‘ creom s PBMCs werden nach Entnahme vendsen
- 3 ""I Vollbluts separiert. Nativ und im Anschluss
PBMCs nativ.  « - A - an das jeweilige Experiment wird der
~ o
oder nach 0,5% LMP-  1,5% MEEO- Lyse Comet Assay zur Quantifizierung der DNA-
Experiment Agarose Agarose ! Schédigung durchgefiihrt. Dabei werden
/ pe— j' die Zellen in Agarose (LMP-Low Melting
n sy Rl Point Agarose und  MEEO-mittlere
£ - ”
- | % { J Elektrodenosmose-Agarose) eingebettet.
L J i Alkalibehandlung AnschlieBend erfolgt die Lyse und
. - . und Elektrophorese Denaturierung der DNA unter alkalischen
— . N ) < = Bedingungen. Die Quantifizierung der
‘ ‘ DNA-Schadigung erfolgt nach Einfarbung
Auswertung Ethidiumbromid- Neutralisierung .
Farbung der DNA unterm Fluoreszenzmikroskop.

(Schematische Darstellung nach Speit und
Hartmann [120])

"Interkalation: Einlagerung von Molekiilen in chemische Verbindungen ohne deren Struktur wesentlich zu verandern [126].
Bei der Interkalation von Ethidiumbromid in DNA wird die Tertiarstruktur partiell verlangert bzw. leicht aufgewunden,
Primar- und Sekundarstruktur werden jedoch nicht verandert.
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Im fluoreszenzmikroskopischen Bild (siehe Abbildung 1-8) stellen sich Zellkerne ohne DNA-Strangbriiche (A, C)
als regelmaRige runde gleichmalig leuchtende Strukturen dar. Zellkerne mit DNA Strangbriichen erinnern bei der
Betrachtung an "Kometen" (B, C). Der "Kopf" ("Head") des Kometen ist der verbliebende Zellkernrest, auf den in
der Regel die groRte Farbintensitat des Kometen entfallt. Der "Schweif" ("Tail") bildet die DNA-Fragmente ab, die

sich unter der Elektrophorese vom Kern entfernt haben.

Abbildung 1-8 Lymphozyten im Floureszenzbild (400fache VergroRerung)

Interpretation des
Fluoreszenzbildes mittels
"Ja/Nein"-Klassifikation: A,
C: intakte Zellen ("nein"),
B, D: DNA-geschadigte
Zellen ("ja"). A, B, D sind
markiert zur Auswertung
mit der Comet Assay IV-
Software.

Zur Auswertung der Mikroanalyse werden unterschiedliche Techniken verwendet. Meistens werden
softwaregestltzte Analysen durchgefiihrt (hier: Comet Assay IV Software), wobei jeder einzelnen Zelle
verschiedene Parameter zugeordnet werden. Die entscheidenden Parameter sind dabei "Tail Length" und "%Tail
Intensity" bzw. "%Tail-DNA", die die Strecke der am weitesten gewanderten DNA-Fragmente ("Tail Length") und
deren Dichte im "Comet-Tail" im Gegensatz zum Kern abbilden ("%Tail Intensity"). Zur Auswertung der DNA-
Schéadigungsintensitat wird entweder "%Tail Intensity" [105][128] oder das "Tailmoment" verwendet [68][16][102].
Letzteres ist ein Produkt aus "Tail Length" und "%Tail Intensity" [129], kann jedoch auf verschiedene Weise
berechnet werden. Deshalb kann das Tailmoment nicht als valider Vergleichsparameter zwischen den
Ergebnissen unterschiedlicher Arbeitsgruppen betrachtet werden [61]. Da es dennoch haufig verwendet wird, soll
es auch in der vorliegenden Arbeit als zusatzlicher Parameter angegeben werden. Der aussagekraftigste
Parameter ist allerdings die "%Tail Intensity"[61], da dieser Parameter am ehesten proportional zur Frequenz der
DNA-Brtiche ist.

In der Regel werden zusatzlich zur softwaregestiitzten Auswertung visuelle Scores herangezogen (vgl. Kapitel
5.1.3). Bei der in der vorliegenden Studie verwendeten Methode des visuellen Scorings wurde anhand der
Bildaufnahme eines Zellkerns beurteilt, ob ein DNA-Schaden vorhanden ist, oder nicht. Auf diese Weise erfolgte
eine binare "Ja/Nein"-Klassifikation (vgl. Abbildung 1-8). Der Prozentsatz der geschadigten Zellen aus den DNA-
Bildaufnahmen von 200 untersuchten Zellen wurde als quantitativer Parameter zur Beurteilung von DNA-
Schadigung herangezogen. Diese visuelle Scoring-Methode postulierten Witte et al. [16] als aussagekréaftige

Auswertmethode.

19 Tail Intensity und % Tail DNA beschreibt denselben Parameter. In der vorliegenden Studie wurde in Anlehnung an die
verwendete Comet Assay |V Software der Begriff "%Tail Intensity" verwendet.
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1.4 Vitamin C als Antioxidans gegen oxidativen Stress

Als mogliches Antioxidans gegen oxidative DNA-Schadigung wurde in der vorliegenden Studie das Vitamin C
untersucht werden. Vitamin C ist als natirliches Antioxidans in Nahrungsmitteln und auch Kkiinstlich als
Nahrungserganzungsmittel oder als Antioxidationsmittel in Nahrungsmitteln bekannt und gehért zu den effektivsten
und am intensivsten untersuchten Nahrungsmittel-Antioxidantien [35][36][100][130]. Als essentieller Baustein in
biochemischen Prozessenk wie z. B. dem sekundéaren Schutzsystem der Abwehr oxidativer Schadigung (siehe
Kapitel 1.1), wird es in der Medizin im Zusammenhang mit der antioxidativen Kapazitat (Gesamtheit einsatzbereiter
Schutzsysteme) [131] haufig diskutiert.

Die Bezeichnung Vitamin C (VC) steht fiir die L-(+)-Ascorbinsaure (AA) und deren Derivate, welche qualitativ die
biologische Wirkung der L-Ascorbinsdure besitzen. Durch Dissoziation wird AA pH-Wert-abhangig in seine
ionisierte biologisch aktive Form, das Ascorbat-Monoanion (AscH’), umgewandelt, wobei AA unter den
physiologischen Bedingungen des Blutplasmas zu >99% ionisiert vorliegt [132][133]. Die chemisch korrekte
Bezeichnung 2,3-Endiol-L-Gluconsaure-y-Lacton (2,3-Didehydro-L-Threohexano-1,4-Lacton) [12] beschreibt die
Struktur des Molekils, aus der Rickschllisse auf dessen Funktion gezogen werden kénnen. Der Lacton-Ring,
genauer die zwei enolisch verknlpften Hydroxy-Gruppen des VC-Molekiils (in Abbildung 1-9 rot gekennzeichnet),
sind dabei maRgeblich: Bei dem teilweisen bis vollstandigen Umbau dieser Verbindung hin zur Diketon-Verbindung
bzw. der Rickreaktion kénnen reversibel ein bis zwei Elektronen aufgenommen bzw. abgegeben werden. Diese
Elektronen stehen fiir Oxidations- und Reduktionsreaktionen zur Verfiigung, sodass theoretisch sowohl pro- als

auch antioxidative Reaktionen moglich sind.

Abbildung 1-9 Enol- bzw. Diketon-Verbindung des Vitamin C

r— o Das Vitamin C-Molekil kann aufgrund seiner
P—LHz HO=(H;
i 2

HO—LH [ HO—=tH, zwei enolisch verknipften Hydroxyl-Gruppen,
a R ;!-":'_LH o e . HO—CH o die teilweise oder vollstindig zur Diketon-
— = 0 = . . "
. - K‘ Fa - 0 Verbindung umstrukturlelft werden koénnen,
WO -O =T : [ reversibel Elektronen (e) aufnehmen und
A - B e
e - ,D R 0o abgeben. Auf diese Weise kann es sowohl als
Reduktions- als auch als Oxidationsmittel
Ascorbat Semidehydroascorbinsdure Dehydroascorbinsdure fungieren. Die fur die e-Aufnahme bzw. -
(AscH) (AscH*) (DHA) Abgabe verantwortlichen Enol- bzw.

Ketonverbindungen sind in rot gekennzeichnet.
(Abbildung nach Rassow et al [1])

In der Forschung werden je nach Fragestellung verschiedene VC-Derivate eingesetzt oder liegen abhéangig vom
jeweiligen pH-Wert des Untersuchungsmediums vor. Um eine Ubersicht iber die verschiedenen VC-Derivate zu
geben und um die Einordnung der einzelnen Begrifflichkeiten im Zusammenhang mit diesem Vitamin zu
ermdglichen, sind in Abbildung 1-10 alle relevanten VC-Derivate dargestellt. Es kann abhéngig von den jeweiligen
pH-Bedingungen und Reaktionsmdglichkeiten jede Struktur in die jeweils folgende umgewandelt werden. Kommt

es jedoch zur Hydrolyse des Lactonrings von DHA, entsteht irreversibel das Abbauprodukt 2,3-Diketogluconséaure,

k Beispiele weiterer biochemischer Prozesse, die VC bendétigen: Produktion von Kollagen, Neurotransmittersynthese,
Eisenstoffwechsel, Entgiftungsreaktionen von z.B. Schadstoffen oder Medikamenten [1][12][33][34][100]
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welche zu Oxalat und L-Threonsdure gespalten oder zu Kohlenstoff, Xylose und Xylulose decarboxyliert wird
[12][134][135][136].

Abbildung 1-10 Nomenklatur der VC-Derivate'

HO 0 i
)

HO OH
AscH . L
seiiz Semidehydroascorbinsaure

pK=4.1 + "¢I -H+ Ascorbyl-Radical
ou eeesni, 5 peseesesess ey
HO o {HO o
{ : H Vitamin C liegt abhangig vom pH-
i X HH : "0 «OH i idations-
“iAscorbat AscH- OM i i AscH Dehydroascorbinsiure Wert und vom Oxidations- bzw.
IpK=11.79 ipK =-0.86 (dehydro ascorbic acid) Reduktionszustand in  verschie-
H H + | -H+ H . .
: +HY)-He +Hrj-H DHA denen  Derivaten vor. Die
OH OH OH Abbildung soll diese Derivate und
o. .0 o o. .0 o o. .o den _ reaktiver.1 ;usamrpenha_ng
HO i R aufzeigen sowie einen Uberblick
o o o o Uber die in der Wissenschaft
Asc2 DHA P .
verwendeten Begrifflichkeiten
Bresenesnes e : 4"201-"20 geben. Alle dargestellten Reduk-
Ascorbinsaure H H H . : f
(ascorbic acid) F o o. .0 o__o i tionsreaktionen sind auch als
AA S .. 3 : Oxidationsreaktionen moglich.
: - “H0 ud on (Abbildung nach Buettner et al.
DHAA (2) DHAA (1) (>99%) [66])

Antioxidative Eigenschaften von VC

Die reduzierende also antioxidative Wirkung entfaltet das Vitamin C in aqueoser (wassriger) Phase vor allem durch
die direkte Reduktion von ROS, die als Quenching ( AscH + X —»  AscH" + XH [12]) bezeichnet wird.
VC agiert somit als Radikal-Scavenger [3][10][39][48][137][138][139]. Beispielhaft ist fiir diese Reaktion ist in
Abbildung 1-11 die Reaktion von Ascorbat mit einem Hydroxylradikal zu einem Ascorbyl-Radikal und Wasser
dargestellt. In einer méglichen Folgereaktion reagieren dann zwei Ascorbyl-Radikale zu DHA und AA [35][95][140].
Das unter physiologischen Bedingungen relativ instabile DHA kann durch Cystein oder Thiolverbindungen zu AA
reduziert werden [48][137].

Abbildung 1-11 Quenching-Reaktion von Vitamin C und einem Hydroxyl-Radikal

HO ;I_“ 0 H-::I—éH A Vitamin C (Ascorbat) Ubertrégt ein Elektron (e’)
an ein Hydroxyl-Radikal, sodass Wasser und ein

a}
Qﬁ_ " ,._r" : ( . 0 Ascorbyl-Radikal entstehen. Diese Reaktion
wird als Quenching-Reaktion bezeichnet.

HO Q- oOH" H.O 0 ”.D Ascorbat fungiert dabei als Radikal-Scavenger.
Ascorbat Ascorbyl-Radical

Ein weiterer reduzierender Wirkmechanismus des C-Vitamins ist die Fahigkeit, andere antioxidativ wirksame

Substanzen, wie beispielsweise Vitamin E (a-Tocopherol) oder Carotinoide zu regenerieren, womit es indirekt

"aus "The vitamin C radical and its reactions" von Bors W., Buettner GR. (1997) in "Vitamin C in Health and Disease" [66]
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auch in lipophiler Phase antioxidative Wirksamkeit hat [35][38][98][141][142] (vgl. Kapitel 5.2.3). Dieser
Mechanismus ist vermutlich ursachlich flir die lipoprotektive Wirkung von VC [143][144]. Weiterhin konnten auch
proteinprotektive Effekte [98][145] von VC nachgewiesen werden. Diese beruhen grofitenteils auf der
Radikalentgiftung und damit dem Schutz des Aminosauregeriists und aktiver Proteinkomponenten (z. B. dem
aktiven Zentrums aus Metallionen (Fe?* und Cu?) u.a. im Hamoglobin) vor radikalinduzierten Oxidations-
Reaktionen. [1][12][139]. Vielfach wurde die protektive Wirkung des VC auch im Zusammenhang mit oxidativer
DNA-Schédigung in vivo und ex vivo beschrieben. Da in der vorliegenden Studie schwerpunktméRBig diese

maogliche Schadigungsform untersucht wurde, soll hier kurz die aktuelle Literatur dargelegt werden:

In vivo konnten Yamaguchi et al. [145] anhand VC-defizienter Ratten™ nachweisen, dass VC-Fiitterung die
Entstehung von Bilirubinmetaboliten (Abfallprodukte der antioxidativen Reaktion von Bilirubin) verminderte
wéhrend gleichzeitig die nachweisbare Hamoxygenase-1"-mRNA abnahm. Shang et al. [146] konnten nachweisen,
dass eine VC-reiche Diat das Wachstumshemmnis, welches durch Exposition mit hyperbarem Sauerstoff in
Meerschweinchen induziert wird, nahezu relativieren kann. Podmore et al. [147] konnten in Probanden bei
erhohter VC-Plasma-Konzentration (durch erhohte orale VC-Aufnahme) einen Riickgang von Parametern ROS-
assoziierter DNA-Schédigung zeigen. Dasselbe fanden Levine et al. [148] in ihrer placebokontrollierten
prospektiven Reanalyse der genannten Arbeit von Podmore et al. Einen etwas anderen Ansatz verfolgten Bader et
al. [107][149], die einen Riickgang der VC-Konzentration im Blut nach hyperbarer Sauerstoffbelastung
beschrieben, was eine "Aktivitat" von VC im Zusammenhang mit oxidativem Stress beweist. Rehmann et al. [150]
postulierten sogar einen reziproken Zusammenhang zwischen VC-Plasmakonzentration und oxidativer Baseline-
DNA-Schédigung. Bei der Metaanalyse zahlreicher (>1500) arbeitsmedizinischer Untersuchungen an Arbeitern,
die mutagenen Stoffen ausgesetzt waren, konnten Sram et al. [34] anhand zytogenetischer Untersuchungen
peripherer Lymphozyten zeigen, dass eine prophylaktische Gabe von VC (in Form von AA) DNA-Veranderungen
reduzieren kann. Dieses Ergebnis kann durch die Beteiligung von VC an Entgiftungsreaktionen begriindet sein
und/oder erklart sich durch die Reduktion der durch mutagene Stoffe hervorgerufenen Radikalschadigungen. In
einer anderen Metaanalyse mit ahnlich vielen Untersuchungen an Polizisten konnte aufgezeigt werden, dass DNA-
Schadigung durch oxidative Belastung durch Luftverschmutzung mittels VC-Supplementierung vermindert werden
kann [33]. Nagy et al. [32] konnten im ex vivo Ansatz bestétigen, dass Bestandteile von u. a. Dieselabgasen zu
einer Erhéhung von oxidativem Stress und damit einhergehender DNA-Schadigung flihren. Der entscheidende
Messparameter war in dieser Studie die mittels Comet Assay dargestellte DNA-Schadigung, genauso wie in zwei
weiteren aktuellen Studien, die ebenfalls die stadtische Luftverschmutzung als Schadigungsinduktor evaluierten
[30][31]. Yong et al. [92] postulierten, dass nach erhdhter Aufnahme von Nahrungsmittelantioxidantien in
Blutzellen von Piloten, die berufsbedingt einer vermehrt ionisierender Strahlung ausgesetzt sind [151], eine
geringere Rate von Chromosomenaberration nachzuweisen ist. In der Studie von Dusinska et al. [152] wurde

ebenfalls beschrieben, dass nach erhohter Aufnahme von Nahrungsmittelantioxidantien (u. a. VC) weniger

™ Scurvy-prone ODS (Osteogenic Disorder Shionogi )- od/ od -Ratten: diese Ratten sind im Gegensatz zum Wildtyp nicht in
der Lage, VC zu synthetisieren (siehe auch A - 5.3)
" Hamoxygenase-1 gehort zu den Heat Shock-Proteinen und wird unter oxidativem Stress vermehrt exprimiert
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Chromosomenschaden messbar sind. Untersucht wurden in dieser Studie Lymphozyten von Herzinfarktpatienten,
die im Rahmen des Ischamiegeschehens erhdhter oxidativer Belastung ausgesetzt waren. In beiden Studien
hatten die Probanden (iber einen Zeitraum von mehreren Wochen durch entsprechende Erndhrung bzw.
Supplementation hohe Eintrage an Vitamin C und anderen Nahrungsmittelantioxidantien aufgenommen. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern signifikant niedrigere VC-Spiegel aufweisen.
Dies wurde auf den Verbrauch von VC durch Reaktion mit ROS zurlickgefihrt, die bei Rauchern in
supraphysiologischem MaRe vorliegen [153]. Duarte und Lunec [130] schlossen aus der Beurteilung von Uber
zwanzig Interventionsstudien, dass VC oxidative DNA-Schadigung verhindern kann, sowie méglicherweise zur
Pravention von Krebs oder kardiovaskularen Erkrankungenr eingesetzt werden konnte. Gey [154] legte sich nach
dem Review zahlreicher Studien (iber Antioxidantien (unter anderen VC) sogar auf Mindestplasmakonzentrationen

fest, die zum Schutz vor kardiovaskularen Erkrankungen notwendig seien (>50uM im Fall von VC).

Ex vivo konnte z. B. anhand von gereinigter DNA und isolierten Nuklei eine Reduktion von ROS-assoziierter DNA-
Schéadigung durch VC bestatigt werden [90][155][156]. Lutsenko et al. [157] beschrieben, dass VC dosisabhangig
durch H,0. induzierte DNA-Veranderungen vermindern kann. Kontek et al. [59] konnten diesen Effekt von VC
anhand des Comet Assays an Magenkarzinomzellen nachweisen, wobei in diesen Experimenten bei geringeren
VC-Dosen ein grolerer protektiver Effekt erzielt wurde. Noroozi et al. [158] fanden, ebenfalls mittels Comet Assay
und dem gleichen Schédigungsagens (H20,) eine zunehmende DNA-protektive Wirkung von VC mit steigender
Konzentration in Lymphozyten. Dasselbe beschrieben auch Crott und Fenech [159] in ihren ex vivo
Untersuchungen genauso wie in kombinierten in vivo / ex vivo Untersuchungen, in denen Probanden mit VC
supplementiert wurden und anschlieend deren Zellen (Blutzellen, hdufig PBMCs/Lymphozyten) einem oxidativen
Stressreiz ausgesetzt wurden. Frei et al. [36] konnten in ihren Untersuchungen zur Wirksamkeit von VC gegen
oxidativen Stress am Beispiel der Lipidperoxidation nicht nur die Wirksamkeit von VC belegen. Sie konnten auch
zeigen, dass VC als erstes und effektivstes Antioxidans des Blutplasmas (im Vergleich zu Urat, Bilirubin, a-
Tocopherol, Thiol-Proteinen) die Lipidperoxidation bis zu seinem Verbrauch verhindert. Dass VC auch in vivo ein
wirksames Antioxidans ist, lasst sich aus dem Riickgang der Bilirubinmetabolite nach VC-Gabe im Tiermodell
schlielen [145]a.

Neben Crott und Fenech flihrten auch andere Autoren kombinierte in vivo / ex vivo Studien anhand von
verschiedenen Blutzellen (haufig PBMCs/Lymphozyten) durch. Beispielsweise stellten Brennan et al. [160] bei
Inkubation von Lymphozyten aus VC-supplementierten Probanden (1000 mg/d) mit H.O, fest, dass durch VC-
Supplementierung konzentrationsabhéngig DNA-Schadigung reduziert werden kann. Auch Brevik et al. [161]
inkubierten Lymphozyten mit H,O,. Sie beobachteten, dass nach Aufnahme von Kiwi-Friichten ca. 30% weniger
DNA-Strangbriiche als in der Vergleichsgruppe auftraten und fiihrten dieses Ergebnis auf die Wirkung von VC

zuriick.

° sieche Bundeszentrale fiir gesundheitliche Aufklarung (BZgA) 2014

P Viele Tumorerkrankungen und kardiovaskuldre Erkrankungen stehen im Zusammenhang mit oxidativem Stress (siehe
Kapitel 1.1)

9 Diese Studie ist unter "in vivo" in diesem Kapitel schon aufgefiihrt und wird an dieser Stelle nur aus Vergleichsgriinden
erwahnt.
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Prooxidative Effekte von VC

Im Gegensatz dazu konnten ex vivo auch prooxidative Effekte [162] von VC gefunden werden, die in der Literatur
haufig als paradoxe Wirkung beschriecben werden, weil VC dabei als Elektronenakzeptor fungiert. Eine
prooxidative Reaktionsweise von VC ex vivo konnten beispielsweise die Arbeitsgruppen um Drouin et al. [163],
Fischer-Nielsen et al. [155] und Hu und Shih [164] aufzeigen. Sie fanden, dass VC zusammen mit freien
Metallionen in isolierter DNA und isolierten Nuklei DNA-Strangbriiche und Basenmodifikationen induziert. Auch im
Zellmodell konnte, unter anderem anhand von humanen Lymphozyten, eine mdgliche prooxidative Wirkung von
VC bestatigt werden [96][165][166]. Bergstrom et al. [167][168] fanden eine verminderte Vitalitat ihrer
Versuchszellen nach Exposition gegeniiber VC (in Form von AA). In derselben Arbeit wurde weiterhin eine
Erhéhung oxidativer Parameter durch verschiedene Ascorbat-Verbindungen sowie durch AA plus Metallionen
beschrieben. Es gilt jedoch darauf hinzuweisen, dass die Untersuchungen von Bergstrom et al. anhand von HL-60-
Leukémiezellinien vorgenommen wurden. Auch Kontek et al. [59], die mit HT29 Adenokarzinomzellen
experimentierten, beschrieben eine Verminderung der Vitalitat ihrer Versuchszellen durch VC. Jedoch konnten
Blasiak et al. [169] in Lymphozyten keine Vitalittsminderung nach Inkubation mit VC feststellen. Gleichfalls fanden
auch Singh et al. [165] nach achtstlindiger Inkubation von Lymphozyten mit VC keine schadigenden Effekte des
Vitamins, wobei der Endpunkt in letzterer Studie das Absterben von Zellen in Kultur war. Die Verminderung der
Vitalitat ist dabei, genauso wie die DNA-Schédigung, in der Regel auf die oxidative Schadigung durch die Fenton-
Chemie (siehe Kapitel 1.2) zurlickzufiihren [40][101][170]. In vivo konnten zwar vereinzelt Parameter méglicher
oxidativer (DNA)-Schadigung festgestellt werden [171], doch insgesamt zeigen die Forschungsergebnisse auch
unter Anwesenheit von Metallionen keine Induktion oxidativer DNA-Schadigung durch VC [150][172][173].
Dasselbe konkludieren Carr und Frei [101] nach umfassender Revision entsprechender Studien. In abschlieRender
Beurteilung der Wirkung von Vitamin C im Zusammenhang mit oxidativem Stress ist daher festzuhalten, dass
Vitamin C in vivo und ex vivo vor DNA-Schédigung schiitzen kann, wenn die Fenton-Chemie als Ursache

prooxidativer Effekte ausgeschlossen ist.
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2 Zielsetzung der Arbeit

2.1 Quantifizierung von DNA-Schiadigung durch hyperbaren Sauerstoff

Es ist beschrieben, dass hyperbarer Sauerstoff oxidative Schadigung induziert (siehe Kapitel 1). Die Wirkung von
hyperbarem Sauerstoff auf gesunde Probanden ist bislang jedoch noch wenig untersucht, denn die derzeit vorliegenden
Ergebnisse beziehen sich (iberwiegend auf Untersuchungen in vitro, an Patienten mit Vorerkrankungen oder an
Versuchstieren. Untersuchungen an gesunden Humanprobanden sind jedoch notwendig um zu klaren, in wieweit
Sauerstoff als wirksames Therapeutikum bei unterschiedlichen medizinischen Indikationen (HBO-Therapie) oder beim
Tauchen in Abwagung der Nebenwirkungen eingesetzt werden kann. Daher sollte in dieser Arbeit zunachst die
Intensitdt oxidativer DNA-Schadigung durch  Sauerstoffiiberdruckexpositon in einem sehr homogenen
Probandenkollektiv von gesunden ménnlichen Probanden derselben Altersgruppe und Lebenssituation quantifiziert
werden. Dazu wurden die PBMCs dieser Probanden untersucht, bevor und nachdem sie einen Sauerstofftoleranztest

(maximale Sauerstoffbelastung) absolviert hatten.

2.2  Untersuchung der Adaptation an oxidativen Stress unter hyperbarer Oxigenierung

Neben Untersuchungen zur Induktion oxidativer Schadigung durch oxidativen Stress werden in der Literatur auch
Hinweise auf mdgliche Adaptationseffekte genannt. Da diese Adaptationseffekte perspektivisch als "antioxidativer
Schutz" genutzt werden konnten, sollte in der vorliegenden Studie die Adaptationskapazitdt des Organismus nach
repetitiver hyperbarer Sauerstoffexposition untersucht werden. Dabei sollte (iberpriift werden, ob die PBMCs wiederholt
Hyperoxie-exponierter Probanden (aktive Sauerstofftaucher) eine gréRere Resistenz gegeniiber hyperbarer
Sauerstoffexposition ex vivo aufweisen, als PBMCs eines Probandenkollektivs ohne Sauerstoffiiberdruckexposition
(Nichttaucher). Die Untersuchung erfolgte wahrend einer fiinf wochigen Tauchpause, wobei den Probanden einmal pro
Woche eine Blutprobe zur Untersuchung entnommen wurde. Es sollte erfasst werden, ob und in welcher Weise der
maogliche adaptive Schutz gegenliber oxidativer Schadigung einer Abnahme unterworfen ist, bzw. wie lange ein

sauerstoffiiberdruckinduzierter adaptiver Schutz erkennbar ist.

2.3 Untersuchung des antioxidativen Potentials von Vitamin C unter oxidativem Stress

Dem oxidativen Stress wird aufgrund der Reaktionen von ROS mit verschiedensten Molekiilen eine Beteiligung an
multiplen Erkrankungen zugeschrieben. Deshalb wird nach Mdglichkeiten gesucht, die Entstehung von ROS zu
vermindern bzw. ROS zu eliminieren. In diesem Zusammenhang wurde vielfach die antioxidative Wirkung von VC
untersucht. Denn VC ist in unterschiedlichen antioxidativen Wirkmechanismen involviert und stellt gleichzeitig eine
relativ leicht veranderbare Komponente des antioxidativen Schutzsystems des Organismus dar. In Bezug auf VC
wurden jedoch nicht nur antioxidative, sondern auch prooxidative Effekte gefunden. In der vorliegenden Studie sollte
daher zunachst ein klar definiertes ex vivo Modell entwickelt werden, um den (konzentrationsabhéngigen) Effekt von VC
im Zusammenhang mit oxidativer DNA-Schadigung zu untersuchen. AnschlieBend sollten die moglichen pro- und/oder
antioxidativen Wirkkomponenten des C-Vitamins genauer definiert werden. Ziel dieser Untersuchungen war es, zu
ergriinden, ob VC perspektivisch als potentiell klinisch geeignetes Antioxidans zur Prévention hyperbar-hyperoxisch

induzierter DNA-Schadigung (oder sogar generell bei oxidativem Stress) eingesetzt werden kénnte.
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3 Material und Methoden

3.1 Probanden

Rechtliche und ethische Aspekte

Alle Probanden waren Soldaten der deutschen Marine und nahmen im Rahmen arbeitsmedizinischer
Untersuchungen an dieser Studie teil. Jeder Proband erhielt die Probandeninformationshdgen (siehe A-2) sowie
eine mindliche und schriftiche Aufklarung und hat nach mindestens 24 h Bedenkzeit sein freiwilliges
Einverstandnis zur Teilnahme sowie zu den Bedingungen der Studie schriftlich erklart. Ein Riicktritt von der Studie
war jederzeit und ohne Angabe von Griinden méglich. Die Studie wurde mit Zustimmung der Ethikkommission der
Christan Albrechts Universitat zu Kiel durchgefiihrt (A-3). Samtliche Mitarbeiter der Arbeitsgruppe unterlagen der
arztlichen Schweigepflicht. Die Probanden wurden anonymisiert gefiihrt und die gewonnenen Daten wurden
ausschlieflich zu wissenschaftlichen Zwecken verwendet. An der Studie nahmen drei unterschiedliche
Probandenkollektive teil (A-C). Alle Probanden waren ausgeruht, niichtern und ohne Alkoholkonsum am Vorabend.
Probandengruppe A (PG A)

Die Probanden der Gruppe A (n = 14) waren Kampfschwimmer-Anwérter der deutschen Marine, die im Rahmen
ihrer Tauchtauglichkeitsuntersuchung (Mischgastaucher-Verwendungsfahigkeits-Untersuchung) einen Sauerstoff-
toleranztest in der Druckkammer des Schifffahrtmedizinischen Instituts der Marine in Kronshagen absolvierten.
lhnen wurde vor und nach der Exposition mit hyperbarem Sauerstoff (100% Sauerstoff, 280 kPa
Umgebungsdruckr, 30 Minuten) je 18 ml (zwei 9 ml Lithium-Heparin Blutentnahmerdhrchen) vendses Vollblut
entnommen. Wahrend der Sauerstoffexposition wurden, zusatzlich zur routinemafig angebrachten
Sauerstoffelektrode, drei weitere O2-Elektroden angebracht (siehe Kapitel 3.5.1)

Probandengruppe B (PG B)

Bei den Probanden der Gruppe B (n =7) handelt es sich um Kampfschwimmer der deutschen Marine, die tber
einen Zeitraum von drei Monaten im Rahmen von Tauchgédngen mit Sauerstoff-Kreislaufgeraten repetitiv
hyperbarem Sauerstoff ausgesetzt waren. Der maximale Sauerstoffpartialdruck lag bei durchschnittlich 160 kPas
und die Dauer der Tauchgange betrug zwischen 50 bis 120 Minuten. 24 Stunden nach dem letzten
Sauerstofftauchgang sowie im Verlauf von fiinf Wochen wurde den Probanden wdchentlich 18 ml (zwei 9 ml
Lithium-Heparin Blutentnahmeréhrchen) vendses Vollblut entnommen.

Probandengruppe C (PG C)

Die Probanden der Gruppe C (n=124) wurden im Rahmen einer jahrlichen routinemaRigen arbeitsmedizinischen
Tauchtauglichkeitsuntersuchung (TUKVY) fiir Soldaten der deutschen Marine im Schifffahrtmedizinischen Institut
der Marine in Kronshagen angeworben. Zusatzlich zu den routinemafig entnommenen Blutrdhrchen wurden fiir
die Studie 18 ml (zwei 9 ml Lithium-Heparin Blutentnahmerdhrchen) vendses Vollblut enthnommen. Es wurden nur

gesunde mannliche Teilnehmer ausgewahlt, die Nichtraucher waren, nie mit hyperbarem Sauerstoff belastet

"entspricht 18m Tauchtiefe
* durchschnittliche Tauchtiefe 7m
‘ Taucher- und Kampfschwimmerverwendungsfihigkeitsuntersuchung
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wurden und seit mindestens flinf Jahren keiner herausragenden physischen Belastung (z. B. Leistungssport)

ausgesetzt waren.

3.2 Hyperbare Oxigenierung

In den experimentellen Untersuchungen, die dieser Arbeit zu Grunde liegen, wurde oxidativer Stress sowohl in vivo
(in der Probanden-/Behandlungsdruckkammer Haux Hydro 2000) als auch ex vivo (Experimentaldruckkammer,
Haux) durch hyperbaren Sauerstoff induziert.

Experimentaldruckkammer

Fur die ex vivo Experimente wurde eine Experimentaldruckkammer verwendet, die mit einer speziellen
Abdeckhaube mit Oxigenierungssystem ausgestattet wurde, welches eine kontinuierliche druckunabhéngige
Sauerstoffbegasung der Proben erméglichte (siehe Abbildung 3-1). Innerhalb der Kammer wurde auf méglichst
konstante physiologische Umgebungsbedingungen geachtet, z. B. wurden die Wellplatten mit Zellsuspension durch
ein Wasserbad (welches auch die Luftfeuchte aufrechterhielt) auf physiologische von 37°C temperiert (liberwacht
durch ein Thermometer). Durch Verwendung der Abdeckhaube und das Befiillen lediglich der innenliegenden
Wells der kleineren 96-Well-Platten sowie die Einstellung eines moderaten AirFlows (2 | / min) wurde die
Osmolaritat des Versuchsmediums konstant gehalten [16]*. Zusétzlich orientierten sich die Geschwindigkeiten der
Abtauch- und Auftauchzeit an denen, die auch fiir Probanden/Patienten eingehalten werden, um die Zellen

aquivalent zu belasten und Einfliisse schneller Druck&nderung auszuschlieRen.

Abbildung 3-1 Experimentaldruckkammer AuBen- (links) und Innenansicht (rechts)

Al Uhr

B: Mitteldruck in Pressluftleitung vor Druckkammer

hermometer (37°C)

C/D: Presslufteinlass-/ auslassventil

E Kammerinnendruck in bar (ohne Atmospharendruck)

emperaturfihler des

Armaturentafel
Abdeckhaube mit

Oxigenierungssystem

i

Neben der Experimentaldruckkammer wurde eine zweite Kammer entwickelt, die als Kontrollkammer diente. In

dieser Uberdrucklosen Kammer wurden die Versuchszellen unter sonst identischen Bedingungen (Temperatur,

“ Eine Veranderung der Osmolaritit kénnte die Entstehung oxidativer Schadigung beeinflussen [16].
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Probenmaterial- und medium, Air-Flow) unter normobaren Bedingungen aus einem Pressluftsystem (PO, =
20,942%, PCO,= 0,038%, N2=78,084%, 101,325kPa") begast (Abbildung 3-2).

Abbildung 3-2 Kontrollkammer mit Deckel und Pressluftsystem (links) und bestiickte 96-Well-Platte sowie

geoffnete Kontrollkammer mit Blick auf die Abdeckhaube in Wasserbad (rechts)
-y B _

Kontrollkammer A
Pressluftflowmeter
1 -

Auslassung der
duBeren Wellreihen

‘ Abdeckhaube mit
Pressluftflasche  mit 4 Pressluftbegasungs-

Druckreg|e iy = lsystem

3.3 Materialien

Alle Versuchsmaterialien und -chemikalien sowie die verwendeten Gerate sind im Anhang unter A-6 aufgefihrt.

Die Herstellung der verwendeten Puffer und Lésungen ist unter A-7 beschrieben.
3.4 Probenvorbereitung und Messmethoden

3.4.1 Isolation der Versuchszellen

Die frisch gewonnenen Blutproben wurden zur Antikoagulation heparinisiert, maximal 30 Minuten (PG A, C) bzw.
nach ca. 2 h (PG B) gekiihlt transportiert und unmittelbar danach aufbereitet. Zur Gewinnung von peripheren
mononukledren Zellen (PBMCs*) wurde das Vollblut mittels Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll (Dichte 1,077
g/ml) aufgetrennt. Dazu wurde ein Leukosep®-Rdhrcheny zunachst mit Ficoll (3ml) und nach kurzer Zentrifugation
(1000 rmp, 22°C, 1 min) mit frischem Vollblut der Blutproben befiillt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
(600 rmp, 22°C, 10 min ohne Bremse) entstanden entsprechend ihrer Dichte fiinf Schichten: von unten nach oben

Erythrozyten, Granulozyten, Ficoll, PBMCs und Plasma (siehe Abbildung 3-3).

¥ Weitere Spurengase sind nicht aufgefiihrt, da sie keine Relevanz fiir die Untersuchungen haben.

“Druck abhingig von Hohe iiber NN, Angabe fiir Meereshdhe (Kiel liegt auf durchschnittlich 5m tiber NN), Luftdruck liegt bei
1.018,2 hPa (nach Angaben des Geomar Kiel)

* dabei handelt es sich vornehmlich um Lymphozyten und Monozyten

¥ Zentrifugationsréhrchen mit Trennscheibe
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Abbildung 3-3 Aufgetrenntes Vollblut nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

pseudonymisierte
Probenbeschriftung

fBMCS Die PBMCs wurden mit einer Pasteurpipette abgesaugt
Ficoll und zweimal mit 8 ml 7°C kaltem PBS (Phosphate Buffered
Trennscheibe Saline) gewaschen (400 rpm, 7°C, 10 min) und in 2 ml
RPMI (37°C) resuspendiert. AnschlieBend wurden die
PBMCs aliquotiert und unter sterilen Bedingungen in
Granulozyten Wellplatten tberfiihrt.

’Erythrozyten

3.4.2  Vitalititstest und Zellanzahlbestimmung mittels Trypanblau

Um in den Experimenten moglichst nur vitale Zellen zu untersuchen und eine gleiche Zellkonzentration
(Zellanzahl/ml) einzustellen, wurde jede Probe praexperimentell auf die Vitalitat der Zellen und die Zellanzahl in
der Zellsuspension mit dem Trypanblau-Ausschlusstest [16][59][167][168][174][169] untersucht. Hierzu wurden
jeweils 20 pl der Zellsuspension im Verhaltnis von 1:5 mit 0,4%tiger Trypanblau-Farbeldsung versetzt und sofort
(aufgrund der Zytotoxizitdtt des Trypanblaus nach wenigen Minuten [175]) in der Neubauer-improved
Zellzahlkammer mikroskopisch ausgewertet. Die Zellanzahl und -vitalitdtt wurden nach folgenden Formeln
bestimmt und die Zellkonzentration wurde anschliefend durch entsprechende Zugabe von RPMI adjustiert:

1. Zellanzahl

Summe aller gezdhlten Zellen (S,)

Anzahl ausgezahlter GroRquadrate * Verdinnungsfaktor Farbelosung *» Umrechnungsfaktor Zahlkammer

S Zell hl
S0 gt g - Zellenanzald

2. Zellvitalitét

Anzahl vitaler Zellen (S,)
[Anzahl vitaler(S,) + avitaler (Sy)Zellen]

ml

= Vitalitat in %

Die Wells der 96-Well-Platten wurden mit 200 ul Zellsuspension einer Zellkonzentration von 1x106PBMCs/ml, die
der 24-Well-Platten mit 1ml Zellsuspension einer Zellkonzentration von 1x105PBMCs/ml befiillt. Die errechnete
Zellvitalitdt wurde pra- und postexperimentell zum Ausschluss von Proben mit atypisch geringer Zellvitalitat

verwendet.
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3.4.3 Pria-/post-experimentelle Bestimmung der Zellvitalitit und basalen DNA-Schidigung

Vor der Verwendung der PBMCs fiir Zellexperimente wurde die in vivo bestehende oder im Prozess der Entnahme
und Aufbereitung der nativen PBMCs entstehende basale DNA-Schadigung (Basislevel) der PBMCs der
Probandengruppe C sowie deren Zellvitalitat untersucht. Im Sinne einer mdglichst prazisen Bestimmung dieses
Basislevels wurden alle entsprechenden Kontrolldaten der Vorversuche (n = 136) hierfir verwendet. Die
Auswertung ergab praexperimentell eine mittlere Zellvitalitat von >98%, postexperimentell von 97%, sowie eine
mittlere DNA-Schédigungsdichte von 1,091+1,059%Comets/200Zellen. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde
das Basislevel der Zell- und DNA-Schadigung festgelegt, die jede Probe préexperimentell (nativ) maximal
aufweisen durfte, sowie die Zellvitalitat, die jede postexperimentelle Probe erreichen musste: Alle PBMCs, die eine
préaexperimentelle Zellvitalitdt von <97% oder eine DNA-Schadigung aufwiesen, die die Summe aus Mittelwert und
doppelter Standardabweichung (iberstieg (1,091 + 1,059*2 = 3,209%Comets/200Zellen), wurden nachtraglich von
der Auswertung ausgeschlossen. Die praexperimentelle DNA-Schadigung (nativ-Probe) der jeweiligen Probe
wurde in der Auswertung als Kontrollwert verwendet. Postexperimentell wurden Proben mit einer Zellvitalitat von

<96% von der Auswertung ausgeschlossen.

3.44 Comet Assay

Der Comet Assay ist ein bewéhrtes und viel verwendetes (vgl. Kapitel 1.3) Verfahren zur Quantifizierung der DNA-
Schéaden oxidativ belasteter Zellen (vielfach Leukozyten). In dieser Arbeit wurde die alkalische Variante des Comet
Assay verwendet (siehe auch Kapitel 1.3 und 5.1.3). Dabei wurden die Versuchszellen im direkten Anschluss an
das Experiment in ein Agarosegel eingebettet und auf einen Objekttrager aufgetragen. Nach der Lyse tber Nacht
erfolgte die Denaturierung der DNA im alkalischen Milieu des Elektrophoresepuffers (25 min, 4°C, pH <13, unter
Lichtausschluss). AnschlieBend wurde die fragmentierte DNA in einem elektrischen Feld aufgetrennt (25min, 25V,
300 mA) und nach der Neutralisationz der Proben erfolgte die lichtfreie Trocknung und Lagerung der
Probenobjektrager bis zur Auswertung.

Auswertung des Comet Assays

Zur Auswertung wurden die auf dem Objekttrager befindliche DNA bzw. DNA-Fragmente mit dem DNA-
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (50 pl einer 20%tigen Ethidiumbromid-Lésung) eingefarbt und in einem
abgedunkelten Raum im Wellenlangenbereich von 515-560nm mit einer Quecksilberdampflampe sichtbar
gemacht. Die Untersuchung erfolgte im Fluoreszenzmikroskop (400-fache VergroRerung, Sperrfilter bei 590 nm)
mit angeschlossenem Computer, in dem die DNA-Bilder mittels einer Software (CA 1V®) analysiert wurden.
Unbeschadigte DNA stellte sich dabei als runder Nukleus dar, wohingegen die DNA-Fragmente beschadigter DNA
durch das elektrische Feld zu einem Schweif geformt wurden (Comet) mit einem Nukleus, der teilweise nur noch
unvollstandig sichtbar war. Von der Software wurden von jedem analysierten Bild folgende Daten erhoben: "Head
Length", "%Head Intensity", "Tail Length", "%Tail Intensity", "Tailmoment", "Tail Migration", "totale Fléche",

"mittleres Grau-Level", "totale Intensitat". In der Auswertung wurden nur die allgemein (blichen Parameter "Tail

* 3x5min Inkubation mit Neutralisationspuffer; anschlieBend wurde der Neutralisationspuffers mit A.dest. entfernt und die
Objekttrager wurden 5min in Ethanol inkubiert, um eine bessere Trocknung zu gewahrleisten.
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Moment" (TM) und die "%Tail Intensity" (TI) bertcksichtigt. Der Schwerpunkt der Auswertetechnik lag jedoch auf
dem besser diskriminierbaren bindren visuellen "Ja-Nein"-Verfahren, in dem die prozentuale Anzahl der
geschadigten Zellen unabhangig von der Schwere des DNA-Schadens in einer "Ja"-Aussage ausgewertet wurde.
Die softwaregestltzten Parameter wurden zum Vergleich mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (siehe Kapitel
A-4) fir die zentralen Aussagen der Studie zusatzlich angegeben. Pro Objekttrager wurden jeweils 200 Zellkerne

visuell und softwaregestiitzt ausgewertet.

3.4.5  Statistische Auswertung und Analyse

Datenaufbereitung: Fir die visuelle Bestimmung der Anzahl der DNA-geschadigten Zellen, wurde pro
Objekttrager 200 Zellen ausgewertet, wobei die beobachteten Zellen mit DNA-Schadigung ("Ja"-Aussage) ins
Verhaltnis (%) zu Zellen ohne DNA-Schadigung ("Nein"-Aussage) gesetzt wurden. Die Ergebnisse dieser binaren
visuellen Auswertung wurden in den Untersuchungen ohne VC als Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD)
angegeben bzw. dargestellt. Zur Verdeutlichung der Ergebnissen wurden einige Datenséatze zusétzlich als Median
mit Interquartilranges (IQR, 25/75er Perzentilen) als Boxplots (Boxes: Median und 25/75er Perzentilen, Whiskers:
5/95er Perzentilen) oder Graphik der Mediane mit IQR (25/75er Perzentilen) dargestellt. Aufgrund der relativ
groen Varianzen und der haufig nicht normalverteilten Datensatze wurden die Ergebnisse der Untersuchungen
mit VC sémtlich als Median mit IQR (25/75er Perzentilen) angegeben (Median {25/75er Perzentilen}) und als
Boxplots (Boxes: Median und 25/75er Perzentilen, Whiskers: 5/95er Perzentilen) dargestellt. Fir die Tailmoment-
und %Tail Intensity-Analysen wurden fir jeden Objekttrager die entsprechenden Mittelwerte aus 200 evaluierten
Zellen softwaregestltzt bestimmt und als Grundlage fiir weitere statistische Berechnungen verwendet.
Analyseverfahren: Eine Normalverteilung von Datensétzen wurde anhand des Shapiro-Wilk-Tests Uberpriift.
Signifikanzanalysen zwischen Datensatzen wurden anhand des (un)gepaartem Student's-T-Tests bzw. des
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests?@ oder des Mann-Whitney-U Tests abhangig von der Normalverteilung der Daten
vorgenommen. Die graphische Analyse erfolgte durch Bestimmung der linearen Regression der Graphen der
Mittelwerte bzw. Mediane, wobei die Linearitaten (r?) und die Unterschiede der Steigungen ermittelt wurden. Waren
die Steigungen der Graphen nicht signifikant unterschiedlich, wurde Uberprift, ob die Graphen signifikant
verschiedene y-Achsen-Abschnitte aufwiesen, um eine parallele Unterscheidung zu erkennen. Eine Signifikanz
wurde angenommen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 war. Bei multiplen Vergleichen wurde das
Signifikanzniveau mit Hilfe der Bonferroni-Methode adjustiert. Berechnungen und statistische Analysen wurden mit

Hilfe von Excel®- und Prism®-Softwares durchgefiihrt.

* Wilcoxon signed-rang test
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3.5 Aufbau und Ablauf der Studie

3.5.1 Einfluss von hyperbarem Sauerstoff auf DNA-Schiaden in Probanden

In diesem Versuchsteil wurde untersucht, in wieweit eine einmalige Belastung mit hyperbarem Sauerstoff (30 min.;
pO,=280kPa) zu DNA-Schéden fiihrt. Dazu wurden die Blutproben der Probandengruppe A (siehe Kapitel 3.1) (n
= 14) verwendet. Den Probanden wurde am Vortag des Sauerstofftoleranztests (Kontrollblut) und am
Untersuchungstag im direkten Anschluss an den Sauerstofftoleranztest Blut entnommen. Die Aufbereitung und

Auswertung der Blutproben erfolgte nach dem in Kapitel 3.4 beschriebenen Schema.

Zuséatzlich wurde (ber vier Sauerstoffelektroden auf der Hautoberflaiche (lber dem M. Trapezius (Pars
descendens) sowie am linken Bein (ber M. quadriceps femoris, M. triceps surae und M. tibialis anterior) die
Sauerstoffsattigung abgeleitet. Mit dieser Technik sollte untersucht werden, ob es in den einzelnen Hautarealen zu
Beginn der Sauerstoffbelastung zu einem zeitlich versetzten Anstieg der Sauerstoffsattigung kommt. Weiterhin
sollte untersucht werden, ob besser durchblutete Hautareale (liber Muskulatur) einen anderen Verlauf der
Sauerstoffsattigung zeigen, als weniger gut durchblutete Hautareale (Haut Uber M. tibialis anterior bzw.

Tibiavorderkante).

3.5.2 Adaptation des Organismus an eine hyperbare Sauerstoffexposition

Dieser Versuchsteil diente zur Prifung, ob PBMCs nach O,-Expositionsphase in vivo eine gréRere Resistenz
gegeniiber einer weiteren hyperbaren Sauerstoffexposition ex vivo aufweisen. Weiterhin sollte bestimmt werden,
ob bzw. in welcher Weise diese mdgliche Adaptation im Verlauf von finf Wochen nach der letzten
Sauerstoffexposition abnimmt. Fir diese Untersuchung wurde den Probanden der Probandengruppe B (siehe
Kapitel 3.1) (n=7) 24h nach dem letzten Tauchgang und im Verlauf von fiinf Wochen einmal wdchentlich Blut
entnommen und wie beschrieben (siehe Kapitel 3.4) aufbereitet. Die PBMCs wurden in 96-Well-Platte aliquotiert
und pro Proband wurden sechs Proben in der Experimentaldruckkammer® (Kapitel 3.2) hyperbarem Sauerstoff
(400 kPa, 1-6 h) ausgesetzt. Im Verlauf des Experiments wurden nach Ablauf jeder vollen Stunde der

Expositionszeit die PBMCs aus je einem Well pro Proband entnommen und auf DNA-Schadigung untersucht.

3.5.3 Einfluss von VC auf DNA-Schiden in PBMCs wihrend einer hyperbaren Oxigenierung

In diesem Teil der Studie sollte untersucht werden, ob eine Zugabe von VC zum Probenmedium die Zell- und/oder
DNA-Schadigung in PBMCs, die durch Applikation von hyperbarem Sauerstoffs entsteht, reduzieren kann. Hierzu
musste in Vorversuchen eine Methode etabliert werden, mit der PBMCs unter Ausschluss bzw. Beachtung
maoglichst aller Stér- und EinflussgréRen (z. B. Waschschritte oder pH-Wert des Nahrmediums) mit Vitamin C
inkubiert und anschlieffend in der Experimentaldruckkammer hyperbarem Sauerstoff ausgesetzt werden konnten
(siehe Kapitel A-1). Zu jedem Versuch wurden Kontrolldaten in der Kontrollkammer (siehe Kapitel 3.2) erhoben,

um Proben, die unter diesen Kontrollbedingungen sehr abweichende DNA-Schadigung aufwiesen, identifizieren

®® Da es sich bei dieser Untersuchung um eine Verlaufsuntersuchung mit stiindlicher Untersuchung von Probenmaterial
handelte, wurde die Kontrollkammer in diesen Versuchen nicht verwendet und als Kontrolle die basale DNA-Schadigung des
jeweiligen Probanden verwendet.
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und aus der Auswertung ausschlieten zu kénnen. Weiterhin wurden die Kontrolldaten teilweise zur Beurteilung der

Versuchsergebnisse herangezogen.

Da sich in den Vorversuchen zwei mdgliche Wirkweisen von VC abgezeichnet hatten (siehe Kapitel A-1), wurden

zwei Protokolle verfolgt:

1. DNA-Schédigung unter VC-Einfluss in Abhéngigkeit von der Intensitét der oxidativen Belastung

Zum einen sollte die VC-Wirkung in Abhéngigkeit von der Intensitat der oxidativen Belastung bestimmt werden.
Hierzu wurden PBMCs der Probandengruppe C in eine 24-Well-Platten aliquotiert, mit 0, 50, 100, 200 und 400 uM
VC dotiert und nach dreistiindiger Vorinkubation im Brutschrank (37°C, 5% COy, 21% O, 74% Nz) unmittelbar
einer Sauerstoffiiberdruckbehandlung in der Experimentaldruckkammer bei 400 kPa (n=18) bzw. 500 kPa (n = 34)
unterzogen, wobei das VC jeweils im Probenmedium belassen wurde. Die Auswertung erfolgte nach

Herauswaschen des VCs mittels Comet Assay (vgl. Kapitel 3.4).

2. Einfluss von VC auf DNA-Schédigung unter hyperbarer Oxigenierung

Zum anderen sollte unter verschiedenen VC-Konzentrationen ermittelt werden, welchen Einfluss VC im
Probenmedium auf PBMCs hat. Im Experiment wurde die Zellsuspension in eine 24-Well-Platte aliquotiert (n = 24),
mit 0, 50, 100, 200 und 400 uM VC dotiert. Nach dreistlindiger Vorinkubation im Brutschrank (37°C, 5% COa, 21%
02, 74% Ny) wurde das VC herausgewaschen und die Zellsuspension mit frischem Puffer aufgefiillt. AnschlieRend
wurden die PBMCs (n = 24) der Sauerstoffiiberdruckbehandlung in der Experimentaldruckkammer (500 kPa, 3 h)
unterzogen, da sich herausgestellt hatte, dass sich eine hohere Effektivitat von VC unter dieser héheren oxidative
Belastung zeigt. Nach einem Waschschritt wurden die Daten mittels Comet Assay (vgl. Kapitel 3.4) ausgewertet.
Zum Vergleich mit/ ohne VC im Probenpuffer wahrend der hyperbaren Oxigenierung wurden die 500 kPa-Daten

des vorhergehenden Versuchs herangezogen.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss von hyperbarem Sauerstoff im Humanmodell

In diesem Versuchsteil sollte ermittelt werden, in wieweit DNA-Schaden in PBMCs durch einmalige Belastung des
menschlichen Organismus mit hochdosiertem Sauerstoff induziert werden. Dazu wurden PBMCs von Probanden
(PG A), die im Rahmen eines Sauerstofftoleranztests (280 kPa; 30 Minuten) ausgesetzt wurden, jeweils vor und
nach der Sauerstoffbelastung auf DNA-Schéaden untersucht (siehe Abbildung 4-1). Die Untersuchung zeigte, dass
in den PBMCs vor Belastung (Kontrolle) sowohl nach visueller als auch nach softwaregestitzter (TM, TI)
Auswertung hoch signifikant (p < 0,001) weniger DNA-Sch&den vorhanden waren, als in den PBMCs nach

Belastung (TI sieche Kapitel A-1).

Abbildung 4-1 DNA-Schadigung in PBMCs vor und nach hyperbarer Oxigenierung in vivo
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0,-Belastung: 280 kPa, 30 min; dargestellt ist jeweils der Median sowie die 25/75% und 5/95% Perzentilen, jeweils pro 200
ausgewertete Zellen; n=14; links: visuelles Scoring; p<0,0001, rechts: softwaregestiitze Tailmoment-Auswertung; p<0,0001
Wahrend des Sauerstofftoleranztests wurde die Sauerstoffsattigung der Hautoberflache Uber vier Messsonden
mindtlich aufgezeichnet (siehe Kapitel 3.5.1). Abbildung 4-2 zeigt die Mediane der jeweiligen Sauerstoffsattigung
Uber einen Zeitraum von 30 min. Der Graph der Aufsattigung mit Sauerstoff verlauft jeweils annahernd sigmoidal.
Die Lokalisation des Messareals war dabei nicht ausschlaggebend fiir die Geschwindigkeit der Aufsattigung oder
die maximalen Hohe der Sauerstoffsattigung.

Abbildung 4-2 Verlauf der Aufsattigung mit Sauerstoff (iber verschiedenen Hautarealen wahrend der

hyperbaren Oxigenierung
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Sauerstoffbelastung: 280 kPa, 30 min; dargestellt ist der Median der Sauerstoffsattigung abgeleitet tber vier unterschiedliche
Messsonden von Beginn ("Abtauchen") bis Ende ("Auftauchen") eines in der Probandendruckkammer simulierten Tauchgangs
(ca. 18m), n=14
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4.2 Adaptation an die Exposition gegeniiber hyperbarem Sauerstoff

In diesem Teil der Studie wurde untersucht, ob und in wieweit der menschliche Organismus Schutz- und
Reparaturmechanismen gegen den von Sauerstoff induzierten oxidativen Stress ausbildet und in wieweit diese
Mechanismen zu einer messbaren Verringerung von DNA-Schéden bei erneuter Exposition fihren. Hierzu wurde
Probanden (PG B), die liber einen Zeitraum von drei Monaten im Rahmen von wéchentlich acht Tauchgéngen mit
Sauerstoff-Kreislauftauchgeraten (max. 160 kPa/min, 90 min) repetitiv hyperbarem Sauerstoff ausgesetzt waren,
24 Stunden nach der letzten Ox-Exposition und im Verlauf von fiinf Wochen wochentlich Blut entnommen. Nach
der Anfertigung von Nativproben wurden die PBMCs jeweils (ber einen Zeitraum von 6 Stunden einem
Sauerstoffdruck von 400 kPa ausgesetzt, wobei stlindlich die DNA-Schadigung gemessen wurde (Comet Assay).
Die Konzentration der mittleren DNA-Schadigung nahm zu, je 1anger die letzte hyperbare Sauerstoffbelastung
zuriick lag. Zusatzlich stieg die DNA-Schadigung mit der Ox-Expositionszeit in der Druckkammer an (siehe
Abbildung 4-3). Die Daten der softwaregestiitzten (TM/TI) Auswertung zeigten ebenfalls eine Zunahme der DNA-
Schadigung in Abhangigkeit von der O,-Expositionszeit (siehe Abbildung 4-3 fiir TM, A-4 flir TI).

Abbildung 4-3 Vulnerabilitdt von PBMCs gegeniiber hyperbarer Oxigenierung ex vivo im Anschluss an

repetitive O,-Belastung in vivo
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PBMCs von Probanden, die Gber 3 Monate repetitiv hyperbarer Oxigenierung ausgesetzt waren, wurden ex vivo erneut
hyperbarer Oxigenierung ausgesetzt, um die Vulnerabilitit gegenlber erneutem oxidativen Stress zu ermitteln
(Untersuchungsintervall: 24 h bis 5 W wochentlich), Sauerstoffbelastung ex vivo 400 kPa (1-6 h); dargestellt ist jeweils MW +
SD; n=7, links: visuelles Scoring, rechts: softwaregestiitze Tailmoment-Auswertung

Zur Veranschaulichung der Zunahme der DNA-Schédigung mit der Expositionszeit ex vivo sowie dem Abstand zur
letzten in vivo Belastung sind die entsprechenden Mediane der prozentualen Konzentration der DNA-Schéden in
PBMCs graphisch dargestellt (Abbildung 4-4). Die einzelnen Graphen steigen annahernd linear an: r2s, >0,9831,
2w > 0,9607, r2w >0,9268, r2sw > 0,9506, r2aw >0,9798, r2sw > 0,9768. Die Linearitat der Graphen, die aus den
Daten der Untersuchungen in sehr geringem (24 h und 1 W) bzw. sehr groflem (4 W und 5 W) zeitlichen Abstand
zur letzten in vivo Exposition entstanden sind, ist groRer als die der 2 W und 3 W-Graphen. In diesem
Ubergangsbereich (2W bis 3W) ist die Hohe der DNA-Schadigung in den jeweiligen Datensétzen vergleichsweise

inhomogen ist.
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Abbildung 4-4 Median der DNA-Schadigung in PBMCs nach hyperbarer Oxigenierung ex vivo im Anschluss an

repetitive O,-Belastung in vivo
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Darstellung der Mediane der Ergebnisse der Untersuchung der Vulnerabilitit von PBMCs gegeniber hyperbarer
Oxigenierung ex vivo (400 kPa, 1-6 h) im Anschluss (nach 24h bis 5 W wochentlich) an drei monatige oxidative
Belastungsphase; n = 7, jeweils 200 ausgewertete Zellen (aus Griinden der Ubersicht ohne Interperzentilranges); visuelles
Scoring; Linearitit der Graphen: r’y, = 0,9831, r’y; = 0,9607, r’y, = 0,9268, r’ys = 0,9506, r’y, = 0,9798, r’ys = 0,9768.
Signifikant unterschiedliche Steigungen: pasn/sw =0,0287, pagn/aw =0,00235, pysn/sw =0,00098, unterschiedlich im Sinne einer
Parallelverschiebung pysn,w=0,01231; n=7

Die Steigung des Graphen 24 h nach dem letzten Tauchgang mit Kreislauftauchgerét ist signifikant kleiner als nach
3 Wochen (p=0,022) und nach 4 und 5 (p<0,001) Wochen nach letzter Sauerstoffbelastung in vivo. Zwischen 24 h
und einer Woche nach letzter Belastung ergab sich kein signifikanter Unterschied der Steigungen, jedoch
verlaufen die Graphen bei unterschiedlichen y-Achsenabschnitten (bas = 1,085 und biw=2,071) signifikant parallel
(p=0,0036). Fur die softwaregestltze Auswertung ergaben sich in der Linearitatspriifung der einzelnen Graphen
flr TM-Daten: r2,4,>0,9508, r24w>0,9531, r2w>0,8660, r2sy >0,8026, r2aw >0,9439, r2s>0,8668 und fiir TI-Daten:
r2o4n>0,9033, r2yw>0,9723, rw>0,8578, r&w>0,7628, rZw>0,9038, r2sw>0,7910. Der Graph der mittleren DNA-
Schadigung 24 h nach letzter in vivo Exposition unterscheidet sich in der TM bzw. TI-Auswertung von dem 4 W-
Graphen (ptm = 0,0004 bzw. pr = 0,0063) und 5 W-Graphen (pm = 0,0026 bzw. pr = 0,0034) im Sinne einer

Parallelverschiebung. Bei allen weiteren Testungen ergaben sich keine Signifikanzen (TM, Tl siehe Kapitel A-4).

4.2.1 Vergleichende Zusammenschau von Daten der vorliegenden sowie einer Parallelstudie

Die Ergebnisse der Untersuchung der Adaptation an die Exposition gegentber hyperbarem Sauerstoff (vgl. Kapitel
4.2) sollen mit den Ergebnissen von Witte et al. [16] verglichen werden. Witte et al. untersuchten die Vulnerabilitat
von PBMCs von "Nichttauchern" und "Sauerstofftauchern”, die einem Sauerstoffiiberdruck von 400 kPa (ber
mehrere Stunden ausgesetzt wurden. Als "Sauerstofftaucher" wurden Probanden betrachtet, die regelmafig mit
Sauerstoff-Kreislaufgeraten tauchten und deren letzter Tauchgang weniger als 21 Tage zuriick lag. Die
Bestimmung der DNA-Schadigung erfolgte, wie in der vorliegenden Studie, mittels Comet Assay mit demselben
visuellen Scoring-Verfahren. Es wurden Vergleichsdaten vor und nach vierstiindiger hyperbarer Oxigenierung
betrachtet, dargestellt sind die Mediane aus dieser Untersuchung bzw. die Mittelwerte von Witte et al. (siehe

Abbildung 4-5). Die ubrigen eingetragenen Vergleichsdaten ("nativ PG C" bzw. "Kontrolle", lila) sind im Rahmen
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von Untersuchungen der vorliegenden Studie entstanden (siche Kapitel 3.4.3 bzw. A - 1.2. Absatz IV) und zeigen
die DNA-Schadigung in PBMCs von Nichttauchenden Probanden (PG C) nativ bzw. nach vierstiindiger Exposition
gegenlber 400kPa hyperbarer Oxigenierung.

Abbildung 4-5 Adaptation an oxidativen Stress
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Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Untersuchung der Vulnerabilitdit von PBMCs gegeniber hyperbarer
Oxigenierung ex vivo (4 h, 400kPa) im Anschluss (nach 24h bis 5 W wdchentlich) an drei monatige oxidative Belastungsphase
sowie den Ergebnissen von Witte et al. , links: Basislevel der DNA-Schadigung, rechts: DNA-Schadigung nach hyperbarer
Oxigenierung in der Experimentaldruckkammer; Probanden: PG C sind Probanden ohne vorherige hyperbare
Sauerstoffexposition: nativ PG C (n = 136, vgl. Kapitel 3.1); Kontrolle: Vergleichswert aus dieser Studie: oxidative DNA-
Schadigung nach 4-stiindiger hyperbarer Oxigenierung (400kP, siehe Kapitel 3.4.3 bzw. A - 1.2. Absatz IV): PBMCs nach

"Nichttaucher" (n=12), "Sauerstofftaucher" regelmaRige hyperbare Sauerstoffbelastung, zuletzt vor <21 Tagen, (brige PG B:
24 h bis 5 Wochen nach Sauerstoffbelastung in vivo mit, durchschnittlich 160 kPa tiber 50 bis 120 min. mindestens 7 Mal pro
Woche (W), n=7; dargestellt ist jeweils der Median sowie die 25/75% und 5/95% Perzentilen jeweils pro 200 ausgewertete
Zellen, bei Witte et al. der Mittelwert; Signifikanzen: links: p24h/3w- 0,0031, paan/aw < 0,0001, pygn/sw < 0,0001 (Sterne), p* =
0,00714); pswy2an < 0,0001, psw/1w < 0,0001, psw/ow = 0,0299; p* = 0,00714 rechts: pygn/sw = 0,0014, pagh/aw = 0,0008, pagn/sw <
0,0001 (Sterne); p*= 0,00714 (Sterne), (Psw/24n<0,0001, Psy/1w<0,0001, Psy/aw<0,0001, psw/aw =0,0035, p*=0,00714)

Diese Graphik stellt noch einmal deutlich den quantitativen Unterschied der DNA-Schadigung in PBMCs vor und
nach hyperbarer Oxigenierung heraus, der sowohl in dieser Studie als auch in der von Witte et al. [16] gefunden
wurde. Weiterhin zeigen die Ergebnisse beider Studien, dass in PBMCs von zuvor in vivo hyperbar
sauerstoffbelasteter Probanden die DNA-Schadigung unter ex vivo hyperbarer Sauerstoffbelastung weniger stark

ansteigt, als in denen von nicht sauerstoffbelasteten Probanden.

Zwischen den Datensétzen die in der vorliegenden Studie erhoben worden sind, wurden folgende

Signifikanztestungen vorgenommen:
Native PBMCs - Basislevel (Abbildung 4-5, links)

Die basale DNA-Schadigung nimmt mit dem Abstand zur letzten in vivo Sauerstoffexposition zu. Werden die

Messpunkte 24 h nach letzter in vivo O,-Exposition mit den Ubrigen Messzeitpunkten verglichen, zeigen sich
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gegeniiber den Werten nach 3, 4 und 5 Wochen signifikante Unterschiede: pasnsw=0,0031, p2anaw < 0,0001, paarsw
<0,0001 (Sterne, p*=0,00714). Nimmt man die basale DNA-Schadigung nach 5 Wochen als normale basale DNA-
Schadigung in der PG B an (entsprechend einer Untersuchung vor Beginn der Tauchgénge), zeigt sich die basale
DNA-Schédigung bis nahezu 2 Wochen nach letzter in vivo O,-Exposition signifikant niedriger als "ohne" vorherige
O2-Exposition (pswi2sn<0,0001, pswiaw <0,0001, pswaw=0,0299; p*=0,00714).

DNA-Schédigung nach ex vivo O2-Exposition (Abbildung 4-5, rechts)

Auch die DNA-Schadigung in den PBMCs nach ex vivo hyperbarer Sauerstoffbelastung nimmt mit gréRerem
Abstand zur letzten in vivo Sauerstoffbelastung zu. Dabei zeigt sich die DNA-Schadigung 3, 4 und 5 Wochen
gegeniiber 24h nach letzer in vivo O-Exposition signifikant groRer (pasvsw = 0,0014, pasnaw = 0,0008, paawsw <
0,0001, p*=v0,00714, Sterne). Werden Signifikanzanalysen zwischen 24h bis 4 Wochen gegeniiber 5 Wochen als
“fiktivem Kontrollwert"® vorgenommen, zeigt sich die DNA-Schédigung in den PBMCs bis drei Wochen nach letzter
in vivo Exposition als signifikant niedriger (pswiz4n < 0,0001, pswiw < 0,0001, pswaw < 0,0001, pswisw = 0,0035, p* =
0,00714).

Vergleich der Datensétze der verschiedenen Studien

Aus der Abbildung 4-5 lasst sich ablesen, dass die mittlere basale DNA-Schéadigung in PBMCs von nicht
sauerstoffexponierten Probanden (PG C) 1,091 £+ 1,059%Comets/200Zellen ("nativ PG C", vgl. Kapitel 3.3, lila)
nahezu mit der von Witte et al. [16] bestimmten basalen DNA-Schadigung in "Nichttauchern"
(MW=1%Comets/200Zellen) Ubereinstimmtdd. Die DNA-Schadigung nach hyperbarer Oxigenierung liegt bei
“Nichttauchern" und bei PG C ("Kontrolle") héher als bei Probanden der PG B. PBMCs von Sauerstofftaucher
weisen nach entsprechender hyperbarer Oxigenierung bei Witte et al. in etwa so viele DNA-Schaden auf, wie die
von Probanden der PG B 2-3 Wochen nach letzter Sauerstoffexposition in vivo. Signifikanztestungen kénnen

aufgrund des Vergleichs von Medianen und Mittelwerten nicht erhoben werden.

4.3 Einfluss von Vitamin C auf PBMCs unter hyperbarer Oxigenierung

In diesem Versuchsabschnitt sollte untersucht werden, ob Vitamin C die Entstehung von DNA-Schaden durch
hyperbaren  Sauerstoff beeinflusst. Hierzu wurden zum einen Untersuchungen bei verschiedenen
Sauerstoffpartialdriicken durchgefiihrt. Zum anderen sollte ermittelt werden, wie sich verschiedene VC-
Konzentrationen auf die Hhe der DNA-Schadigung auswirken, wenn das VC nach Inkubation (vor der oxidativen

Belastung) herausgewaschen bzw. im Probenmedium belassen wird.

“ Hier wird zur Signifikanztestungen angenommen, dass nach 5 Wochen der Effekt einer vorherigen in vivo

Sauerstoffexposition nicht mehr vorhanden ist. Der korrekte Kontrollwert ist moglicherweise abweichend. Die Analyse wird
nicht mit dem Kontrollwert aus PG C vorgenommen, da es sich dabei um ein anderes Probandengut handelt.

% Dass die basale DNA-Schadigung der PG B nach 3-5 Wochen nach letzter in vivo O,-Exposition hoher liegt als der
Vergleichswert von Witte et al., ist am ehesten in der hier langeren Transportzeit begriindet (vgl. Kapitel 3.3). Daraus folgend
misste fir den Datensatz dieser Untersuchung ein Kontrollfaktor bericksichtigt werden, der diesen Fehler korrigiert.
Aufgrund der geringen quantitativen Hohe dieses Fehlers im Vergleich zur DNA-Schadigung nach ex vivo O,-Exposition wurde
dies jedoch nicht in der Auswertung berlicksichtigt.
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1. DNA-Schédigung unter VC-Einfluss in Abhéngigkeit von der Intensitét der oxidativen Belastung

In Abbildung 4-6 sind Ergebnisse aus Versuchen mit hyperbarer Oxigenierung unmittelbar nach Inkubation mit VC
im Probenmedium zusammengefasst, die bei einem pO, von 400 kPa (blau, n =22) und 500 kPa (rot, n = 34)
durchgefiihrt wurden. Die Daten sind in Form von Medianen als Boxplots (Whiskers geben jeweils 5 und 95-
Perzentilenpaare an) als binare visuelle (links) und softwaregestitzte Tailmoment-Auswertung (rechts) dargestellt
(Tl und weitere Graphiken unter Kapitel A-4 und A - 5.6). Signifikanzen wurden zunachst zwischen dem
Kontrollwert (0 uM VC) und dem Wert der jeweiligen VC-Konzentrationen ermittelt und gekennzeichnet (Sterne). In
den Versuchen mit einem pO, von 400 kPa zeigt sich eine sukzessive Abnahme der DNA-Schédigung bei den VC-
Konzentrationen 50, 100 und 200 uM gegeniiber dem Kontrollwert (0 uM VC), wobei eine signifikante Abnahme
der DNA-Schadenskonzentration bei visuellem Scoring nur zwischen dem Kontrollwert und einer VC Konzentration
von 200 uM nachweisbar ist (porooumve = 0,0246). In den Versuchen mit einer Sauerstoffbelastung von 500kPa sind
die Ergebnisse ahnlich, wobei eine signifikante Abnahme der DNA-Schadigung bei 100 und 200 uM (porooumve =
0,0029, porooumve = 0,0051) gegentiber dem Kontrollwert (0 uM VC) nachzuweisen ist (p*sookea = 0,0023, p*sookpa =
0,0015). Der Einsatz von 400 uM VC fiihrt beim visuellen Scoring bei einem Sauerstoffpartialdruck von 400 kPa
(Porsooumve = 0,0171) ebenso wie bei 500 kPa (pouoopmve = 0,0183) zu einer signifikanten Steigerung der DNA-
Schéadigung gegentiber dem Kontrollwert (0 uM VC). Der Vergleich zwischen den Versuchen mit unterschiedlichen
Sauerstoffpartialdriicken (400 und 500 kPa) zeigt, dass bei einem pO, von 500 kPa bei jeder VC-Konzentration (mit
Ausnahme von 100 uM VC Werten) signifikant (Rauten) hohere Konzentrationen von DNA-Schédigung
nachzuweisen waren, als bei 400 kPa (400/500 kPa: poumvc =0,0130, psoumve =0,0401, pooumvcC =0,0107, pagoumve
=0,0016).

Abbildung 4-6 DNA-Schadigung in PBMCs nach hyperbarer Oxigenierung in Abhangigkeit von der VC-

Konzentration und der oxidativen Belastung
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Dargestellt ist jeweils der Median sowie die 25/75% und 5/95% Perzentilen jeweils pro 200 ausgewertete Zellen,
Signifikanzanalysen: (Sterne) jeweils zum Kontrollwert (0 uM VC) (p*ag0kpa =0,0023, p*so0pa = 0,0015); Rauten jeweils zwischen
400 und 500 kPa; Nnggokps =18, Nsgokea = 34, links: visuelles Scoring, 400 kPa: po/z00umve = 0,0246, po/acoumve =0,0171, 500kPa: po/100
=0,0029, Po/200=0,0051, Pojagoumve = 0,0183, 400/500kPa: pouvc = 0,0130, Psouvc=0,0445, P1ooumvc=0,1223, Paooumvc=0,0107,
Paooumve =0,00186, rechts: softwaregestiitzte Tailmoment-Auswertung psooumvc=0,0065
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In der Tailmoment-Auswertung ergab sich ein signifikanter Unterschied im Vergleich zum jeweiligen Kontrollwert (0
MM VC) nur bei 200 M VC (porooumve = 0,0049) und 500 kPa ( p*sokea = 0,0023, p*sookpa = 0,0015). Eine Abnahme
der DNA-Schéadigung mit steigender VC-Konzentration bis 200 uM VC war jedoch auch hier (mit Ausnahme des
100 pM-Medians bei 500 kPa) gegeben (Median TM: 400 kPa: Momvc = 0,7560{0,549/0,939}, Msoumvc =
0,7261{0,532/1,098}, Mioumvc = 0,7141{0,540/0,991}, Maoopmvc = 0,7198{0,659/0,973}; 500 kPa: Mowmvc =
0,7821{0,486/1,621}, Msoumvc = 0,6935{0,475/0,891}, M1oopmve = 0,7883{0,430/1,233}, Maoomve = 0,5806{0,450/0,843}).
Ebenso war zu erkennen, dass bei 400 kPa weniger DNA-Schaden induziert wurden, als bei 500 kPa (paoossookpa,
sooumve = 0,0064), sowie dass bei 400 uM VC mehr DNA-Schadigung induziert wurde, als ohne VC (0 uM VC)
(Poooumve, sookpa = 0,0244). Die Tl-Auswertung (siehe A-4) lieferte vergleichbare Ergebnisse. Signifikanzen ergaben
sich bei der Tl-Auswertung jeweils zu Kontrollwert (0 uM VC) bei 200 und 400 uM VC (porooumve = 0,0128,
Pouooumve = 0,0313; p*aopa = 0,0023, p*sookea =0,0015) und zwischen 400 und 500 kPa (p2ooumve =0,0311, pagoumve =
0,0064) (vgl. A-4 Abbildung 6-9).

Aus den Daten der Kontrollkammeruntersuchungen ergaben sich keine Unterschiede nach Zugabe von VC
verschiedener Konzentrationen gegentber der Kontrollgruppe bei 0 uM VC. Der Median der DNA-Schadigung
nach Exposition lag unabhangig von der VC-Konzentration zwischen 3,5 und 5%Comets/200Zellen
(Median{25/75%Perzentilen} Mouuvc = 4,0{2,5/5,5} Msoumve = 4,0{3,5/6,5}, Migoumve = 3,5{2,0/7,5}, Magopmve =
5,0{3,0/7,0}, Magopmvc = 3,5{1,125/6,125}%Comets/200Zellen).

2. DNA-Schédigung in VC-geséttigten PBMCs mit/ohne VC-Einfluss wéhrend der oxidativen Belastung
In Abbildung 4-7 ist die DNA-Schadigung dargestellt, die jeweils nach Exposition gegeniiber hyperbarem
Sauerstoff mit (rot, n=34) bzw. ohne (lila, n=24) VC im Probenmedium jeweils nach Vorinkubation mit VC (3 h)

induziert wurde (TI und weitere Graphiken unter Kapitel A-4 und A - 5.6).

Abbildung 4-7 DNA-Schadigung durch hyperbare Oxigenierung in Abhangigkeit von der VC-Konzentration im

Probenmedium wdhrend derSauerstoffbelastung bzw. nach alleiniger Vorinkubation mit VC
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Sauerstoffbelastung ex vivo 500 kPa, dargestellt sind jeweils der Median sowie die 25/75% und 5/95% Perzentilen jeweils pro
200 ausgewertete Zellen. Signifikanzanalysen (Sterne) wurden zwischen den jeweiligen Paarungen mit gleicher VC-
Konzentration vorgenommen; links: visuelles Scoring, pagoumve = 0,0003, n = 34 rechts: softwaregestitzte Tailmoment-
Auswertung pyoommve=0,0210, n=24
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Wie auch schon in den Vorversuchen zu beobachten war, wurde auch in dieser Untersuchung bis 200 uM VC
grundsétzlich weniger DNA-Schadigung induziert, wenn das VC wahrend der Untersuchung im Probenmedium
belassen wurde. Dieser Unterschied war in dieser Untersuchung fiir die softwaregestiitzte Auswertung signifikant
(TM-Auswertung: paooumvermitronne' = 0,0210, TI-Auswertung: psoumvcmitronne' = 0,0007, Prooumvermitronner = 0,0054,
pP2oopmvermitronne < 0,0001). Im Gegensatz dazu zeigt sich bei 400 uM "mit" VC im Probenmedium wéhrend der Oo-
Belastung eine héhere DNA-Schédigung als nach Auswaschen des VC vor der Sauerstoffexposition. Dieses
Ergebnis wird sowohl in der visuellen, als auch in der softwaregesttitzten (TM/TI) Auswertung deutlich. Signifikanz

besteht bei der visuellen Auswertung (p=0,0003).



5 Diskussion 40

5 Diskussion

Die vorliegende Studie befasste sich mit der schadigenden Wirkung von oxidativem Stress auf die Integritat der
DNA isolierter peripherer mononuklearer Zellen (PBMC), die beim Tauchen mit Sauerstoff-Kreislauftauchgeraten
und bei der Exposition von Probanden im Humanmodell oder PBMCs im ex vivo Experiment gegeniiber
hyperbarem Sauerstoff auftritt. Zur Visualisierung und Quantifizierung der DNA-Schadigung wurde der alkalische

Comet Assay verwendet.

Zunachst wurde die durch maximale Belastung mit hyperbarem Sauerstoff in vivo induzierte DNA-Schédigung
quantifiziert, um die potentielle Gefahrdung, die von oxidativem Stress durch Sauerstoffliberdruck ausgeht, zu
bestimmen. Hieran anschliefend wurden zwei Hypothesen untersucht, die zur Reduktion von DNA-Schéden bei
wiederholter Exposition gegeniiber hyperbarer Hyperoxie beitragen kdnnten: Zum Einen wurde an Hyperoxie-
gewohnten Probanden (Tauchern) Uberpriift, ob bei ihnen eine eigenstandige Adaptationsfahigkeit des Kdrpers an
Hyperoxie zur Verminderung von DNA-Schadigung beitrdgt. Zum Anderen wurde in einem ex vivo Ansatz
untersucht, ob das Xenobiotikum Vitamin C unter den Bedingungen einer extremen Hyperoxie als ROS-Scavenger
problemlos einsetzbar ist und somit eventuell auch bei Hyperoxie-Exponierten zur Minderung von DNA-
Schéadigung beitragen kann. Ein spezieller Fokus lag hier auf der Frage, ob unter diesen extremen Bedingungen
konzentrationsabhéngig auch prooxidative Effekte des Vitamin C kritisch berlicksichtigt werden missen, die dann
in paradoxer Weise nicht nur die erwlinschten Scavenger-Eigenschaften vermissen lassen, sondern sogar zur

Zunahme von DNA-Schéaden filhren konnen.

5.1 Das Studienmodell

5.1.1 Probanden

Die Messung von DNA-Schéaden am Probanden wird sowohl durch individuelle GroRen als auch durch zahlreiche
externe Faktoren beeinflusst. Neben dem Probandenalter [2][64][65][128][176][177] spielen Faktoren wie die
Erndhrung (z. B. Aufnahme von Antioxidantien) [83][161] oder die Art und Intensitat sportlicher Belastungee
[15][119][178][179] eine wichtige Rolle. Weiterhin beeinflussen Vorerkrankungen der Probanden
[52][180][147][181] oder das Rauchen [153][180][182] und die sonstigen Umgebungs- und Lebensbedingungen die
Reaktion des Organismus gegeniiber oxidativer Belastung erheblich. Um mdglichst nur die Reaktion des
Organismus des Probanden auf den oxidativen Stress zu betrachten zu kdnnen, missen sowohl die
intraindividuellen GroRen (z. B. Alter, Vorerkrankungen) als auch externe EinflussgroBen (z. B. Eméhrung,
kérperliche Belastung) so gering wie mdglich gehalten werden. Dieses kann durch eine umfassende Homogenitat
des Probandenkollektivs erreicht werden. Fir diese Studie wurden aus diesem Grund ausschlieBlich mannliche
junge (20-30 Jahre) nicht rauchende Probanden zugelassen. Weiterhin konnten gesundheitsbedinge StorgroRen

durch eine umfassende berufshedingte medizinische Vorsorgeuntersuchungen ausgeschlossen werden (TUKV).

® Bei sportlicher Belastung wird in der Atmungskette vermehrt ATP produziert, sodass bei "physiologischen"

Elektronenleckstromen von 1-2% (siehe 1.1) quantitativ eine hdhere Belastung durch ROS besteht.
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Die Probanden der Probandenkollektive A und B (siehe Kapitel 3.1) befanden sich zusétzlich in derselben
Lebenssituation (vor Beginn der Ausbildung bzw. am Ende der Ausbildung), sodass Unterschiede externer
Storgrofen minimiert werden konnten. Bei Probandengruppe B handelte es sich zudem um eine Gruppe von
Probanden, die denselben Tagesablauf (z. B. Wach-/Schlafphasen), dieselbe sportliche Belastung (Sport,
Tauchgénge) und die gleiche Ernahrung (gemeinsames Essen in der Kantine) hatten, sodass hier externe
EinflussgroRen (Emahrung, sportliche Belastung, Tageszeitpunkt der Blutabnahme usw.) noch weiter

eingeschrankt werden konnten.

5.1.2 Probenmaterial

Fur die Experimente wurde die Zellpopulation der peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs), also vornehmlich
Monozyten und Lymphozyten, aus dem Blut der genannten Probanden verwendet. Diese Zellpopulation wurde
ausgewahlt, da sie durch vielfache Verwendung in &hnlichen Humanstudien fiir Versuche mit oxidativem Stress
etabliert wurde [96][158][50][109][118][183]. Bereits in der Literatur vorhandene Daten ermdglichten daher eine
vergleichende Validierung der eigenen Ergebnisse. Der Einsatz von PBMCs fir die zu untersuchenden
Fragestellungen wurde unter Abwagung verschiedener Uberlegungen entschieden: Beispielsweise haben PBMCs
zahlreiche Vorteile gegeniber gleichfalls haufig in &hnlichen Fragestellungen verwendeten unphysiologischen
Versuchszellen (z. B. Tumorzellen) oder nicht humanen Zellen [168][184]. Entscheidend fiir diese Studie war
zunéchst einmal die Annahme, dass PBMCs nach Entnahme ausreichend lange vital bleiben und sich unter
applizierten Reizen (z. B. Vitamin C, hyperbarer Sauerstoff) ex vivo genauso oder sehr &hnlich verhalten, wie in
vivo. Demgegentiber agieren Tumorzellen in vivo (in Tumorpatienten) nicht wie physiologische Zellen oder kénnen,
im Gegensatz zu physiologischen Zellen, ex vivo gehalten werden, was nahe legt, dass sie unter
Experimentalbedingungen nicht wie physiologische Zellen reagieren [184]. Weitere entscheidende Punkte gegen
die Verwendung von Tumorzellen in der vorliegenden Studie waren u.a. die deutlich hohere DNA-
Reparaturkapazitit von z. B. HeLa-Zellen gegeniiber Lymphozyten [99][100] sowie die unterschiedliche Reaktion
verschiedener Tumorzelllinien im Zusammenhang mit VC. Viele Tumorzelllinien nehmen ungeregelt viel VC auf
[185], wohingegen die VC-Aufnahme in z. B. Lymphozyten einer Sattigungskinetik unterworfen ist [173][186][187].
Méglicherweise ist dies ein Grund, weshalb VC in der Lage ist, Tumorzellen zu schadigen oder sogar abzut6ten
[184][188][189]. Fiir physiologische Zellen ist VC hingegen nicht schadlich [189], was Putchala et al. [190] in ihrem
aktuellen umfassenden Review von 13 ex vivo und 4 in vivo Studien bestatigen. Auch auf Grundlage dieser
Uberlegungen verwendeten z. B. Al-Shmgani et al. physiologische animalische (bovine) an Stelle von
pathologischen humanen Zellen fiir inre Untersuchungen mit Vitamin C und E im Hyperoxiemodell [105]. Bei der
Verwendung animalischer Zellen ist wiederum zu berlicksichtigen, dass sich die physiologischen
Stoffwechseleigenschaften der Versuchstiere deutlich von denen des Menschen unterscheiden. Kleinsauger, z. B.
Ratten, haben einen deutlich héheren metabolischen Umsatz [191] und unterliegen somit einer héheren basalen
oxidativen Belastung, vergleichbar mit der erhdhten oxidativen Belastung, die unter hoher sportlicher Aktivitat im

menschlichen Organismus auftritt (siehe Kapitel 5.2.2).
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Ein weiterer Vorteil von PBMCs als Versuchszellen in der vorliegenden Studie ist, dass sie den Zustand des
Gesamtorganismus aufgrund der Passage durch alle Bereiche des Organismus vergleichsweise genau abbilden
kénnen [192]. Dies ist wichtig fiir die in dieser Arbeit verwendete Methode der hyperbaren Oxigenierung in vivo,
denn bei Belastung mit hyperbarem Sauerstoff (siehe Kapitel 2.1) ist nicht davon auszugehen, dass alle Bereiche
des Korpers gleichmalig belastet sind. Vielmehr sind die Zellen der Lunge zuerst und am intensivsten betroffen,
periphere Bereiche jedoch spater und schwacher [192]. Zudem ist die Gewinnung von PBMCs (ber
Venenpunktion und Aufbereitung durch Dichtegradientenzentrifugation relativ schnell méglich und PBMCs sind
stabil gegeniiber gekiihlten Transportphasen, sodass mégliche Anderungen des physiologischen Verhaltens
aufgrund langer ex vivo Zeiten gering gehalten werden konnen [193]. Weiterhin sind PBMCs einheitliche diploide
Zellen, die sich nahezu alle in derselben Zellzyklusphase GO (Ruhephase) befinden [61]. In dieser Ruhephase sind
sie gegeniiber Umwelteinfliissen viel unempfindlicher als in der Mitosephase, wie es bei teilungsaktiven Zellen (z.
B. Tumorzellen) der Fall ist [194]. Insbesondere fiir Untersuchungen mit Vitamin C sind PBMCs gut geeignet, da
sie im Vergleich zu anderen Zellpopulationen die hdchste intrazellulare VC-Konzentration aufweisen (intrazellulére
VC-Konzentration in Lymphozyten bis zu 4mM; in Monozyten bis zu 3mM) [186][195], was auf eine besondere
Bedeutung des Vitamin C im Stoffwechsel dieser Zellen schlieBen lasst und eine hohe Reaktionsfahigkeit im

Zusammenhang mit VC nahe legt.

5.1.3 Methodik

Oxidativer Stress durch hyperbare Oxigenierung mit/ohne VC-Einfluss

Hyperbare Oxigenierung

Fir die Induktion von oxidativem Stress zur Untersuchung der Wirkung von ROS auf die DNA wurde in der
vorliegenden Studie das Modell der hyperbaren Oxigenierung verwendet. Diese Methode hat gegeniiber anderen
Verfahren zur Induktion oxidativen Stresses einige Vorteile, obgleich in allen Fallen die biochemischen Reaktionen
des Wasserstoffperoxids zur DNA-Schadigung filhren (vgl. Kapitel 1.2.). Bei der direkten Applikation von H;0
lasst sich die Intensitat der DNA-Schadigung schlechter steuern und es kann zu Zellmembranschaden kommen,
die bei indirekter Induktion von H,O, durch hyperbare Oxigenierung unwahrscheinlich sind. Neben der hyperbaren
Oxigenierung gibt es verschiedene andere Mdglichkeiten der indirekten Induktion von Wasserstoffperoxid. Vielfach
wird radioaktive Strahlung, z. B. Gamma-Strahlung [196][197][198] appliziert oder es werden Endotoxine oder
Chemikalien [98][145] verwendet. Allerdings kann es im Fall von Gamma-Strahlung auch zur direkten
ungerichteten  Schadigung von Molekilen (z. B. DNA) kommen [199], sodass der jeweilige
Schadigungsmechanismus unklar ist. Zudem ist zu beriicksichtigen, dass die genannten Méglichkeiten stérker in
die physiologische Stoffwechsellage eingreifen, als der "sanftere" Weg lber hyperbaren Sauerstoff. Denn hierbei
wird ein biochemischer Mechanismus genutzt, der auch unter physiologischen Bedingungen, zwar selten, aber

kontinuierlich (in etwa 1-2% des umgesetzten Sauerstoffs) ablauft (vgl. Kapitel 1.2, 3.2).

Ein weiter Vorteil der Induktion von DNA-Schédigung durch Sauerstoffiberdruckbelastung ist die Maglichkeit der
Anwendung ex vivo sowie in vivo, was durch andere schadigende Agenzien aus ethischen Griinden lediglich

retrospektiv (z.B. durch Umweltstrahlung) oder gar nicht (z. B. Applikation von H>O,, Chemikalien, Endotoxinen) im
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Humanmodell mdglich ist. Ein Vergleich von in vivo und ex vivo Daten aus grundlegend gleichen
Versuchsaufbauten (hier vor allem das schadigende Agens) ist jedoch fiir die klinische Beurteilung und Relevanz
notwendig. Denn Zellen reagieren erwiesener Malien auf unterschiedliche schadigende Agenzien verschieden, wie
z. B. Birnboim et al. [62] postulierten, die unterschiedliche DNA-Schadigungsmuster in und eine unterschiedliche
Reparaturfahigkeit von Leukozyten nach einer Schédigungsinduktion mittels H»O.-Applikation und durch

ionisierende Strahlung fanden.

Ex vivo Experimente

Ein erheblicher Teil der Ergebnisse der vorliegenden Studie wurde anhand von ex vivo Experimenten erhoben,
wobei die isolierten PBMCs hdheren Sauerstoffpartialdriicken ausgesetzt wurden, als physiologisch unbedenklich
ist (0O, oberhalb der Schwelle der zentralnervdsen Toxizitat [200]). Die daraus resultierenden héheren DNA-
Schaden fiihren allerdings zu einer besseren Diskriminierbarkeit der Daten (vgl. Kapitel A - 1.3), sodass z. B. die
protektive Adaptation und deren Dauer genauer beurteilt werden und auch bei den VC-Experimenten besser
diskriminierbare Daten erreicht werden konnten. Dieses Vorgehen wurde nach der Beurteilung anderer in vivo VC-
Studien vor dem Hintergrund gewahlt, das haufig nur bei oxidativ belasteten oder VC-depletierten Probanden wie
Rauchern oder Dialysepatienten ein signifikanter antioxidativer Effekt nach VC-Applikation messbar war (z. B.
anhand einer verminderten basalen DNA-Schadigung oder verminderter VC-Konzentration im Serum) [52][54]
[141][147][154][201]. Als ursachlich hierfir wird postuliert, dass der Organismus unter physiologischen
Bedingungen und normaler Erndhrung ausreichend VC zur Verflgung hat, sodass Uberschiissiges VC nicht
aufgenommen wird bzw. wirkungslos bleibt. Anhand der Ergebnisse (vgl. Kapitel 4.3) wird deutlich, dass VC bei

hoherer Schadigungsdosis tatsachlich einen groieren Effekt hat.

Nachweis der Zell- und DNA-Schadigung

Zellvitalitét und Ausschluss anormal geschédigter Zellen

In der vorliegenden Studie wurde die praparierte Zellsuspension vor und nach dem Experiment auf Zellanzahl und
Zellvitalitdt (Bestimmung mittels Trypanblau) untersucht, um nur die Daten von Proben auszuwerten, die einer
festgelegten Anzahl von physiologisch funktionsfahigen Zellen entsprachen. Praexperimentell wurden Proben mit
einer Zellvitalitdt von unter 97%, postexperimentell von unter 96% (siehe Kapitel 3.4) von der Auswertung
ausgeschlossen, da eine Exposition gegeniiber hyperbarem Sauerstoff unter normalen Umstanden nicht zur
Veranderung der Zellintegritat fiihren sollte. Damit liegt die in dieser Studie vorausgesetzte minimale Zellvitalitat
deutlich Uber einer minimalen Zellvitalitdt von 75%, die von Henderson et al. [202] als ausreichend fir die

Ergebnisvaliditdt im Comet Assay beschrieben wurde.

Bestimmung der DNA-Schédigung

Oxidativer Stress induziert in der Zelle oxidative Schadigung an verschiedenen Zellbestandteilen, beispielsweise
an Membranlipiden oder DNA (vgl. Kapitel 1.1). Weiterhin kénnen ROS auch eine Erhéhung inflammatorischer
Zytokine und eine Aktivierung von Apoptosemechanismen induzieren [105][111][203][204][205]. Die hyperbare
Oxigenierung bietet hierbei die Mdglichkeit der Anwendung fir in vivo und ex vivo Experimente. Im Gegensatz

dazu ist beispielsweise die Bestimmung von durch oxidativen Stress induzierten Zytokinen [206] problematisch,
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denn es ist anzunehmen, dass die komplexen Reaktionswege der Zytokininduktion durch die ex vivo veranderte
inter- und intrazellulare Kommunikation beeinflusst werden. Die DNA-Schadigung hingegen ist in dem hier
verwendeten Modell weitgehend unabhangig von diesen Signalwegen (vgl. Kapitel 5.2.3). Die Bestimmung der
DNA-Schédigung ist weiterhin von Vorteil gegentber der Bestimmung der manifesten Apoptose, da letztere erst
nach einigen Stunden messbar ist [93][205], sodass die begrenzte Lebensdauer der PBMCs [207] die Ergebnisse
beeinflussen kann. Eine weitere Mdglichkeit der Quantifizierung von oxidativer Schadigung ist die Messung von
Apoptoseparametern. Dies ist vorteilig gegenlber der Bestimmung der manifesten Apoptose, da eine friihere
Bestimmung méglich ist, sodass die begrenzte Lebensdauer der PBMCs bei dieser Methode nicht so relevant ist.
Von Nachteil ist jedoch, dass auch die Apoptose (ber inter- und/oder intrazellulare Signalwege eingeleitet wird,
was eine vergleichende in vivo/ex vivo Betrachtung, ahnlich wie bei der Bestimmung von durch oxidativen Stress
induzierten Zytokinen, erschwert. Ein weiterer Vorteil der Bestimmung der DNA-Schédigung als Messparameter flr

oxidativen Stress ist, dass auch noch reparable Schaden messbar sind.

Der alkalische Comet Assay

Die Methode des Comet Assays ist ein wichtiges Werkzeug zum humanen Biomonitoring und hat sich als
Nachweis oxidativer DNA-Schaden etabliert [96][103][109][118][119][120][121][122][123][124] (vgl. Kapitel 1.3).
Dabei handelt es sich um eine sensitive indirekte Methode zur quantitativen Detektion von DNA-Strangbrichen in
eukaryotischen Zellen [208][120], die sich unter anderem aufgrund ihrer guten Reproduzierbarkeit gegeniiber
anderen Assays zur Messung von DNA-Strangbriichen (z. B. alkalische DNA-Féllung, Pulsfeldgelelektrophorese)
auszeichnet. Zudem bietet sie aufgrund der vielfachen Nutzung die Mdglichkeit des Datenvergleichs mit anderen
Arbeitsgruppen [183]. Daneben existieren auch direkte Methoden des Nachweises oxidativer DNA-Schadigung,
mit denen direkt Metabolite des oxidativen Stresses, z. B. 8-oxo-2'-Deoxyguanosin [101][102] oder 8-
Hydroxyguanin [209][210] in Blut oder Urin bestimmt werden konnen. Dazu zahlen Gaschromatographie,
Massenspektrometrie (MS) und High-Performance-Liquid Chromatographie (HPLC) [210][211][212][213]. Der
Vorteil am Comet Assay ist, dass aufgrund der Auswertung auf Einzelzellebene Heterogenitaten innerhalb von
Zellpopulationen berticksichtigen werden kdnnen, die sich z. B. bei Messung an gepoolter DNA (z. B. bei
alkalischer DNA-Féallung, PFGE-Assay) verlieren wiirden [183][214]. Durch die Messung von DNA-Schéadigung
direkt in den Zielzellen ist es weiterhin mdglich, Einflussfaktoren zu begrenzen. Demgegeniber gibt es bei
Messungen von Metaboliten im Blut und Urin zahlreiche Einflussmdglichkeiten, die die Zusammensetzung des
Untersuchungsmediums und damit die Zielmolekiile und Messgrofen beeinflussen konnen. Deshalb haben direkte
Messverfahren (z. B. Massenspektrometrie, HPLC) trotz der mitunter enormen Sensitivitat eine im Vergleich zum
Comet Assay sehr geringe Spezifitat und damit die relativ hohe Wahrscheinlichkeit falsch positiver Ergebnisse.
Diese geringe Spezifitit kann ursachlich fir die fehlende Aussagekraft von Studienergebnissen sein.
Beispielsweise konnte in zwei sehr dhnlichen Untersuchungen an denselben Versuchstieren (Meerschweinchen)
kein signifikanter Unterschied im Auftreten von 8-oxo-7,8-dihydro-2'-DeoxyGuanosin zwischen VC-substituierten
und nicht substituierten Tieren gefunden werden [215]. Mit der Methode des Comet Assays konnte jedoch nach
UV-Licht-Provokation ein Rlckgang der DNA-Schadigung unter VC-Substitution nachgewiesen werden [216]. In

diesem Zusammenhang gehen Olive und Banath [217] sogar davon aus, dass es sich beim Comet Assay um die
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sensitivste und akkurateste Methode zur Bestimmung oxidativer DNA-Schadigung handelt. Ein Nachteil des Comet
Assay ist es, dass das lediglich eine "Momentaufnahme" der DNA-Schadigung in der Zelle beurteilt werden kann.
Es kann also keine Aussage zu Schadigungs- oder Reparaturmechanismen getroffen werden, wie es durch
Messung von Regulationsenzymen des oxidativen Stresses (wie z. B. H&moxygenase-1) der Fall ist
[49][109][50][218][219][220]. Untersuchungen im Verlauf koénnen jedoch Aufschluss Uber Auswirkungen von

Regulations- und Reparaturmechanismen geben (vgl. Kapitel 4.2).

Es gibt verschiedene Formen und Auswertungsmethoden des Comet Assays. In der vorliegenden Arbeit wurde die
alkalische Form des Comet Assays verwendetf. Der Vorteil der alkalischen Methode ist, dass nicht nur DNA-
Strangbriiche detektiert werden kdnnen, sondern auch "alkali-labile sites" (vor allem apurinische und
apyrimidinische ("AP-sites") Stellen), die beim Verlust einer Purin- bzw. Pyrimidinbase entstehen [123]. Das
ZuckergerUst bleibt dabei erhalten, doch der hohe pH fiihrt zum Bruch an diesen "AP-sites" [61][120] wodurch ein
ausgepragterer "CometTail" entsteht, als bei der neutralen Methode. Dadurch erweitert sich auch der Bereich der
mdglichen Detektion von DNA-Schédigung [221]. Ein weiterer Vorteil des alkalischen Milieus ist, dass sich die
Doppelstrange voneinander lésen, wodurch nicht nur Doppel- (Double-strand breaks "DS"), sondern auch

Einzelstrangbriiche (Single-strand breaks "SS") wahrend der Elektrophorese aufgetrennt werden kdnnenss.

Visuelle bzw. softwaregestiitze Auswertung

Zur Auswertung des Comet Assays stehen visuelle Scoringverfahren und  softwaregestiitze
Auswertungsmdglichkeiten zur Verfiigung (siehe Kapitel 1.3). Bei der softwaregestiitzten Auswertung werden
verschiedene Parameter des DNA-Bildes von einer Software errechnet, von denen in der Regel Tailmoment (TM)
oder %Tail Intensity (TI) zur Bewertung der Ergebnisse herangezogen wird (vgl. Kapitel 1.3 und 3.4.4). Vielfach
wird zusatzlich oder ausschlieBlich ein visuelles Scoring- oder Graduierungs-Verfahren verwendet, da sich bei der
softwaregestlitzten Auswertung der Objekttrager einige Schwierigkeiten ergeben [158][222]: Vor allem kdnnen
Artefakte im Agarose-Gel oder unterschiedliche Intensititen der Fluoreszenzemission der DNA die Hohe der
Schadigungsparameter (TM/TI) beeinflussen. Unterschiedliche Intensitaten der Floureszenzemission kdnnen dabei
nicht nur in der Hohe des Agarose-Gels oder der Lage der Zelle im Agarose-Gel bzw. der Zusammensetzung des
Agarose-Gels begriindet sein. Vielmehr kdnnen auch die Brenndauer und das Alter der Quecksilberdampflampe,
die Dauer der Bestrahlung der eingefarbten DNA sowie das Alter und die Zusammensetzung des
Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid die Auswertung durch die Comet Assay-Software beeinflussen. Aufgrund
dieser Tatsachen produziert dasselbe Zellbild ein unterschiedliches TI/TM-Ergebnis, wenn es am Anfang oder am
Ende der Auszéhlung von 200 Zellen erfasst wird, was die Aussagekraft und Diskriminierbarkeit der Daten
einschrankt [16]. Die visuellen Scoringverfahren haben demnach in der Regel eine hdhere Aussagekraft, denn
jedes DNA-Bild kann vom Untersucher einzeln beurteilt werden. Somit kann die Beurteilung der DNA-Bilder im
Kontext des jeweiligen Objekttragers erfolgen. Es kdnnen also z. B. auch Objekttrager, auf denen viele Artefakte

vorhanden sind, ausgewertet werden. Weiterhin konnen Unterschiede, die die Signalintensitat beeinflussen, wie

ft Ostling und Johanson [94] entwickelten 1984 die Methode des neutralen Comet Assays. Diese wurde 1988 von Singh et al.
[124] zum alkalischen Comet Assay weiterentwickelt.
€8 Auf die Verwendung von Endonukleasen wurde verzichtet (siehe Kapitel A - 5.2).
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die Hohe des Agarose-Gels oder die Lage der Zellen im Agarose-Gel, von einem gelbten Untersucher
ausgeglichen werden. In der Folge wurde aufgrund der hdheren Aussagekraft visueller Methoden in den
Versuchen zur Erarbeitung einer Methode fiir die Evaluation antioxidativer Substanzen (siehe Kapitel 4.3) von der
softwaregestltzten Auswertung abgesehen. Nur die Hauptergebnisse der Studie wurden zusatzlich mit dem
softwaregestltzten Verfahren ausgewertet (siehe Kapitel A-4), wobei auch in den Untersuchungen dieser Arbeit

schlechter diskriminierbare Ergebnisse im Vergleich zur visuellen Scoring-Methode entstanden.

Visuelle Scoring- und Graduierungs-Verfahren

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde die Verwendung unterschiedlicher visueller Scoring-Systeme abgewégt, die in der
aktuellen Literatur verwendet werden. Einige Autoren postulieren, dass bei der visuellen Analyse apoptotische
Zellen identifiziert werden kénnen und eine Unterscheidung zwischen apoptotischem und nekrotischem Zelltod
maglich ist [223][205]. Andere Autoren postulieren jedoch, dass die DNA-Fragmente, die bei Apoptose entstehen,
aufgrund ihrer geringen Grofle mit dem Comet Assay nicht sicher nachgewiesen werden [61]. Zudem ist Apoptose
im Comet Assay, wie oben beschrieben, erst nach Stunden messbar, sodass diese Methode fiir die Messung von
PBMCs in diesem Studienmodell ungeeignet ist. Eine weitere Methode zur visuellen Beurteilung der Art bzw.
Intensitat der DNA-Schadigung ist die Graduierung der Floureszenzemission der DNA-Bruchstiicke im "Comet
Tail" und Einteilung der Zellbilder in Gruppen™ [100][158][61][201]. Fiir diese Studie wurde jedoch das binare
visuelle Ja/Nein-Auswertungsverfahren gewahlt (sieche Kapitel 1.3). Bei diesem Verfahren kdnnen mdgliche
Einflussfaktoren (Agarose-Eigenschaften, Lage der Zelle, Brenndauer der Lampe usw.) eingeschrankt und so die
Auswertung objektiviert werden. Ein weiteres Problem der Graduierung der DNA-Schadigung ist, dass die im
Fluoreszenzfeld sichtbaren DNA-Strangbriiche keine Differenzierung zwischen direkter DNA-Schéadigung und
Intermediarprodukten des regularen Zellreparaturprozesses zulassen [224]. Ein Comet-Tail ist also nicht eindeutig
allein der oxidativen Schadigung zuzuordnen, sondern kann durch Zellreparaturprozesse noch verstarkt und somit
falschlicher Weise als hdhere DNA-Schadigung kategorisiert werden. In jedem Fall wiirde jedoch die Zuordnung
der Ja-Aussage den Zellzustand korrekt beschreiben. Zudem ist die Zuordnung, ob eine Zelle geschadigt ist, oder
nicht, einfacher und damit reproduzierbarer, als eine Graduierung vorzunehmen. Folglich ist bei der Ja/Nein-
Auswertmethode die inter- und intraindividuelle Untersuchervarianz geringer, sodass ein Vergleich von eigenen

Ergebnissen und denen unterschiedlicher Arbeitsgruppen leichter moglich isti.

Optimierung der Methode Comet Assay

Von jedem Objekttrager wurden die DNA-Bilddarstellungen von Zellen unterschiedlicher Stellen der Objekttrager
ausgewertet, um den Einfluss von UnregelmaRigkeiten im Gel oder der Wirkung von Chemikalien zu minimieren.
Die Auswertung einer groflen Anzahl von DNA-Bildern beschrieben u.a. Forchhammer et al. [222] als wichtig, da

die Auswertung der DNA-Schadigung von 200 DNA-Bildern pro Objekttrager bei mehrfacher Auswertung

PP Zumeist werden den Zellbildern dabei in Abhéangigkeit der Gruppe Multiplikationsfaktoren zugeordnet (z.B. O fiir Zellen
ohne DNA-Schadigung und 1 bis 4, abhangig von der Lange und Intensitdt des "Comet Tails", also dem Grad der sichtbaren
DNA-Schédigung)

" In diesem Sinne haben sich die Ergebnisse gleicher Untersuchungsaufbauten aus unterschiedlichen Studien, die durch drei
unterschiedliche Personen ausgewertet wurden, als nahezu identisch herausgestellt (siehe Kapitel 5.2.2).
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desselben Objekttragers mit einer geringeren Varianz behaftet ist, als die einer kleineren Anzahl von DNA-Bildern
[16][158][222]. Vor allem fiir das visuelle Scoring ist es wichtig, dass die Auswertung durch eine gelibte Person
durchgefiihrt wird, sowie, dass mdglichst alle einem Datenpool zugrunde liegenden Comet-Daten (zum Ausschluss
maglicher interindividueller Abweichungen) durch denselben Auswerter erhoben werden [16][222] (beides wurde in

der vorliegenden Studie beachtet).

5.2 DieErgebnisse

5.2.1 Quantifizierung des Einflusses von hyperbarem Sauerstoff auf Probanden

Die Untersuchung und Quantifizierung von oxidativem Stress im Humanexperiment stellt eine messtechnische
Herausforderung dar, da dem oxidativen Stress biochemisch eine multifaktorielle Schadigungs-, Reparatur- oder
auch Anpassungskaskade folgt, die schwer zu differenzieren ist. Es sollte deshalb in diesem Teil der Studie
anhand streng standardisierter GroRen die mdgliche DNA- und Zellschadigung in PBMCs durch hyperbaren
Sauerstoff quantifiziert werden. Hierzu wurden die PBMCs aus Blutproben von Probanden vor und nach einer
oxidativen Belastung im Rahmen eines Sauerstofftoleranztests, bei dem standardmaRig sehr hohe Dosen O
(100% O, 280 kPa, 30 min) appliziert werden, mittels Comet Assay auf DNA-Schéaden untersucht. Die Ergebnisse
(siehe Kapitel 4.1) zeigen deutlich, dass hyperbarer Sauerstoff in vivo DNA-Schadigung induzieren kann, wie es
auch schon von anderen Autoren [106][107][108][225][200] beschrieben wurde. Auch die aktuellen
Untersuchungen von Ustiindag et al. [226], der fiir den Nachweis von DNA-Schaden den Zytokinese-Block-
Mikronukleus-Assay an Lymphozyten von 100 Probanden vor und nach einer HBO-Behandlung durchfiihrte,

untermauern diese Ergebnisse.

In der vorliegenden Studie konnten, trotz der deutlich geringeren Probandenzahl (n = 14), sogar ausgepragter
signifikante Unterschiede zwischen den Untersuchungen vor und nach der nach Sauerstoffbelastung gefunden
werden, als in den oben genannten Studien. Dies kdnnte zum einen an der fiir die Untersuchung von oxidativer
DNA-Schadigung sehr sensiblen Methode des Comet Assay [68][16][106][120] liegen, die in der vorliegenden
Studie verwendet wurde (vgl. Kapitel 5.1.3). Die hohe Signifikanz der Werte kann zum anderen auch in der
Homogenitat der Probandengruppe (vgl. Kapitel 5.1.1) begriindet sein, die aus jungen gesunden nicht rauchenden
ménnlichen Probanden mit einer sehr ahnlichen Lebenssituation bestand. Demgegeniber wurden die
Untersuchungen von Ustiindag et al. an PBMCs von rauchenden und nicht rauchenden Probanden inhomogener
Altersstruktur und multipler Vorerkrankungen vorgenommen. Letztlich ist auch zu bertcksichtigen, dass in dem in
dieser Studie verwendeten Sauerstoffbelastungsprotokoll die Probanden mit 30 Minuten zwar einer insgesamt
kurzeren O2-Belastungsphase, jedoch einem deutlich héheren pO; von 280 kPa ausgesetzt wurden, als es in der
genannten Studie oder der im allgemeinen angewandten Sauerstoffexposition bei HBO-Therapie (100% O, 2,5
ATA (= 245kPa), 3x 20 min [51][226]) der Fall ist.
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5.2.2  Untersuchung der Adaptation an die Exposition gegeniiber hyperbarem Sauerstoff

Wie bereits im Kapitel 1.1.1 erwéhnt, ist der menschliche Organismus in der Lage, auf oxidativen Stress im Sinne
von ,Adaptationsreaktionen® zu reagieren, wobei sich die Literaturlage auf sehr wenige Publikationen hierzu
beschrankt. Es wurde deshalb untersucht, in wieweit diese Anpassungsreaktionen zu einer messbaren
Verringerung von DNA-Schaden in PBMCs fiihren. Dabei wurde auch der Verlust dieses adaptiven Schutzes im
zeitlichen Verlauf dargestellt. Als aussagekréaftigster Indikator wurde hierbei die Vulnerabilitdt der PBMCs bei
neuerlicher Exposition gegenliber oxidativem Stress untersucht. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Kapitel
4.2 beschrieben und zum Vergleich mit den Ergebnissen von Witte et al. [16], die ebenfalls die Adaptation
gegeniber hyperbarer hyperoxischer Belastung mit der gleichen Methodik retrospektiv untersuchten, unter Kapitel
4.2.1 dargestellt. In dieser vergleichenden Darstellung wird die offensichtliche Adaptation an oxidativen Stress
durch repetitive Hyperoxie besonders deutlich. Schon der im Diagramm aufféllige sukzessive Anstieg der basalen
DNA-Schadigung mit dem Abstand zur letzten in vivo Ox-Exposition deutet auf einen Adaptationsprozess hin.
Wesentlich deutlicher wird das Vorhandensein und die Abnahme eines adaptiven Schutzes anhand der steigenden
Vulnerabilitdt der PBMCs gegenliber zuséatzlich ex vivo induziertem oxidativem Stress, welche sich durch den

deutlichen Anstieg der DNA-Schadigung mit groRerem Abstand zur letzten in vivo O,-Exposition zeigt.

Dauer des adaptiven Schutzes

Im Verlauf der Abnahme des adaptiven Schutzes gegeniiber ex vivo Sauerstoffbelastung fallt ein
"Ubergangsbereich" zwischen zweiter und vierter Woche nach letzter O,-Exposition in vivo auf, in dem der
adaptive Schutz offensichtlich besonders stark abnimmt, sodass die induzierte DNA-Schadigung sich dem Wert
ohne vorherige in vivo Ox-Expositioni annahert (ergédnzende Graphik unter Kapitel A - 5.6). Dazu passend
postulierten Witte et al. in ihrem retrospektiven Ansatz ein Anhalten des adaptiven Schutzes fiir circa zwei bis drei

Wochen.

Wie lange genau der adaptive Schutz vorhanden ist, lasst sich aus den gewonnenen Daten nicht eindeutig
ableiten. Dass der Vergleichswert ("Kontrolle") aus der sekundaren Kontrollgruppe PG C (vgl. Abbildung 4-5)
etwas hoher liegt als 5 Wochen nach letzter in vivo Sauerstoffexposition, kénnte ein Hinweis darauf sein. Es kann
auch die Tatsache entscheidend sein, dass es sich bei PG B im Gegensatz zu PG C um eine homogene Gruppe
junger gesunder Probanden handelt (siehe Kapitel 5.1.1) oder, dass bei sonst identischem Versuchsaufbau

unterschiedliche groRe Probenwells verwendet wurden (vgl. Kapitel A - 1.3).

Mégliche Ursachen der Adaptationseffekte

Aus der Interpretation der beschriebenen Daten ergibt sich, dass in PBMCs von Probanden, die repetitiv hohen
Sauerstoffbelastungen ausgesetzt sind, Adaptationsprozesse stattfinden. Grundliegend fiir diese Adaptation
kénnte die von Ferrer et al. [49] beschriebene Anpassungsreaktion im Sinne einer Erhdhung des antioxidativen
Status (siehe Kapitel 1.1) sein. Die Erhdhung des antioxidativen Status wurde von Ferrer et al. [49] anhand der

Erhéhung der Gluthathionperoxidase- und Katalase-Aktivitdt und der Expression von Hamoxygenase-1 nach

¥ Dieser Wert liegt am ehesten zwischen dem "Kontrollwert" aus PG C und dem Wert in fiinf wéchigem Abstand zur letzten in
vivo O,-Exposition (aus organisatorischen Griinden nicht bestimmt)
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einem Tauchgang (40 m, 25 min) bzw. einer HBO-Behandlung abgeleitet. Auch die in Abbildung 4-5 dargestellte
geringe basale DNA-Schadigung kurz nach letzter Sauerstoffexposition in vivo kann in einer erhéhten
antioxidativen Kapazitat begriindet sein, die wahrscheinlich auf die Anwesenheit erhéhter Schutz- und/oder
Reparaturmechanismen gegen oxidativen Stress zuriickzufiihren ist. Entgegen dieser Ergebnisse konnten von
Groger et al. [103] bei der Untersuchung Maritimer Flinfkampf-Athleten, UDT*-Tauchern, Kampfschwimmern und
einer Kontrollgruppe keinen Unterschied der basalen DNA-Schadigung zwischen sauerstoffvorbelasteten und
nicht-sauerstoffvorlasten Probanden nachweisen. Ursachlich hierfir ist am ehesten das Probandenkollektiv: Fiir
die Untersuchungen der vorliegenden Studie wurden PBMCs eines ausgesprochen homogenen
Probandenkollektivs (vgl. Kapitel 5.1.1) verwendet, die zu diesem Zeitpunkt alle einer identischen Phase repetitiver
identischer Sauerstoffbelastung ausgesetzt waren. Groger et al. standen nur Probanden zur Verfliigung, die im
Rahmen ihrer beruflichen Tatigkeit unabhéngig voneinander unterschiedlicher Sauerstoffoelastung ausgesetzt

waren.

Aufbauend auf der Annahme, dass eine repetitive Sauerstoffexposition Adaptationseffekte hervorruft, haben auch
andere Arbeitsgruppen Beobachtungen gemacht, die auf eine Verringerung der DNA-Schéaden bei erneuter
Sauerstoffliberdruckexposition hinweisen [50][51][109][121][225]. Beispielsweise konnten Dennog et al. [51][106]
im Humanmodell zeigen, dass nach einer einmaligen Exposition mit hyperbarem Sauerstoff an den Folgetagen
auch nach erneuter Sauerstoffiiberdruckbelastung signifikant weniger bis keine DNA-Schéden in den Lymphozyten
der Probanden nachzuweisen waren. Dass eine Art adaptiver Schutz durch HBO-Behandlung induziert wird,
beschrieben auch Rothfuss et al. [108], die feststellten, dass Lymphozyten von Probanden nach HBO-Behandlung
bei erneuter oxidativer Belastung sowohl in vivo (durch HBO) als auch ex vivo (durch H,O,) liber einen Zeitraum
von mindestens einer Woche weniger DNA-Schéadigung ausbildeten, als Lymphozyten nicht vorbelasteter
Probanden. Yu et al. [228] postulierten neben anderen Autoren, dass der adaptive Schutz durch
"Sauerstofftraining” ("Preconditioning") mit hyperbarem Sauerstoff die oxidative Schadigung durch Ischamie-
Reperfusionstraumata reduzieren kann [229][230][231][232]. Einige Autoren nehmen sogar an, dass allein die
erhdhte Sauerstoffbelastung, die durch Atmung hyperbarer Pressluft entsteht, ausreicht, um einen
Adaptationseffekt hervorzurufen [49][103]. Vergleichbare Adaptationseffekte wie die, die durch hyperbaren
Sauerstoff entstehen, wurden bei Ausdauersportlern beschrieben, die vor allem oberhalb der aeroben Schwelle
trainierten. Der oxidative Stress wurde hierbei mit der vermehrten ROS-Produktion aufgrund der hohen ATP-
Produktion mit hohem Durchsatz an Sauerstoff begriindet (vgl. Kapitel 1.1) [119][179][233][234][235]. Die fiir die
Untersuchung der Adaptationsmechanismen rekrutierten Probanden der vorliegenden Studie unternahmen
wéhrend ihrer Tauchgénge mit Sauerstoffkreislauftauchgeraten erschépfende Flossenschwimmibungen und
waren somit in zweifacher Hinsicht (aufgrund der hyperbaren Sauerstoffexposition und der kérperlichen Belastung)
erhdhtem oxidativen Stress ausgesetzt [103]. Diese zusatzliche Induktion oxidativen Stresses kann, neben der
Homogenitat des Probandenkollektivs (siehe Kapitel 5.1.1), ein weiterer Grund fiir das deutliche Ergebnis trotz

geringer Probandenzahl sein.

* UDT- Underwater Demolition Team (siehe [227])
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In Bezug auf die Ursache der beobachteten Adaptation an Sauerstoffexposition kommen Ferrer et al. [49] und
verschiedene andere Autoren (iberein, dass die antioxidativen Schutzsysteme (siehe. Kapitel 1.1) als Reaktion auf
das vermehrte Auftreten von ROS sowie die kurzfristige Reduktion der (nicht)enzymatischen antioxidativen
Kapazitat unter dem Einfluss von ROS induziert werden [49][149][236][237][238]. Hierbei steht die Induktion der
die Gluthathionperoxidasen [49][238][237], Katalasen [237][238] und Superoxiddismutasen [235][237][238][239]
[228][229] im Vordergrund, jedoch wird zuséatzlich die Transkription spezialisierter Enzyme wie der
H&moxygenase-1 [49][50][109][218][121] in der Literatur erwéhnt. Weiterhin kann eine vermehrte Anreicherung
antioxidativer Vitamine (A, C, E) ursachlich fiir verminderte DNA-Schadigung sein. Als Summe der beschriebenen
Reaktionen der verschiedenen Systeme resultiert demnach eine adaptive Erhéhung der antioxidativen Kapazitét,
die zu einer Verringerung der ROS- induzierten DNA-Schaden fiihrt, sodass der Organismus gegentiber erneuter

oxidativer Belastung durch erneute Sauerstoffiiberdruckexposition [106] besser geschiitzt ist.

5.2.3  Untersuchung des Einflusses von Vitamin C auf PBMCs unter hyperbarer Oxigenierung

Vitamin C, eines der meist untersuchtesten Antioxidantien des menschlichen Organismus, ist in der Lage, die
Mehrzahl der biologisch relevanten Radikale und Oxidantien wie beispielsweise das Hydroxyl-Radikal, das
Superoxidanion-Radikal oder den Singulett-Sauerstoff zu reduzieren [95]. Um den Einfluss von VC als Schutz vor
DNA-Schéden durch hyperbare Oxigenierung in Lymphozyten zu untersuchen, musste zunéchst eine geeignete
Methode entwickelt und validiert werden. Die entsprechenden Versuchsaufbauten und -ergebnisse sowie die
Diskussion derselben befinden sich im Anhang (siehe Kapitel A-1). An dieser Stelle sollen lediglich die
Experimentalergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss von VC auf PBMCs unter hyperbarer Oxigenierung

diskutiert werden.

Wirkkonzentrationen des Vitamin Cs

Um ein umfassendes Verstandnis von der Wirksamkeit von VC zu erlangen, wurden verschiedene
Wirkkonzentrationen gewahlt. Diese orientierten sich an der durchschnittlichen Plasmakonzentration von VC im
menschlichen Organismus, welche bei normaler Ernahrung zwischen 41 und 114 uM [195] liegt. Die
Validierungsversuche (siehe Kapitel A-1) hatten ergeben, dass VC am ehesten im Bereich von 100 um DNA-
Schaden reduzieren kann. Auch in der Literatur sind Hinweise auf eine entsprechende Wirkkonzentration zu
finden. Beispielsweise schlussfolgerte Gey [154] in seinem Review von Studien zu radikal-assoziierter
kardiovaskularer Schadigung und deren Pravention, dass eine Plasmakonzentration von > 50 yM VC zur
Auspragung einer DNA-protektiven Wirkung notwendig sei. Einen anderen Hinweis der antioxidativen Wirksamkeit
von VC in dieser Plasmakonzentration lieferten Frei et al. [36], die zeigten, dass VC in einer Konzentration von 100
MM effektiv Lipidperoxidation vermindern kann. Um einen mdglichen konzentrationsabhéangigen Effekt von VC
abzubilden, wurde die Wirkung von 50, 100 und 200 uM VC untersucht. 200 uM VC entspricht dabei dem oberen
physiologischen Grenzbereich von VC (die maximale VC-Konzentration nach oraler Aufnahme ist 220 uM)

[240][241][186]. Zusatzlich wurde mit 400 uM VC eine VC-Konzentration im supraphysiologischen Bereich gewahlit.

Fur jede der untersuchten VC-Konzentrationen war in Studien anderer Autoren eine zell- und DNA-schadigende

Wirkung auf physiologische Zellen ausgeschlossen worden. Beispielsweise inkubierten Chen et al. [184]



5 Diskussion 51

physiologische Lymphozyten und Monozyten mit VC-Konzentrationen bis zu 20 mM, ohne Veranderungen an den
Zellen zu finden. In Tumorstudien wurden in vivo sogar héhere Konzentrationen erprobt und als unschadlich
beschrieben: Riordan et al. [242] injizierten Patienten beispielsweise 30 g oder 100 g bis zu zweimal wochentlich
und Casciari et al. [243] malen eine Peak-Plasmakonzentration von 20 mM VC nach i.v.-Applikation von 60g VC,
ohne nachteilige Effekte! zu beobachten. Auch Putchala et al. [190] schlossen in ihrem Review aus 17 in vivo und
ex vivo Studien, dass VC lediglich auf pathologische, nicht jedoch auf physiologische Zellen prooxidativ wirken
kann. Eine schadigende Wirkung von VC auf PBMCs konnte folglich ausgeschlossen werden. Dieses Ergebnis

konnte in den Validierungsversuchen bestatigt werden (siehe Kapitel A - 1.3).

Paradoxe Wirkweise von Vitamin C

Die in dieser Arbeit durchgefilhrten Untersuchungen zur Wirkung von VC in Kombination mit hyperbarem
Sauerstoff zeigten konzentrationsabhangig starke Unterschiede. So konnte einerseits die vielfach postulierte
(siehe Kapitel 1.4) antioxidative Wirkung von VC in physiologischen Konzentrationen durch eine Verringerung der
Anzahl DNA-geschadigter PBMCs bestatigt werden; es konnte sogar eine Konzentrationsabhangigkeit dieser
protektiven Wirkung beobachtet werden™. Andererseits konnte auch nachgewiesen werden, dass unphysiologisch
hohe Konzentrationen von VC unter hyperbarer Oxigenierung eine DNA-schadigende Wirkkomponente auspragen.
Um diese offensichtlich widerspriichlichen Ergebnisse zu diskutieren, soll im Folgenden zunchst ein Uberblick
Uber die verschiedenen Reaktionen von VC mit ROS und den entsprechenden Folgereaktionen gegebenen

werden, um anschlieRend eine Hypothese zur Erklarung der Zusammenhange darzulegen.

Wie in der Einleitung (siehe Kapitel 1.1 und 1.2) beschrieben, kdnnen ROS, insbesondere das vorrangig gebildete
Superoxid-Radikal, zu Wasserstoffperoxid reduziert werden. Unter normobaren Bedingungen sind die
intrazelluldren Katalasen und Gluthathionperoxidasen in der Lage, anfallendes Wasserstoffperoxid nahezu
vollstandig zu Wasser zu reduzieren™. Unter hyperoxischen Bedingungen kommt es jedoch zur Bildung von
unphysiologisch hohen Konzentrationen von Superoxid-Radikalen und H.0,, sodass die physiologischen
"Entgiftungskapazitaten" nicht ausreichen und es zu einem Anstieg der intrazelluléren Sauerstoff-Radikale und von
H20, kommt (vgl. Kapitel 1.1 und 1.2) . Das H.O- diffundiert dem Konzentrationsgradienten folgend durch die
Zellmembranen nicht nur aus den Mitochondrien heraus, sondern gelangt auch Uber das Zytosol bis in den
Zellkern. Uberall dort, wo oxidierbare Metallionen vorliegen (z. B. Fe?* oder Cu?*), kann es zur Generation von

hochreaktiven Hydroxyl-Radikalen aus HO. kommen (Fenton Chemie>). Die Hydroxyl-Radikale kdnnen im

" allein bei renaler Insuffizienz, Eisenlberladung, Oxalatsteinen und Glucose-6-Phosphat Dehydrogenasemangel ist VC in
therapeutischer Konzentration kontraindiziert [242][244][245][246]
™™ die sich jedoch als nicht signifikant herausstellte

m @ 205" + 2H* 2 H,0, + 0, (Superoxiddismutase-Reaktion)
® 2H,0, 2 0, + 2H,0 (Katalase-Reaktion)
® 2GSH + H,0, 2 GS — SG + 2H,0 (Gluthathionperoxidase-Reaktion)

0 (3) H,0, + Fe?* 2 HO* + HO™ + Fe3* (Fenton-Reaktion)
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Zellkern DNA-Schéadigungen (Strangbriiche) induzieren (siehe Kapitel 1.2) [101][170]. Da der pO; in einem
linearen Zusammenhang zur Bildung von Superoxid-Radikalen und H2O, steht, ist auch die Anzahl der durch die
Fenton-Reaktion gebildeten Hydroxyl-Radikale und in der Folge auch die Anzahl DNA-geschadigter Zellen pO--
abhéngig. Dies kommt in der graphischen Darstellung der DNA-Schadigung bei Inkubation mit 400 kPa O; im
Gegensatz zu 500 kPa zu Ausdruck (vgl. Kapitel 4.3 und A-4 Abbildung 6-17). Es wird ersichtlich, dass das
Gleichgewicht zwischen Radikalentstehung und Radikalentgiftung bei héherem Sauerstoffdruck in Richtung

vermehrter Radikalbildung verschoben ist.

DNA-protektive Reaktionen

Neben der dargestellten enzymatischen Radikalabwehr verfligt die Zelle Gber nicht-enzymatische antioxidative
Substanzen, unter anderem das Vitamin C. Bei der Anwesenheit von geringen bis moderaten Konzentrationen von
VC (bzw. der biologisch wirksamen Form, dem Ascorbat (AscH-)) kommt es dosisabhéngig zum Abbau von ROS,
wobei insbesondere Hydroxyl-Radikale (OH) und Superoxid-Radikale (Oz") zu Wasser bzw. Wasserstoffperoxid
(H20,) reduziert werden (Quenching) [10][12][36][40][136].

® HO*+ Ht + AscH™ 2 H,0 + AscH* (Quenching von Hydroxyl-Radikalen)
® o, + HY +AscH™ 2 H,0, + AscH* (Quenching von Superoxid-Radikalen)

Diese Reaktionen finden nach Umwandlung von DHA in AscH- im Zytosol und in allen Zellkompartimenten statt, in
die VC in Form von DHA (iber GLUT1e-Transporter konzentrationsabhangig gelangt (vgl. Kapitel A - 5.3), also
auch im Zellkern. Verstarkt wird der Quenching-Effekt weiterhin durch Vitamin E (a-Tocopherol, a-TOH), welches
ebenfalls in der Lage ist, ROS durch direkte Reaktion in lipophiler Phase (z. B. in Zell-/Kernmembranen) zu
reduzieren [35][38]. Das Vitamin E kann durch VC regeneriert werden, wodurch es erneuten Quenching-
Reaktionen zur Verfligung steht und eine prooxidative Aktivitat des a-Tocopheroxyl-Radikals verhindert wird
[10][12][35][36][40][247] (vgl. Kapitel 1.4) (aus Griinden der Ubersicht nicht in den Schaubildern eingetragen). Auf

diese Weise wirkt das hydrophile VC indirekt auch in lipophiler Phase antioxidativ.
X TO* + AscH™ 2 TO~ 4+ AscH" (Regeneration von a-Tocopherol)

Da bei hoherer oxidativer Belastung vermehrt Sauerstoffradiale anfallen, kdnnen auch geringere Konzentrationen
von VC zu einer messbaren Verringerung von DNA-Schadigung filhren, denn aufgrund der groReren
Wahrscheinlichkeit des Zusammentreffens von ROS und VC findet mit gréRerer Wahrscheinlichkeit eine
Quenching-Reaktion statt. In der graphischen Darstellung (siehe Kapitel A-4 Abbildung 6-17, vgl. Abbildung 4-6)
wird dies anhand einer deutlicheren Verminderung der DNA-Schadigung bei 100 uM unter héherer oxidativer

Belastung deutlich.

Bei allen beschriebenen Quenching-Reaktionen entsteht ein Ascorbyl-Radikal (AscH’), das weiter zu AscH- und
DHA dismutieren kann (@ oder chemisch (z. B. durch Gluthathion) ® oder enzymatisch (z. B. durch Thioredoxin-
Reduktase) zu AscH- reduziert wird [35][95][140][248]. Die chemische Reduktion durch Gluthathionperoxidasen ist
dabei die wichtigste Reaktion [48][137][188][248][249][250].

PP Glukose-Transporter 1 - erleichterte VC-Aufnahme entlang eines Konzentrationsgefilles. In allen Zellen vorhanden
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@ 2AscH*+2H* 2 AscH™ + Ht + DHA (Dismutation des Ascorbyl Radikals)
DHA+ GSH 2 AscH™ +GS—SG+H* (Reduktion von DHA)

Auf diese Weise kann AscH* zu AscH- regeneriert werden und steht fiir weitere Reaktionen mit ROS wieder zur
Verfiigung. Kommt es jedoch zur Hydrolyse des Lactonrings von DHA entsteht irreversibel 2,3-Diketogluconséaure,
welche abgebaut wird (vgl. Kapitel 1.4) [134][135][136]. Da die Zelle fiir alle oben genannten Reaktionen VC
benétigt, verfligt sie (iber spezielle Transporter, um dieses aus dem Umgebungsmedium aufzunehmen. Bei Zellen
mit hohem VC-Bedarf, z. B. PBMCs (siehe Kapitel 5.1.2), sind neben den ubiquitdr vorkommenden GLUT1-
Transportern auch spezialisierte SVCTa-Transporter in den Zellmembranen enthalten, die durch aktiven Transport
von AA (z. B. in Form von AscH') gezielt die bendtigte Menge an VC aufnehmen und verbrauchtes VC erganzen
kénnen (vgl. Kapitel A - 5.3). Durch diesen Zusammenhang wird deutlich, dass bei héheren VC-Konzentrationen
im Probenpuffer durch die erleichterte VC-Aufnahme die Anzahl DNA-geschadigter PBMCs unter oxidativem
Stress sinkt (vgl. Kapitel 4.3). Die DNA-protektive Wirkung von VC ist folglich konzentrationsabhéngig im
moderaten Konzentrationsbereich. Hinweise fir diese offensichtlich konzentrationsabhangige Wirkweise von VC
unter oxidativem Stress finden sich auch in der Literatur. Beispielsweise beschrieben Siddique et al. [251], die
Lymphozyten mit unterschiedlichen VC-Konzentrationen (bis 80 uM) und H2O; (zur Induktion von oxidativem

Stress) inkubierten, eine konzentrationsabhangige DNA-protektive Wirkung mit steigernder VC-Konzentration.

Extrazellulére Anreicherung von DHA durch hyperbaren Sauerstoff

Entgegen dieser konzentrationsabhangigen DNA-protektiven Wirkung im physiologischen Konzentrationsbereich
und gegentiber der oben beschriebenen fehlenden prooxidativen Wirkung von VC allein™, kann VC in sehr hohen
Konzentrationen die oxidativ schadigende Wirkung von beispielsweise Hyperoxie verstarken (vgl. Kapitel 4.3). Zu
diesem Ergebnis, kamen auch Zhou et al. [91], die DNA-Schéaden durch Applikation von UV-Licht induzierten. Die
Grenzkonzentration, bei der VC gerade noch DNA-protektiv wirkt bzw. bei der die DNA-protektiven Effekte
Uberwiegen, liegt bei Zhou et al. latent héher (> 400 uM) als in den Versuchen der vorliegenden Studie (zwischen
200 und 400 pMyss, Es ist anzunehmen, dass die protektiven antioxidativen Reaktionen trotz der hohen VC-
Konzentrationen stattfinden, jedoch Reaktionswege einer prooxidativen Wirkweise von VC an Bedeutung

gewinnen. Im Folgenden soll ein Erklarungsansatz dieser Reaktionswege dargelegt werden:

Durch das Vorliegen einer hohen Konzentration von VC (in Form von AA) sind verschiedene Wechselwirkungen
zwischen dem Sauerstoff, dem VC (AA) und Bestandteilen des Zellmediums (RPMI-Puffer) méglich. Beispielweise
ist eine Reduktion von AA zu einem Ascorbyl-Radikal (AscH*) durch Redoxreaktion mit einer der in dem RPMI-
Puffer vorliegenden Aminosauren méglich, welches unter physiologischen Umgebungsbedingungen sofort weiter
zu DHA oder zurlick zu AA reagieren wiirde, z. B. durch Dismutation des Ascorbyl-Radikals 7. Unter hyperbarer
Oxigenierung kann das Ascorbyl-Radikal jedoch auch mit O, zu einem Hydroperoxyl-Radikal (HO,") und DHA
reagieren [252].

% High-affinity sodium-vitamin C Co-Transporter - aktiver VC-Transport in spezialisierte Zellen, z.B. Lymphozyten

" ohne das zuséatzliche Vorhandensein von oxidativem Stress durch beispielsweise ionisierende Strahlung oder hyperbaren
Sauerstoff (vgl. Kapitel 1.4)

* Dieser Unterschied ist wahrscheinlich in den verschieden Studiendesigns begriindet.
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® AscH* + 0, 2 HO; + DHA
Das HO;" kann dann in einer Quenching-Reaktion zu H2O; oxidiert werden.
HO; + AscH™ 2 AscH* + H,0,

In der Folge dieser Reaktionen kommt es mit steigender Konzentration von VC (AA) zu einer extrazellularen
Erhdhung von DHA und H0,.

Durch den konzentrationsabhangigen Ausstrom von durch hyperbare Oxigenierung in den Mitochondrien
induziertem Wasserstoffperoxid (vgl. Abbildung 1-6) gleicht sich die extrazellulare an die intrazellulare HzO-

Konzentration ant.

Das H,0; kann nun auf verschiedenen Wegen, die von Miyamoto et al. [253] ausfilhrlich dargelegt wurden, den
sehr reaktionsfreudigen Singulett-Sauerstoff 'O, [4] induzieren. Das 10, wird wiederum durch AscH- in einer
Quenchingreaktion ©® entgiftet [95][137]. Bei dieser Reaktion entsteht aus einem Singulett-Sauerstoff-Molekiil
direkt DHA und ein Wasserstoffperoxid [137][115][254][255].

® 102 + AscH™ + H* 2 H,0, + DHA  (Quenching von Singulett-Sauerstoff)

Der Induktion von Singulett-Sauerstoff aus Wasserstoffperoxid folgt demnach aufgrund dieser Quenching-Reaktion

ein zusatzlicher Anstieg des extrazellularen DHAs.

DNA-schédigende Reaktionen

Aufgrund des hohen Konzentrationsgradienten gelangt das extrazelluldr angereicherte  DHA  nun
konzentrationsabhéngig durch GLUT1 in die Zelle und reichert sich dort an. Das DHA wiirde unter physiologischen
Bedingungen vor allem durch die Gluthathionperoxidasen ® sofort zu AA, der VC-Speicherform, reduziert werden
(siehe Kapitel A - 5.3). Unter den vorliegenden hyperbaren Bedingungen besteht jedoch eine Konkurrenzreaktion
an den Gluthathionperoxidasen, die sowohl die Reduktion von DHA zu AA als auch die Entgiftung der unter
hyperbar-hyperoxisch anfallenden ROS katalysieren (3. Folglich verteilt sich das DHA dem Konzentrations-
gradienten folgend im Zytosol und wird vermehrt in die Zellorganellen (u. a. Mitochondrien, Zellkern) auf-
genommen, die ebenfalls iber die ubiquitar vorkommenden GLUT1-Transporter verfigen (siehe Kapitel A - 5.3). In
den Zellorganellen steht nach der Reduktion von DHA zu AA, bzw. dem Ascorbat-Monoanion (AscH-), vermehrt
uberschiissiges Reduktionspotential zur Verfligung, sodass es vermehrt zu "unerwlinschten" Reaktionen von VC-
Derivaten kommen kann. In den Mitochondrien kénnen z. B. zusatzlich Superoxid-Radikale in Folge einer

Reduktion quinonischer Molekilkomponenten induziert werden [95] (siehe Abbildung 5-1).

AscH  +Q 2 AscH*+ Q"+ H™ und Q"+0, 2Q+0;"

“ bzw. es ist sogar ein konzentrationsabhingiger Einstrom von H,0, nach intrazellulir denkbar!
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Abbildung 5-1 Mechanismus der vermehrten Entstehung von Superoxid und Wasserstoffperoxid in

Mitochondrien unter Vitamin C -Einfluss (nach Batty et al. [115]; vgl. Kapitel 1.2)

H,O ATP
Hp0r0, TR 22 o |
SOD Fenton- -~
Reaktion <

‘OH
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- ——
02 Cu/ZnSOD HfOZ
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Aufgrund dieser Reaktion, die wahrscheinlich auch fiir die Erhdhung der DNA-Schédigung in Mitochondrien unter
Zugabe von VC verantwortlich ist [173], kommt es zur zuséatzlichen Erhdhung von Superoxid-Radikalen und in der
Folge von Wasserstoffperoxid (siche Abbildung 5-1).

Viel entscheidender fiir die Erhohung der DNA-Schadigung im Zellkern ist jedoch offenbar die Katalyse der
Fentonreaktion durch hohe VC-Konzentrationen im Zellkern: Ascorbat kann dreiwertige Metallionen (vor allem
Eisenionen) reduzieren, sodass die zweiwertigen Metallionen erneut der Fenton-Reaktion zur Verfligung stehen
[256][257][95].

@ Fe3* + AscH™ 2 Fe?* + AscH* + H* (Reduktion dreiwertiger Metallionen)

Versuche mit und ohne VC im Probenpuffer

Aus der Beschreibung der Reaktionsfolgen (vgl. Abbildung 5-2) wird deutlich, dass der starke Anstieg des
extrazelluldren DHAs und die letztendlich folgende Katalyse der Fenton-Reaktion im Zellkern offensichtlich
ausschlaggebend fir die Erhdhung der messbaren DNA-Schadigung bei Vorliegen von sehr hohen VC-
Konzentration unter der hyperbaren Oxigenierung ist. Entsprechend wurde in einer weiteren Untersuchung die
DNA-Schadigung ohne extrazellulares VC wahrend des Experiments (also nach Herauswaschen des VCs nach
Vorinkubation mit 400 uM VC) bestimmt. Es zeigte sich, dass die DNA-Schadigung in den PBMCs deutlich héher
war, wenn wahrend der hyperbaren Oxigenierung VC (400 uM, 500 kPa pO,) im Probenpuffer vorhanden war
(siehe Kapitel 4.3 und A-4 Abbildung 6-18).
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Abbildung 5-2 Mechanismus der DNA-Schadigung unter hyperbarer Oxigenierung ex vivo bei hoch

supraphysiologischer VC-Konzentration im Probenmedium
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Folgerung

Es ist anzunehmen, dass die beschriebenen Reaktionsfolgen nicht nur in dieser Studie die entscheidende Ursache
prooxidativer Wirkweisen von VC sind, sondern auch eine entscheidende Rolle fiir die oxidative Schadigung im
Zusammenhang mit VC spielen, die unter Anwesenheit von Metallionen beschrieben ist [150][172]. Insbesondere
die Uberlastung der intrazelluldren antioxidativen Schutzsysteme ist vermutlich entscheidend fiir die oxidativ
schadigende Wirkung von VC, wenn zusétzlich ein oxidativer Stressor vorliegt, z. B. UV- oder radioaktive
Strahlung [89][91][258] oder, wie in diesem Beispiel, Hyperoxie. Auch die postulierte oxidative Schadigung durch
VC in Tumorzellen (vgl. Kapitel 1.4) ist vermutlich auf diesen Mechanismus zuriickzufiihren [184][188][259]. Denn
zum einen nehmen einige Tumorzelllinien tbermaRig viel VC auf [184][189][243]. Zum anderen sind in vielen
Tumorzelllinien antioxidative Schutzenzyme, vor allem Katalasen und SODs, geringer ausgepragt [243][260][261]
als in gesunden Zellen, weshalb sie besonders anfallig gegenlber oxidativem Stress sind. Diese Eigenschaft
nutzend ist der Wirkmechanismus einiger Chemotherapeutika (z. B. Bleomycin) die Induktion oxidativen Stresses.
In diesem Zusammenhang wird auch die Bekampfung von Krebszellen durch Chemotherapeutika in Kombination
mit VC und sogar durch VC allein erforscht [95][190][184][243][260][262].
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5.3 Limitierung der Studie

Methodik

Die gewonnenen Ergebnisse sind nicht uneingeschrankt auf ein humanes Normalmodell Ubertragbar, da
besondere Versuchsbedingungen geschaffen wurden. Zum einen wurden viele Untersuchungen am Zellmodell
durchgefiihrt, was aus vielerlei Hinsicht nicht uneingeschrankt dem Humanmodell entspricht, da sich die
Versuchszellen nicht in der physiologischen Umgebung befanden. Zum anderen ist nicht davon auszugehen, dass
bei Applikation gleicher Sauerstoffiiberdruckverhéaltnisse im Probanden und im Versuchsmedium die PBMCs
derselben oxidativen Belastung ausgesetzt sind. Zudem kann eine einzelne Zellpopulation nicht uneingeschrankt
einen Gesamtorganismus représentieren. Die in vivo Untersuchungen wurden jeweils an Zellen von mehr oder
weniger spezialisierten Probandengruppen durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.1), weshalb keine uneingeschrankte

Giiltigkeit fur eine randomisierte Normalpopulation gegeben ist.

Auch fir die Datenerhebung gelten Limitierungen. Fir die Untersuchung der DNA-Schédigung wurde der Comet
Assay verwendet. Es wurden zur Validierung der Ergebnisse verschiedenen Auswertungsverfahren durchgefiihrt.
Bei der Verwendung des Comet Assays ist zu beachten, dass die im Fluoreszenzfeld sichtbaren DNA-
Strangbriiche keine Differenzierung zwischen direkter DNA-Schadigung und Intermediarprodukten des regularen
Zellstoffwechsels und von Zellreparaturprozessen zulassen [224]. Dies ist jedoch eher nicht erheblich, da hiervon
aufgrund der kurzen Versuchszeiten und der relativen Zellinaktivitat (G 0-Phase, siehe Kapitel 5.1.2) nur wenige
Zellen betroffen sind. Eine additive Verwendung weiterer Methoden kénnte die hier gewonnenen Ergebnisse

erganzen, wlrde jedoch den Rahmen dieser Arbeit Uberschreiten.

Zellschédigung durch VC nur unter unphysiologischen Bedingungen

Bei der Ausarbeitung der mdglichen zellschadigenden Wirkkomponente von VC ist zu beachten, dass die
beschriebenen prooxidativen Reaktionen nur unter unphysiologischen Bedingungen stattgefunden haben.
Demgegenlber wirde unter ausreichend physiologischen Bedingungenw die Kapazitdt der antioxidativen
Schutzsysteme ausreichen, um die oxidative Schadigung durch VC zu verhindern (vgl. Kapitel 1.4 und A - 1.3).
Beispielsweise kann schon die Verwendung von Blutserum als Versuchsmedium den prooxidativen Effekt von VC
unter Anwesenheit von Metallionen verhindern [263][264]. Entsprechend ist in vivo auch unter Eiseniberladung
keinerlei schadigende Wirkung von VC auf normale Zellen beschrieben [256]. Nicht zuletzt auch, da bei oraler
Aufnahme eine maximale VC-Serumkonzentration von rund 200uM VC erreicht wird, bei der auch unter den
Sauerstoffiiberdruckbedingungen der Versuche der vorliegenden Studie nur protektive Effekte von VC

festzustellen waren.

“ wenn entweder sehr hohe Dosen VC in ein sonst physiologisches System ohne das Vorhandensein von oxidativem Stress

eingebracht werden oder wenn unter hyperbarer Oxigenierung physiologische VC-Konzentrationen vorliegen
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5.4 Ausblick

Die in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse der Untersuchungen zur Adaptation gegeniiber oxidativem Stress
durch hyperbare Hyperoxie sowie die Wirkung von Vitamin C im Zusammenhang mit oxidativer DNA-Schadigung
kénnen als Grundlage fiir weiterflihrende ex vivo und Humanexperimente bis zur klinischen Anwendung gesehen

werden.

Folgeuntersuchungen der VC-Experimente

Zunachst einmal bleibt in direkter Folge auf die hier gefundene Konzentrationsabhangigkeit der DNA-Schadigung
durch Vitamin C noch zu klaren, bei welcher Konzentration VC gerade noch protektiv wirkt und ab wann eine
prooxidative Wirkung Gberwiegt (den Ergebnissen dieser Studie zu Folge zwischen 200 und 400 uM VC); und ob
sich bei Verwendung eines anderen oxidativen Stressors, beispielsweise hochenergetischer Strahlung, bei sonst
gleichem Studiendesign die protektive "Grenzkonzentration" von VC verschiebt. Weiterhin ware es von Interesse
zu ermitteln, ob tatsachlich (allein) ein Uberm&Riger DHA-Einstrom fiir die prooxidative Wirkung von VC
verantwortlich ist bzw. welche weiteren Faktoren eine Rolle spielen. Ein méglicher Ansatz wére die intrazellulare
DHA-Messung. In der Folge bleibt zu klaren, ob bzw. wie lange es dauert, bis in der Zelle
Gegenregulationsmallnahmen gegen diese schadigenden Reaktionswege eingeleitet werden. Denkbar ware
hierbei, einen mdglichen Abbau von GLUT1-Transportern oder die Reduktion der Transkription von GLUT1-
Transportern zu untersuchen. Wichtige Erkenntnisse kdnnten auch Untersuchungen bringen, in denen (berprift
wird, ob VC in sehr hohen Dosen (i.v.-Applikation) bei gleichzeitiger Induktion ausgepragten oxidativen Stresses
(z. B. durch hyperbare Oxigenierung mit hohen Sauerstoffdriicken) auch in vivo DNA-schadigende Effekte
auspragen kann. Diese Untersuchung ware vor allem vor dem Hintergrund von Interesse, dass VC, das unter
Experimentalbedingungen bei gleichzeitigem Vorliegen von Ubergangsmetallen oxidative Schadigung induziert,

dieses Potential im Blutplasma offensichtlich nicht entwickelt (vgl. Kapitel 1.4).

Weiterfiihrende Untersuchungen mit anderen Xenobiotika

Im Zusammenhang mit der herausgearbeiteten DNA-protektiven Wirkung von VC kénnte mit der in dieser Studie
entwickelten Methode ex vivo untersucht werden, in welcher Weise sich andere Xenobiotika, z. B. Vitamin E in
Reinform oder in Kombination mit VC bei hyperbar-hyperoxischer Belastung auswirken. Diese ex vivo Experimente
waren, genau wie die VC-Experimente aus dieser Studie, als Vorstufe zu in vivo Untersuchungen zu sehen.
Weitergehend konnte die Wirkung antioxidativer Substanzen auch als Bestandteil von Nahrungsmitteln untersucht
werden, denn es gibt Hinweise, dass VC und andere antioxidativ wirksame Xenobiotika in natiirlicher
Darreichungsform z.B. als Bestandteil von Friichten/ Fruchtsaft bzw. im Zusammenspiel mit anderen Bestandteilen

dieser Lebensmittel, eine groRere antioxidative Wirkung entfalten [265][266], als in Reinform.

Reduktion von oxidativem Stress im klinischen Ansatz

In weiteren aufbauenden Untersuchungen konnte Uberpriift werden, ob durch eine kurzfristige Exposition
gegeniber normobarem oder hyperbarem Sauerstoff oder die orale Aufnahme von VC DNA-Schadigung durch
oxidativen Stress in PBMCs im in vivo Versuch (Tauchgang/HBO) reduziert werden kann. Diese Untersuchungen

kénnten beispielweise an PBMCs von Probanden/ Versuchstieren durchgefiinrt werden, die einen
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Sauerstofftoleranztest, eine HBO-Therapie oder einen Tauchgang mit hohen Sauerstoffdriicken durchlaufen. Hier
ist additional auch die Untersuchung weiterer Parameter neben der DNA-Schadigung in PBMCs denkbar,
beispielsweise des antioxidativen Status im Serum oder der gezielten Bestimmung des intra/extrazelluléren VCs.
Darauf aufbauend konnte die Effektivitat von "Sauerstoff-Training" beziiglich des Potentials Uberpriift werden, die
basale DNA-Schadigung von Personen zu reduzieren, die Uberdurchschnittlicher oxidativer Belastung ausgesetzt
sind. Dabei ist an Patienten mit Tumorleiden und/oder unter Chemotherapie oder an hamodialysepflichtige
Patienten zu denken. Auch Personengruppen, die hoher Luftverschmutzung oder Uberdurchschnittlicher
Umgebungsstrahlung ausgesetzt sind, sind dberdurchschnittlich oxidativ belastet. Alttas und Haffor [267]
beschrieben bereits eine protektive Wirkung repetitiv applizierter Hyperoxie gegeniiber oxidativer Schadigung in
Lungengewebe von Mausen. Auch zur Pravention neuronaler [229][232][268] oder kardiovaskularer
[229][230][231] Ischamieschadigung durch oxidativen Stress wird ein "HBO-Preconditioning" bereits erprobt.

Vitamin C kénnte additional oder alternativ eingesetzt werden.
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6 Zusammenfassung

In dieser Studie sollten Erkenntnisse Uber Schutzmechanismen gegenuber oxidativem Stress gewonnen werden.
Der Terminus oxidativer Stress beschreibt einen Zustand des Organismus, bei dem auftretende radikalische
Molekiile, z. B. reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die kdrpereigenen Schutz- und Abwehrsysteme Uiberfordern und
es zur oxidativen Schadigung von Lipiden, Proteinen und DNA kommen kann. Folgen von oxidativem Stress sind
Alterungsprozesse oder die Entstehung von Erkrankungen. Es gibt eine Vielzahl von Situationen, in denen
oxidativer Stress im menschlichen Organismus entsteht, z. B. bei Entzindungen/Infektionen, durch
Umwelteinfliisse oder bei extremer kdrperlicher Belastung. Auch hyperbare Hyperoxie, die z. B. beim Tauchen
(insbesondere mit Sauerstoffkreislauftauchgeraten) oder in der HBO-Therapie vorkommt, ist ein potenter Induktor
von oxidativem Stress. Die Induktion von oxidativem Stress durch hyperbare Hyperoxie wird als hyperbare
Oxigenierung bezeichnet. Anhand dieser praxisnahen Methode zur Induktion von oxidativem Stress wurden im
Humanversuch und ex vivo anhand der DNA-Schadigung in humanen peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs)
maogliche Schutzmechanismen gegenilber oxidativem Stress untersucht. Ein besonderes Augenmerk wurde auf
die Charakteristika einer Adaptation an rezidivierende Hyperoxie gelegt, sowie auf Nutzen und Risiken von Vitamin
C in diesem Zusammenhang. Die Quantifizierung der DNA-Schadigung wurde jeweils anhand des alkalischen

Comet Assays vorgenommen.

Zunachst wurde untersucht, in welchem Ausmafl hyperbarer Sauerstoff DNA-Schadigung in vivo in jungen
gesunden Probanden indizieren kann. In einer weiteren Untersuchung wurde die in der Literatur beschriebene
Méglichkeit der korpereigenen Adaptation in prospektivem Ansatz Uberpriift. Hierzu wurden die PBMCs von
professionellen Tauchern nach einer dreimonatigen Phase repetitiver Tauchgange mit hoher Sauerstoffbelastung
24 h nach dem letzten Tauchgang und im Verlauf von fiinf Wochen wéchentlich auf basale DNA-Schadigung
untersucht. Zudem wurde die Resistenz der PBMCs dieser Probanden gegeniber hyperbarer Oxigenierung ex
vivo in Bezug auf DNA-Schédigung untersucht. Dabei ergab sich, dass die basale DNA-Schadigung 24 h nach dem
letztem Tauchgang am geringsten ist und bis zur dritten Woche zunimmt, im weiteren Verlauf jedoch bis zur
flinften Woche konstant bleibt. Bei der hyperbaren Oxigenierung ex vivo nahm die oxidative DNA-Schadigung im
Verlauf der wochentlichen Untersuchungen signifikant zu. Zwischen der zweiten und vierten Woche nach letzter in
vivo Sauerstoffbelastung stellte sich ein Ubergangsbereich heraus, in dem die Resistenz gegeniiber oxidativer ex
vivo Belastung besonders deutlich sank. Dieses Ergebnis legt nahe, dass bis etwa zur dritten Woche ein
wirkungsvoller adaptiver Schutz besteht. Ursachlich fiir diesen adaptiven Schutz sind entsprechend der in der
Literatur vorherrschenden Meinung die Aktivierung von antioxidativ wirksamen Enzymen sowie die Induktion der
Translation spezialisierter antioxidativ wirksamer Proteine. Diesbeztiglich kommt auch eine Akkumulation von

Antioxidantien, z. B. den antioxidativen Vitaminen C und E in Frage.

Ankniipfend an die mégliche Schutzwirkung von Vitamin C (VC), dessen antioxidative Kapazitat durch zahlreiche
ex vivo und in vivo Untersuchungen bestéatigt wurde, wurde im Modell der hyperbaren Oxigenierung anhand von
PBMCs (berpriift, ob ein antioxidativer Schutz messbar ist. Nach Entwicklung einer geeigneten Methode flir diese

Untersuchung wurde gefunden, dass VC in moderaten Konzentrationen durch hyperbare Oxigenierung induzierte
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DNA-Schadigung reduzieren kann. Im Gegensatz dazu wurde die durch hyperbare Oxigenierung induzierte DNA-
Schadigung in demselben Versuchsaufbau unter sehr hohen VC-Konzentrationen zusatzlich erhéht. Dass dieser
Effekt tatsachlich auf das Zusammenspiel von oxidativer Belastung und hohen VC-Dosen zuriickzufiihren sein
muss, konnte dadurch bestatigt werden, dass identisch hohe VC-Konzentrationen unter normobar-normoxischen
Kontrollbedingungen nicht zu einer Erhéhung der DNA-Schédigung flihrten. Diese Beobachtung entsprich der in
der Literatur vorherrschenden Ansicht, dass VC zwar prooxidatives Potential hat, dies jedoch nur unter

besonderen Bedingungen wie zuséatzlicher oxidativer Belastung zum Tragen kommt.

Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass eine Adaptation an oxidativen Stress durch Sauerstofftraining
maglich ist, sowie, dass Vitamin C antioxidative Kapazitat entfalten kann. In weiterflihrenden Studien kann diese
antioxidative Schutzwirkung durch Sauerstoff-Preconditioning oder Vitamin C-Gabe im Humanversuch z. B. im
Rahmen von Sauerstofftoleranztests oder in einer klinischen Studie an oxidativ stark belasteten Patienten, wie
Dialysepatienten, erprobt werden. Der Einsatz sehr hoher Dosen von Vitamin C ist hierbei kritisch zu betrachten;
die durch orale Ingestion erreichbare Dosierung von Vitamin C ist jedoch nach Kenntnisstand der Literatur und den

Ergebnissen dieser Studie zu Folge bezlglich einer ungewollten prooxidativen VC-Wirkung unbedenklich.
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V. Anhang

A-1 Methodenentwicklung fiir die Untersuchungen des Einflusses von VC

auf DNA-Schiaden in PBMCs wahrend einer hyperbaren Oxigenierung

Bevor Untersuchungen mit Vitamin C als potentielles Antioxidans vorgenommen werden konnten, mussten
mdgliche Stér- und EinflussgroBen (z. B. Waschschritte oder pH-Wert des Nahrmediums) evaluiert und
quantifiziert werden. Diese Methodenentwicklung ist, gegliedert in die Unterpunkte Methodik (siehe Kapitel A - 1.1),
Ergebnisse (siehe Kapitel A - 1.2) und Diskussion, (siehe Kapitel A - 1.3) im Folgenden beschrieben.

A-1.1 Methoden

| Einflusses von Vitamin C und/ oder CO, auf die Pufferkapazitdt von RPMI-Puffer

Da ein unphysiologischer pH-Bereich die Versuchszellen beeinflussen kann, sollte vor Beginn der Zellversuche
Uberpriift werden, ob und gegebenenfalls in wieweit sich der pH-Wert des verwendeten Probenmediums RPMI in
Abhéangigkeit von (1.) der Vitamin C-Konzentration bzw. von (2.) der Zeit der Begasung mit CO oder (3.) unter
diesen beiden EinflussgréRen verandert. Die Einflussgroen wurden (iber die geplanten Konzentrationen bzw.
Zeiten hinaus dosiert, um den Einfluss dieser Substanzen umfassend zu prifen zu. Zudem sollte Gberpriift werden,
in wieweit die dreistindige Begasung mit 400 kPa Sauerstoffdruck in der Experimentaldruckkammer im Anschluss

an eine dreistlindige Inkubation im Brutschrank den pH-Wert des RPMI-Mediums mit/ohne VC verandert.

1. Einfluss von Vitamin C auf den pH-Wert des Puffers

L-Ascorbinsdure (molare Masse 176,13 g/mol) wurde in industriell gereinigtem Wasser (Ampuva) gelést und
anschlieflend frischem RPMI-Puffer schrittweise (je 25 uM) zugefiigt. Dabei wurde kontinuierlich der pH-Wert des
Puffers gemessen und die Farbanderung des im RPMI-Puffer vorhandenen pH-Indikators (Phenolrot) optisch

bewertet.

2. Einfluss von Vitamin C bei Inkubation im Brutschrank auf den pH-Wert des Puffers

RPMI-Puffer wurde mit verschieden Konzentrationen Ascorbinsaure (0, 50, 100, 200, 400, 500, 1550 uM) versetzt
und der pH-Wert wurde bei Raumtemperatur bestimmt. AnschlieRend wurde die Losung im Brutschrank (37°C, 5%
COy, 21% 02, 74% N,) inkubiert, wobei jeweils nach 3, 6, 24 und 48 Stunden pH-Wert und Farbveranderung des
Puffers gemessen bzw. optisch bewertet wurden. Zur Kontrolle wurden dieselben Parameter bei Inkubation von

RPMI-Puffer ohne Vitamin C unter Raumbedingungen bestimmt.

3. Einfluss von Vitamin C bei Inkubation im Brutschrank und anschliefRender hyperbarer Oxigenierung auf
den pH-Wert des Puffers

In diesem Versuchsabschnitt wurde der RPMI-Puffer mit Vitamin C-Konzentrationen von 0, 50, 100, 200, 400 und
500 uM versetzt und anschliefend 3 Stunden im Brutschrank (37°C, 5% CO,, 21% O, 74% N.) inkubiert. Danach
wurde das RPMI-Medium 3 Stunden in der Experimentaldruckkammer (siehe Kapitel 3.2) mit 400kPa hyperbarem
Sauerstoff begast. Der pH-Wert des Puffers wurde vor und nach der Uberdruckbegasung gemessen und die

Farbanderung des im RPMI-Puffer vorhandenen pH-Indikators jeweils optisch bewertet.
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1l Grundlage der Zellversuche - Basislevel der DNA-Schadigung und Zellvitalitat in PBMCs

Um die Ergebnisse der folgenden Versuche beurteilen zu kénnen, wurden die PBMCs jedes Versuchsprobanden
auf einen Basislevel von DNA-Schadigungen untersucht. Der Basislevel stellte in dieser Experimentalreihe die
Menge der DNA-Schaden dar, die ohne zusatzliche Belastung der Versuchszellen mit dem Comet-Assay direkt
nach der Blutentnahme und Aufbereitung (Nativproben) in den PBMCs detektierbar waren. Dieser Wert wurde
sowohl als Ausgangswert als auch als Indikator verwendet, um tberdurchschnittlich stark geschadigte PBMCs von

der Untersuchung auszuschlief3en.

I Wirkung von VC auf PBMCs

In diesem Versuchsabschnitt sollte untersucht werden, ob eine Inkubation von PBMCs mit Vitamin C im
Brutschrank (37°C, 5% CO2, 21% O, 74% N2) zu einer Erhdhung der DNA-Schadigung fiihrt. Hierzu waren drei
Experimente notwendig: Es sollte (1.) der mdgliche Einfluss eines Waschschrittes zur Entfernung des VC und zum
Sammeln der Zellen nach der Inkubation im Brutschrank, (2.) der mdgliche Einfluss des Brutschranks allein und

schlieflich (3.) der von VC im Brutschrank bestimmt werden.

1. Waschschritt zum Sammeln der Zellen

Es wurde zunachst Uberpriift, ob ein Waschschritt zum Sammeln der Zellen die Anzahl DNA-geschadigter Zellen
beeinflusst. Hierzu wurden PBMCs von Probanden aus PG C (siehe Kapitel 3.1) (n=6) nach Aufbereitung (siehe
Kapitel 3.4.1) in zwei identische 24-Well-Platte aliquotiert. Die Proben wurden im Brutschrank mit RPMI-Puffer
inkubiert und nach 1-6 Stunden Inkubationszeit wurde stlindlich die Zellsuspension eines Wells pro Proband zur
Auswertung der DNA-Schadigung und Zellschadigung entnommen. Die Proben der einen Wellplatte wurden nach
Exposition gewaschen (Zentrifugation 800 g, 37°C, 5 min) und die der zweiten Wellplatte wurden ohne

Waschschritt ausgewertet (siehe Kapitel 3.4).

2. Brutschrank ohne VC

Es wurde (berprift, ob die Inkubation von PBMCs im Brutschrank ohne VC zur Anderung der Anzahl DNA-
geschéadigter PBMCs fiihrt. Hierzu wurden Versuchszellen von Probanden der Probandengruppe C (siehe Kapitel
3.1) (n= 19) nach Aufbereitung (siehe Kapitel 3.4.1) in einer 24-Well-Platte im Brutschrank inkubiert. Uber einen
Zeitraum von 1-6 Stunden wurde jede Stunde die Suspension eines Wells je Proband entnommen, gewaschen

(Zentrifugation 8009, 37°C, 5min) und die entstandenen Zellschédden wurden ausgewertet (siche Kapitel 3.4.1).

3. Brutschrank mit VC

Um zu ermitteln, ob sich die Anzahl DNA-geschadigter PBMCs durch die Inkubation mit verschiedenen VC-
Konzentrationen im Brutschrank &ndert, wurde das zuvor durchgefiihrte Experiment (2.) wiederholt (hier n =22),
wobei die Zellsuspension nach Aufbereitung und Aliquotierung mit VC verschiedener Konzentrationen (0, 50, 100,
200, 400 uM) versetzt wurde. Die Auswertung erfolgte nach 1, 2, 3 und 6 Stunden, Proben mit 400 uM Vitamin C

wurden nach 1, 3 und 6 Stunden ausgewertet.
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v DNA-Schadigung in Abhdngigkeit von der Expositionszeit gegeniiber hyperbarem Sauerstoff
In diesem Versuchsabschnitt sollte die Anzahl DNA-geschadigter PBMCs in Abhéngigkeit von der Expositionszeit
gegeniber hyperbarem Sauerstoff als Grundlage fiir eine Dosis-Wirkungs-Beziehung gemessen werden. Die
Daten sollten dazu dienen, die Experimentalbedingungen und -ergebnisse fiir die Hauptversuche zu evaluieren.
Weiterhin sollten die Daten zum Vergleich der Anzahl DNA-geschadigter Zellen dienen, die bei gleicher
Schadigungsdosis in den 24-Well-Platten (Oberflache: 201,062 mm?, Hohe der Flissigkeitssaule: 4,974 mm,
flacher Boden) im Gegensatz zu in den 96-Well-Platten (Oberflache: 38,485 mm? Héhe der Fllssigkeitssaule:
5,197 mm, Rundboden) (vgl. Kapitel A - 5.5) auftritt. Dazu wurden Versuchszellen von Probanden der Probanden-
gruppe C (siehe Kapitel 3.1) (n = 6) nach Aufbereitung (siehe Kapitel 3.4.1) in eine 24-Well-Platte (4 Wells pro
Proband) aliquotiert und nach dreistiindiger Inkubation im Brutschrank ohne VC (aus Vergleichsgriinden) in der
Versuchsdruckkammer (siehe Kapitel 3.2) hyperbarem Sauerstoff (400 kPa) ausgesetzt. Eine identische Wellplatte
wurde in der Kontrollkammer (siehe Kapitel 3.2) inkubiert. Nach Expositionszeit von 1,2,3 und 4 Stunden wurden
die Zellen gesammelt (Zentrifugation 800g, 37°C, 5min) und die Zellschadigung wurde ausgewertet (siehe Kapitel
34).

Vv Einfluss von Pufferzusitzen / Waschschritten auf die Zellschidigung

In diesem Versuchsabschnitt sollte im Hinblick auf notwendige Waschschritte im Rahmen der Inkubation von
PBMCs mit VC (iberpriift werden, ob Waschschritte eine Auswirkung auf die Anzahl DNA-geschadigter PBMCs
haben. Weiterhin sollte untersucht werden, ob und gegebenenfalls welchen Einfluss die Zugabe von
Pufferzusatzen (BSA, Antibiotikum) auf die DNA-Schadigung hat. Hierzu wurden PBMCs der Probandengruppe C
(n=124) nach Aufbereitung (siehe Kapitel 3.4.1) in zwei identischen 24-Well-Platten aliquotiert und 3 Stunden in
RPMI-Puffer im Brutschrank (37°C, 5% COq, 21% O, 74% Ny) inkubiert. AnschlieBend wurden die PBMCs 3

Stunden in der Versuchsdruck- bzw. Kontrollkammer (400kPa bzw. Atmosphéarendruck) (siehe Kapitel 3.2) begast.
Es wurden drei verschiedene Untersuchungsmodi gewahit:

1. vorher waschen, n=44: RPMI-Puffer wurde nach Inkubation im Brutschrank (vor der Druckkammerbehandlung)

in einer Probe je Proband erneuert (Zentrifugation 800g, 37°C, 5min, dann Resuspension in RPMI).

2. nachher waschen, n = 46: Nach Beendigung der Begasung in der Druckkammer wurden allein die Zellen der

zweiten Probe jedes Probanden gewaschen (Zentrifugation 800 g, 37°C, 5min).
3. kein waschen, n=124: Diese Proben wurden lediglich mittels Schwerkraft fiir die Auswertung gesammelt.

Dieser Versuch wurde mit RPMI-Puffer wiederholt, der zu 10% mit BSA und zu 1% mit Antibiotikum

(Penicillin/Streptomycin) versetzt wurde.

Vi Einfluss von An-/Abwesenheit von VC unter hyperbarer Oxigenierung

In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob es zu unterschiedlich hoher Konzentration DNA-
geschadigter Zellen fihrt, wenn das VC, jeweils nach dreistindiger Vorinkubation, vor der hyperbaren
Oxigenierung ausgewaschen oder im Probenmedium belassen wird. Hierzu wurden PBMCs der Probandengruppe
C (n=11) nach Aufbereitung (sieche Kapitel 3.4.1) in eine 24-Well-Platten aliquotiert (6 Wells/Proband) wobei in
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jeweils drei Wells 0, 50 oder 200 uM VC dotiert wurden. Nach dreistiindiger Inkubation im Brutschrank (37°C, 5%
CO; 21% Oo 74% Nz) wurde bei je einem Well mit 0, 50 und 200 yM VC pro Proband
(Sauerstoffliberdruckbehandlung "ohne" VC im Probenmedium) das Vitamin C herausgewaschen (Zentrifugation
800g, 37°C, 5min) und die Zellen wurden in frischen RPMI-Puffer resuspendiert. Die anderen Wells wurden ohne
weiteren Zwischenschritt, also "mit" VC im Probenmedium, hyperbarem Sauerstoff (400 kPa) ausgesetzt. Eine
zweite 24-Well-Platte wurde identisch vorbeireitet und zu Kontrollzwecken gleichzeitig in der Kontrollkammer mit
Pressluft (siehe. Kapitel 3.2) begast. Nach Beendigung einer 3 stiindigen Expositionszeit wurden alle Proben
gewaschen (Zentrifugation 800 g, 37°C, 5 min) und der Auswertung nach Kapitel 3.4 zugefiihrt. Dieser Versuch

wurde mit erhdhtem Druck (500kPa) in der Versuchsdruckkammer wiederholt.

Bei der Bewertung der Ergebnisse dieses Versuchs zeigten sich teilweise signifikante Unterschiede zwischen der
DNA-Schadigung in Proben, bei denen das VC vor der hyperbaren Oxigenierung ausgewaschen wurde und
denen, in denen das VC fir die Sauerstoffiberdruckbehandlung im Probenmedium belassen wurde. Um diese
Unterschiede abschliefend zu validieren bzw. zu beurteilen, wurden Untersuchungen mit kleinschrittigerer Wahl
der VC-Konzentration bei 400 kPa hyperbarer Oxigenierung durchgefiihrt. Diese genauere Untersuchung sollte
klaren, ob flir die Untersuchung des Einflusses von VC auf die DNA-Schadigung in PBMCs unter hyperbarer
Oxigenierung das VC wahrend der hyperbaren Oxigenierung im Probenmedium belassen oder herausgewaschen
werden sollte, da dies aus den vorhergehenden Versuchen nicht eindeutig abgeleitet werden konnte. Es wurden
hierfir eine 24-Well-Platten mit PBMC-Zellsuspension von Probanden der Probandengruppe C (n=17) beflillt und
je Proband zwei Reihen mit jeweils 0, 50, 100 und 200 uM VC dotiert. Nach dreistlindiger Vorinkubation wurde das
VC aus den Wells einer der Reihen je Proband herausgewaschen (Zentrifugation 800 g, 37°C, 5 min) und die
PMBCs wurden resuspendiert. AnschlieBend wurden die Wellplatten in der Experimentaldruckkammer bzw. in der
Kontrollkammer mit 400 kPa hyperbarem Sauerstoff bzw. Pressluft fiir 3 Stunden begast. SchlieRlich wurden alle
Proben gewaschen, die PBMCs gesammelt (Zentrifugation 800 g, 37°C, 5min) und der Auswertung (siehe Kapitel
3.4) zugefihrt.

A-1.2 Ergebnisse

| Einfluss von Vitamin C und /oder CO, auf die Pufferkapazitit von RPMI-Puffer

Um zu Gberprifen, in wieweit die Zugabe von VC den pH-Wert des RPMI-Mediums beeinflusst, wurde dem Puffer
VC bis zu einer Endkonzentration von 1550 um/I zudotiert. Die Anderung des pH-Wertes in Abhangigkeit von der
VC-Konzentration ist Abbildung 6-1 dargestellt. Die pH-Wert-Messung des RPMI-Mediums ergab einen Wert von
pH 7,545, der unter Zugabe von VC bis auf pH 7,435 bei 1550 uM VC abfiel.
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Abbildung 6-1 pH-Wert-Veranderung durch Vitamin C

7.551
= e pH-Wert B
(o) Anderung des pH-Wertes von
E 7.507 nativem RPMI-Puffer bei Zugabe
Q von Ascorbinsdure in 25 pM-
7.454 Schritten VC bis zu einer
Endkonzentration von 1550 puM
0 560 10'00 15'00 unter Raumbedingungen.

Vitamin C in yM

Um die pH-Veranderungen im Brutschrank zu eruieren, wurden die pH-Werte, die sich mit bzw. ohne Einfluss von
verschiedenen VC-Konzentrationen bei Inkubation bis zu 6h im Brutschrank ergeben, gemessen (Abbildung 6-2+).
In der Tabelle ist abzulesen, dass der pH-Wert und vor allem durch die Inkubationszeit im Brutschrank beeinflusst
wurde, wobei der starkste Abfall der pH-Konzentration schon innerhalb der ersten drei Stunden stattfand. Der pH-
Wert des Probenpuffers sankt beispielsweise bei Inkubation von drei Stunden im Brutschrank von 7,54 schon auf
7,14 und bei 6 stlindiger Inkubation auf 7,08 ab. Ein vergleichbarer Aufbau mit Inkubation von 6h unter
Raumbedingungen senkte den pH lediglich um 0,03. Bei sehr langen Inkubationszeiten kam es

konzentrationsabhéngig zur Ausfallung des C-Vitamins.

Abbildung 6-2 pH und Farbveranderungen von RPMI-Puffer im Brutschrank unter verschiedenen VC-

Konzentrationen

BPMI+VC | Brutschrank [B5]
VC Konzentration| pH  Eigenschaften| pHnach 3k Eigenschaften| pH nach Bh Eigenschaften|pH nach 2dh Eigenschaften [pH nach 48h Eigenschafien
T.08 dunkelarange 7058 T.02 gelborange
.08 T.05 orange B.37 gelb
T.05
.07 4,31 gelb,
.06 4,97 weilter gelb, weifler
T.06 5,25 Bodensatz 4. 7d Bodensatz
BPMI+VC Baumbedingungen

Um schlieBlich die pH-Veranderungen vollstandig zu erfassen, die im Verlauf des Experimentes auftreten, wurden
die pH-Werte von RPMI-Puffer mit verschiedenen VC-Konzentrationen nach 3h BS und weiteren 3h DK (400 kPa,
100% O,) gemessen. Der pH-Wert sank durch Brutschrankinkubation um 0,3 bis 0,4 und stieg unter
Sauerstoffuberdruck wieder auf Werte nahe den Ausgangswerten (nativ) an.

Die Farbanderung des pH-Indikators Phenolrot erwies sich als Mdglichkeit der ungefahren Einschatzung des pH-
Werts. Durch Inkubation im Brutschrank gab es einen Farbumschlag (nach orangerot) und bei Begasung in der
Druckkammer rlckverfarbte sich das Probenmedium (nach dunkelrot) (sieche Abbildung 6-3). Auf diese Weise
diente die Farbe des Probenmediums als visuelle Kontrolle und Proben, die farblich von diesem Schema

abwichen, wurden ausgeschlossen.

Y Die Farbgebung wurde zur Orientierung der beobachteten Pufferfarbe angepasst
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Abbildung 6-3 Farbverdnderung des RPMI-Puffers bei Brutschrankinkubation

links: RPMI-Puffer nach 3 h Brutschrankinkubation (37°C, 5%CO,, 21% 0O,, 74%N,) rechts: nach anschlieBender hyperbarer
Oxigenierung (3 h, 400kPa) (Farbe etwas weniger intensiv als nativer RPMI-Puffer)

] Grundlage der Zellversuche - Basislevel der DNA-Schadigung und Zellvitalitdt in PBMCs
Das basale Level der DNA-Schédigung betrug 1,091+1,059%Comets/200Zellen (n=136) und das der Zellvitalitat
betrug > 98%. Diese Werte wurden genutzt, um Proben mit erh6hter nativer Schadigung von der Untersuchung

auszuschliefen (vgl. Kapitel 3.4.3).

1 Wirkung von Vitamin C auf PBMCs
In diesem Versuchsabschnitt wurde in drei Schritten untersucht, ob eine Inkubation von PBMCs mit Vitamin C im
Brutschrank (37°C, 5% CO2, 21% O, 74% Ny) zu einer Anderung der Anzahl DNA-geschédigter PBMCs filhrt.

Hierzu waren drei Experimente notwendig:

1. Waschschritt zum Sammeln

In diesem Teil der Experimente wurde gepriift, ob ein Wasch- und Zentrifugationsschritt nach Inkubation im
Brutschrank (1-6h), die Konzentration der DNA-Schaden in PBMCs beeinflusst, da zur Gewinnung der Zellen nach
der Inkubation und zum Entfernen von VC aus dem Medium ein Wasch- und Zentrifugationsschritt notwendig war.
Der Median der DNA-Schadigung lag zwischen 2,0{1,0/3,5} und 3,5{2,0/3,5}%Comets/200Zellen innerhalb von 1-6
h nach Inkubation fiir die Versuchsreihe ohne Wasch- und Zentrifugationsschritt. Mit Wasch- und
Zentrifugationsschritt  ergab  sich  eine  mittlere  DNA-Schadigung  zwischen  2,0{1,0/1,3}  bis
3,5{0,5/4,0}%Comets/200Zellen. Signifikanztestungen ergaben keine signifikanten Unterschiede.

2. Brutschrank ohne VC

Im diesem Versuchsabschnitt sollte untersucht werden, ob eine Inkubation im Brutschrank ohne VC eine Erhdhung
oder Verminderung der DNA-Schadigung verursacht. Der Median der DNA-Schadigung lag zwischen 10{0,5/1,5}
nach einer Stunde und 2,5{1,0/3,5}%Comets/200Zellen nach fiinfstiindiger Inkubation (Abbildung 6-4). Bei
Signifikanztestungen innerhalb dieses Versuches jeweils gegen den Anfangswert (1h) ergaben sich lediglich
einfach signifikante Unterschiede zu den Werten nach ps»=0,0211, psh=0,0256, pen=0,0264 (Sterne) (p*=0,0026),
nicht jedoch dem 3-Stunden-Wert, der den Ausgangspunkt in den folgenden Experimenten darstellen sollte.

Zwischen den einzelnen Stunden (1h zu 2h, 2h zu 3h usw.) ergaben sich keine Signifikanzen.
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Abbildung 6-4 DNA-Schadigung bei Inkubation im Brutschrank
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Inkubationszeit in Stunden

3. Brutschrank mit VC

In diesem Versuchsabschnitt wurde die inkubationszeitabhangige DNA-Schadigung unter Einfluss verschiedener
VC- Konzentrationen bestimmt. Die DNA-Schadigung zeigt sich weder von der Inkubationszeit, noch von der VC-
Konzentration abhangig (siehe Abbildung 6-5). Signifikanztestungen zwischen den Untersuchungsreihen ergaben

keine signifikanten Unterschiede.

Abbildung 6-5 DNA-Schadigung in Abhangigkeit von der VC-Konzentration bei Inkubation im Brutschrank

8-
5 -- 0
S 6- - 50 uM VC
= -+ 200 Brutschrankinkubation (37°C, 5%CO,,
N —— 400 21% 0,, 74%N,) 1-6 h; dargestellt ist
0 4 jeweils der Median mit 25/75%
g Perzentilen; visuelles Scoring, jeweils
8 24 pro 200 ausgewertete Zellen; keine
< ? Abhangigkeit der DNA-Schadigung
= von VC-Konzentration oder

0 T A é Inkubationszeit; n=22

Stunden
v DNA-Schadigung in Abhédngigkeit der Expositionszeit gegeniiber hyperbarem Sauerstoff

In diesem Studienabschnitt wurde der Unterschied der DNA-Schadigung nach Begasung in Druck- bzw.
Kontrollkammer im Experimentalaufbau der VC-Unteruntersuchungen eruiert. Weiterhin wurde eine Dosis-
Wirkungsabhangigkeit der DNA-Schadigung in Abhangigkeit von der Expositionszeit (1-4 h) gegeniber
hyperbarem Sauerstoff bestimmt. Zwischen den DK- und KK-Werten bestanden schon ab dem ersten Messpunkt
jeweils signifikante Unterschiede (pn=0,0145, pan =0,0042, psn < 0,0001, psr < 0,0001) (Sterne). Der Median der
Kontrolldaten bewegte sich zwischen Min = 4,50{2,50/5,125}%Comets/200Zellen nach einer Stunde und M =
5,00{3,75/6,375}%Comets/200Zellen nach zwei Stunden Inkubation, wobei keine Abhangigkeit von der

Inkubationszeit bestand. Fir die Druckkammerwerte zeigte sich hingegen eine naherungsweise lineare (rox? =
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0,9347) Zunahme der DNA-Schadigung in Abhangigkeit der Exposition gegeniber hyperbarem Sauerstoff im
zeitlichen Verlauf von 1-4 h (vgl. Abbildung 6-6). Der Median der DNA-Schadigung stieg von der ersten Stunde
(M1,=9,50{5,75/12,25}% Comets/200Zellen) bis zur vierten Stunde (M4 =24,75{20,38/27,13}% Comets/200Zellen)
um d1nan = 15,25%Comets/200Zellen an. Die Testung der Signifikanz gegen den Anfangswert (1 h) war bei 3 h
(P1hv3n=0,0058) und 4 h (p1nen=0,0001) (Rauten) signifikant (p*=0,0083).

Abbildung 6-6 DNA-Schadigung in Abhédngigkeit von der Expositionszeit gegeniiber hyperbarem Sauerstoff

bzw. Pressluft

#
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Vv Einfluss von Pufferzusitzen / Waschschritten auf die Zellschidigung

Untersuchung zum Einfluss von Pufferzusétzen

In diesem Studienabschnitt wurde untersucht, welchen Einfluss die Zugabe von BSA und Antibiotikum zum
Probenmedium fiir die geplanten Experimente hat. Dazu wurde dem Medium BSA und Antibiotikum zugefligt und
die Anzahl der DNA-geschadigten Zellen nach der hyperbaren Oxigenierung ausgewertet. Derselbe experimentelle
Ansatz wurde zum Vergleich mit Medium ohne diese Zusatze durchgefiihrt. Die Mediane (n=108) nach hyperbarer
Oxigenierung lagen bei Medium mit Zusétzen bei Mreui+ = 19,00{16,00/22,50}%Comets/200Zellen und bei Medium
ohne Zuséatze bei Mrew- = 18,00{13,50/2475}%Comets/200Zellen. Derselbe Versuch wurde auch mit normobarer
Begasung der PBMCs aus einem Pressluftsystem durchgeflihrt (Kontrolle). Hier zeigten sich beim Medium mit
Zusatzen Mgemr = 4,03{2,50/5,50}%Comets/200Zellen und beim Medium ohne Zusdtze Mgeu. =
4,00{2,875/5,125}%Comets/200Zellen. Beim Vergleich der Daten fir die unterschiedlichen Puffer zeigen sich
weder bei der Belastung mit Pressluft noch bei der Belastung mit hyperbarem Sauerstoff Unterschiede in der
Konzentration der DNA-Schédigung. Da die Verwendung von BSA und Antibiotikum folglich nicht vorteilig ist,

wurden fiir die folgenden Versuche keine Pufferzusétze verwendet.

Untersuchung zum Einfluss von Waschschritten

In diesem Studienabschnitt wurde untersucht, in wieweit Waschschritte zu unterschiedlichen Zeitpunkten im
experimentellen Versuchsablauf zu einer Anderung der Anzahl DNA-geschadigter Zellen fiihren. Der Median des
Datensatzes ohne Waschschritt (kw) (n = 124) lag bei My = 19,00{15,00/22,50}%Comets/200Zellen, der des
Datensatzes mit Waschschritt nach der hyperbaren Oxigenierung (nw) (n =46) lag bei M., = 18,75{12,38/25,00}
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und der des Datensatzes mit Waschschritt vor der hyperbaren Oxigenierung (vw) (n = 44) bei M., =
20,00{16,50/25,38}%Comets/200Zellen. Die Daten zeigten, dass Waschschritte zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nicht zu signifikanten Unterschieden der Konzentration der DNA-Schédigung flihren. Auch bei der Auswertung der
Kontrolldaten (normobare normoxische Begasung aus Pressluftsystem) ergaben sich untereinander vergleichbare
Konzentrationen von DNA-Schaden, unabhangig davon, an welcher Stelle Waschschritte erfolgten. Die Mediane
lagen bei Miw=5,00{4,00/6,50}, Mx=3,00{2,00/4,50}, M«=4,00{3,00/5,00}%Comets/200Zellen.

Vi Einfluss von Waschschritten bei Verwendung von Vitamin C

In diesem Versuchsabschnitt wurde untersucht, in wieweit das Auswaschen von VC nach der Inkubationsphase im
Brutschrank vor der hyperbaren Oxigenierung (pO; = 400 und 500 kPa) die Konzentration der DNA-Schaden
beeinflusst. In Abbildung 6-7 ist jeweils der Median der DNA-Schadigung der Proben (n = 11) mit ("mit") VC-
Einfluss gegentiber denen ohne ("ohne") VC-Einfluss wahrend der hyperbaren Oxigenierung (400 und 500 kPa)
dargestellt. Dabei wurde zusétzlich zwischen den verschiedenen VC-Konzentrationen und zwischen den

verschiedenen Sauerstoffdriicken unterschieden. Als Kontrollwert diente hier der Ansatz ohne VC (0 uM VC)ww,

Abbildung 6-7 DNA-Schadigung in Abhangigkeit von der Intensitdt der oxidativen Belastung und der VC-

Konzentration im Probenmedium bzw. nach alleiniger Inkubation

Sauerstoffbelastung 400 bzw. 500 kPa, "mit" bzw.
"ohne" VC im Probenmedium jeweils nach 3 h
Vorinkubation, dargestellt ist jeweils der Median
sowie die 25/75% Perzentilen jeweils pro 200
ausgewertete Zellen, visuelles Scoring,
Signifikanzanalysen zwischen 400/500 kPa (Rauten):
Poumvermit = 0,0226, Poumvcronne = 0,0450; zwischen
den einzelnen VC-Konzentrationen zum Kontrollwert
(0=uMVC) (Kreise): po/soumvc =0,0142 und po/aooumve =
0,0090 (p =0,0045); "mit"/"ohne" VC (Sterne)
p"mit"/”ohne”SOOkPa=010204; n=11

% Comets / 200 Zellen

Beim Vergleich der Daten von pO; 400 und 500 kPa zeigte sich ein &hnlicher Verlauf, wobei die Anzahl DNA-
geschadigter Zellen bei 500 kPa grundsatzlich hdher ist als bei 400 kPa pO-. Signifikant war dieser Unterschied bei
0 M VC ("mit": poumvemie=0,0226, "ohne": poumvcronne =0,0450) und 50 uM VC ("mit": psoumvermir=0,0031) (Rauten).
Weiterhin zeigte sich, dass die DNA-Schédigung in Abhangigkeit von der VC-Konzentration abnahm, wobei dies
vor allem bei héherer Sauerstoffoelastung (500 kPa) und in den Proben "mit" VC im Probenmedium der Fall war.
Entsprechend zeigten sich Signifikanzen der Proben mit VC gegentiber den Kontrollproben mit 0 uM VC bei 500
kPa "mit" VC im Probenmedium (posoumve = 0,0090 und porooumve = 0,0142; p* =0,0045) (Kreise). Beim Vergleich

“¥ Bei dieser Gruppe wurde derselbe Wasch-und Zentrifugationsschritt durchgefiihrt wie bei den Proben mit VC, um einen
identischen Versuchsablauf zu gewahrleisten.
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der Datensatze "mit" zu "ohne" VC (bei 50 und 200 uM VC) innerhalb eines Druckniveaus wahrend der
Sauerstoffiiberdruckbelastung zeigte der "mit"-Datensatz grundsatzlich eine niedrigere DNA-Schadigung. Dieser
Unterschied war bei 50 uM VC und 500 kPa signifikant (prmitronner = 0,0204) (Sterne).

Um zu entscheiden, ob in den Hauptexperimenten zur Untersuchung des Einflusses von Vitamin C auf PBMCs
unter hyperbarer Oxigenierung das VC wahrend der hyperbaren Oxigenierung im Probenmedium belassen oder
herausgewaschen werden sollte, wurden zusétzlich entsprechende Untersuchungen bei 400 kPa mit mehr

Probanden und zusatzlichen VC-Konzentrationen durchgefiihrt (n=17) (siehe Abbildung 6-8).

Abbildung 6-8 Genauere Analyse der DNA-Schadigung durch hyperbare Oxigenierung mit bzw. ohne VC im

Probenpuffer
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Der Graphik ist zu entnehmen, dass der Median der DNA-Schédigung in den Proben, die mit VC im
Probenmedium der Sauerstoffiiberdruckbehandlung ausgesetzt waren, in allen Paarungen niedriger ist. Signifikant
war diese Differenz in keinem Fall. Weiterhin zeigt die Graphik, dass die DNA-Schéadigung mit zunehmender VC-
Konzentration abnimmt. Bei 200 uM "mit" VC-Einfluss wahrend der Sauerstoffbehandlung ist der Vergleich zum 0
MM VC-Wert signifikant (pozoommve = 0,0464, p* = 0,0029) (Kreis). Eine Signifikanz der Abnahme der DNA-
Schadigung in Abhéngigkeit von der VC-Konzentration ergab sich in dieser Untersuchung vor allem aus den
Graphen der Mediane: Die Steigungen der Graphen der Mediane waren annahernd linear (r2mir = 0,8801, r2 e =
0,9333) bei nicht signifikant unterschiedlichen Steigungen, doch die Steigung des gemittelten Graphen ist negativ
(Mt one = 0,0184) mit signifikanter Abnahme (prmit sohne* = 0,0265).

Auch fiir diese Versuchsreihen wurden dieselben Experimente unter Verwendung der Kontrollkammer
durchgefiihrt. Auch fiir die Kontrollkammer-Daten wurden Datensatze "mit" und "ohne" VC gegeniibergestellt. Der
Median der DNA-Schadigung nach Exposition lag unabhangig von der VC-Konzentration und von der An-
IAbwesenheit von VC wahrend der Pressluftbehandlung zwischen Mumiesoumve = 3,500{1,500/4,750}, Mmir100umve =
5,750{4,875/7,375}, Mrmir200,mve = 5,250{3,625/9,000}%Comets/200Zellen und M-omne'sopmve = 4,2500(3,500/6,875},
M-onner100pmve = 5,00{2,250/7,000}, Mronner200umve = 4,500{2,500/6,875}%Comets/200Zellen. In der Kontrollgruppe (0
MM VC) traten Moumve =5,00{2,875/6,625}% Comets/200Zellen auf.
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A -1.3 Diskussion

Puffer/Ndhrmedium und Zusétze

Im Brutschrank wurde durch z. B. Temperatur, Wahl des Puffers oder der Brutschrankeinstellungen, sowie die
eingestellte Zellkonzentration® [269] ein mdglichst physiologisches Umgebungsmilieu geschaffen. Trotzdem
konnen diese Bedingungen nicht den in vivo-Bedingungen entsprechen, wodurch ein erhdhter Stress flr
Versuchszellen besteht. Um diese mdgliche Quelle der Zell- und/oder DNA-Schédigung zu quantifizieren, wurde
der magliche Einfluss der pH-Veranderungen wéhrend der Untersuchungen auf die PBMCs experimentell
untersucht. Das Nahr- und Puffermedium RPMI 1640 ist fir Suspensionskulturen von u.a. peripheren Blutzellen
und Tumorzellen empfohlen [270] und wird haufig fiir Zellversuche und fiir die Zellzucht im Brutschrank verwendet.
Durch den supraphysiologischen pH (laut Hersteller liegt er bei pH 83 + 03 [9]) ist er der
Kohlendioxidathmosphare des Brutschranks angepasst. Es ist jedoch nicht bekannt, ob die Pufferkapazitat des
RPMI-Mediums auch ausreicht, wenn zusatzlich zur Kohlenséaure (Kohlenséure pKs 3,6 [11]) auch VC (pKs 4,25
[10]) im RPMI-Probenmedium gelést ist. Der native pH von RPMI-Medium wurde auf 7,55 gemessen, womit er
Uber dem physiologischen pH-Niveau des Blutserums von 7,35 - 7,45 liegt. Inkubation in
Kohlendioxidathmosphare senkte den pH- Wert inkubationszeitabhéngig, wobei im fiir diese Studie
entscheidenden Zeitfenster (3 h) lediglich ein leicht subphysiologischer pH-Wert (pHan ss = 7,14, vgl. Kapitel 4.3)
erreicht wurde. Eine Zugabe von VC hatte nur einen sehr geringen additiven Effekt, insbesondere in den in dieser
Studie verwendeten Konzentrationen von maximal 400 uM (Zugabe von VC unter normobaren normoxischen
Bedingungen veréndert den pH nur marginal, vgl. Kapitel A - 1.2). Erst nach sehr langer Inkubation (ab 24
Stunden) wurde der Effekt des VCs deutlicher (vor allem bei sehr hohen Vitamin C-Konzentrationen > 400 uM, vgl.
Kapitel A-1) und es kam zur Ausféllung der Ascorbinsaure. Dieses Phdnomen sollte weiter eruiert werden, sofern
Experimente mit entsprechend langen Inkubationszeiten im Brutschrank durchgefiihrt werden sollen. Die Farbe
des Puffers gab, aufgrund der Reaktion des pH-Indikators Phenolrot beim Ansduern des Puffers im Brutschrank,
einen ungefahren Hinweis auf den aktuellen pH-Wert des Probenmedium, wodurch im Verlauf der Versuche
jeweils der Puffer-pH-Wert und damit z. B. der Farbumschlag von dunkelrot zu orangerot im Brutschrank und
erneut zu dunkelrot in der Experimentaldruckkammer iberwacht und mogliche Kontamination durch z. B. Bakterien
oder eine Mangelversorgung der Zellen [175] erkannt werden konnte.

Fur die Untersuchungen der vorliegenden Studie war nach dieser Experimentalreihe bewiesen, dass die
Saurewirkung von Vitamin C auch unter Kohlendioxidatmosphare keinen Einfluss auf die PBMCs haben kann, da
eine Zugabe von VC in den fir die Studie relevanten Konzentrationen lediglich leichte Abweichungen vom
physiologischen pH des Blutserums induziert. Auch in der Literatur war kein Hinweis auf mégliche Beeinflussung
von PBMCs durch saures Milieu zu finden. Beispielsweise konnen Leukozyten im menschlichen Organismus lokal
unter physiologischen Bedingungen CO,-Driicken von bis zu 13 kPa und einem pH-Wert von bis 6,4 (z. B. bei

hoher Muskelaktivitat) ausgesetzt sein [12].

“In den Experimentalaufbauten wurden zwischen 1x10°PBMCs/ml (24-Well-Platten) und 1x10°PBMCs/ml (96-Well-Platten)
verwendet. Dies entspricht in etwa der physiologischen Zellkonzentration in vivo, die auf 3000-11000 Leukozyten pro pl
angegeben wird.
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Pufferzusétze

In diesem Zusammenhang wurden auch die Pufferzusdtze BSA und ein Antibiotika-Praparat
(Penicillin/Streptomycin), die ex vivo haufig dem Zellmedium zugefligt werden [109][52][167], auf ihren Einfluss
und ihre Notwendigkeit fir die Experimente dieser Studie Uberprift. Anhand experimenteller Ansatze mit sehr
groBen Probenzahlen (n = 103) wurde gefunden, dass ein Zusatz von Pufferzusitzen in dem untersuchten
Studienmodell keinen Einfluss auf die DNA-Schadigung und Zellvitalitat hat. Da sich somit auch kein Vorteil aus
der Verwendung von BSA oder des Antibiotika-Préparat in dem verwendeten Versuchsaufbau ergab, wurde,
entsprechend dem Vorgehen in einer Vorarbeit zu dieser Studie [16], auf die Zugabe dieser Substanzen in den
folgenden Untersuchungen zur Methodenentwicklung sowie der Hauptversuche dieser Arbeit (siehe Kapitel 4)

verzichtet.

Waschschritte

Eine mdgliche EinflussgroRe, die der Versuchsablauf notwendigerweise mit sich bringt, sind Waschschritte. Schon
bei der Zellaufbereitung sind Waschschritte notwendig zur Isolation der Zellen im Ficoll-Gradienten und im Verlauf
der Experimente werden sie immer wieder zum Sammeln oder Waschen der Zellen erforderlich, z. B. um vor der
Auswertung im Comet Assay das VC aus der Probensuspension zu entfernen. Insbesondere fir letzteren Punkt
war die Betrachtung des Einflusses von Waschschritten sinnvoll, da in dieser Arbeit der Einfluss von VC wahrend
der Exposition mit der VC-Exposition nach alleiniger Vorinkubation verglichen werden sollte. Experimentell konnte
weder ein Vorteil (z. B. aufgrund der Zugabe frischen Nahrmediums) noch ein Nachteil (denkbar aufgrund der
Zentrifugation und/ oder aufgrund der Stérung der PBMCs, denn die PBMCs sammeln sich mit der Inkubationszeit
sukzessive am Wellboden und bilden interzelluldre Wechselwirkungen aus) gefunden werden (siehe Kapitel A -
1.2). Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Scher- und Zentripetalkrafte, die bei den Waschschritten
zum Entfernen von VC auftreten und gerade fiir oxidativ geschadigte PBMCs als potentiell schadigend erachtet
wurden, keinen Einfluss auf die Anzahl DNA-geschadigter Zellen haben. Diese These wird durch die Ergebnisse
der Kontrollkammer gestiitzt, in der es ebenfalls keinen Unterschied zwischen Waschschritten vor und/ oder nach
der Pressluftbegasung gab (vgl. Kapitel A - 1.2). Die Scher- und Zentripetalkrafte, die bei Zentrifugation in der
Zellaufbereitung wirken, waren kleiner, als die zum Wechseln und/oder Entfernen des Probenmediums. Es kann
also geschlossen werden, dass die in der nativen DNA-Schadigung abgebildete Zellbeeintrachtigung (bei
adaquater Blutentnahmetechnik) ausschlieflich den Basislevel der DNA-Schadigung abbildet, die in den PBMCs

zum Zeitpunkt der Blutentnahme vorliegt.

Untersuchungswells

In den Experimenten zur Untersuchung der Adaptation an die Exposition gegentiber hyperbarem Sauerstoff (siehe
Kapitel 3.5.2 und 4.2) wurde das in einer Vorarbeit [16] validierte Modell der hyperbaren Oxigenierung zur
Induktion oxidativer DNA-Schédigung anhand von 96-Well-Platten angewandt. Fir die Untersuchung des
Einflusses von Vitamin C war es notwendig, grokere Wells (fir mind. 1000 ul Zellsuspension) zu verwenden, da in
200 ul Zellsuspension aufgrund der notwendigen Verdinnung der Grundsubstanz VC auf Konzentrationen

zwischen 0 und 400 uM VC/Probenwell eine Dosierung nicht ausreichend genau und reproduzierbar maglich war.
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Vor Beginn der Untersuchungen mit VC musste folglich flir dieses geanderte Modell eruiert werden, wie viel DNA-
Schadigung in Abhangigkeit von der Inkubationszeit hervorgerufen wird. Dies war notwendig, da aufgrund eines
unterschiedlichen Verhaltnisses zwischen Hohe der Flissigkeitssaule und GréRe der Welloberflache in den
unterschiedlichen Probenwells die Diffusion des Sauerstoffs und damit die Exposition der PBMCs gegeniiber
Sauerstoff unterschiedlich war (siehe Kapitel A - 5.5). Es resultierte in den grofleren Wells der 24-Well-Platten
nach dreistlindiger Sauerstoffiiberdruckbegasung bei 400kPa eine mittlere DNA-Schadigung von ca. 20% aus 200
ausgezahlten Zellen (siehe Kapitel A - 1.2). Demgegentiber war fiir die kleineren Wells der 96-Well-Platten bei
sonst gleichen Untersuchungsbedingungen gefunden worden, dass im Mittel in ca. 15% der PBMCs DNA-Schéden
auftraten und erst nach vierstiindiger Inkubation ca. 20% der Zellen geschadigte DNA aufwiesen [16]. Die Dosis-
Wirkungs-Beziehung war dabei, wie es von Witte et al. [16] schon fir die kleineren Wells herausgestellt wurde,
auch in den groReren Wells der 24-Well-Platten nahezu linear (r2 = 0,9347) und bildete eindeutig die DNA-
Schadigung durch die Sauerstoffiberdruckbegasung ab, denn in der Kontrollkammer bei Pressluftbegasung unter
sonst gleichen Bedingungen stieg die DNA-Schadigung nicht an (vgl. Kapitel A-1). Weiterhin waren die Boden der
Wells der unterschiedlichen GréRen verschieden: Die 96-Well-Platten hatten runde Wellboden, wodurch sich die
PBMCs auf einen Punkt konzentrieren, wohingegen in den gréReren Wells der 24-Well-Platten mit flachen Béden
sich die PBMCs lediglich am Boden absetzen. Ob sich dies aufgrund der besseren Nahrstoffversorgung durch
groReren Kontakt zum Nahrmedium positiv, oder durch den héheren Kontakt auch der sonst untersten Zellen zum
geldsten Sauerstoff negativ auswirkt, bleibt abschlieRend zu klaren. Anhand der Dosis-Wirkungs-Beziehung wurde
fur die folgenden Versuche mit VC eine Expositionsdauer gegentiber hyperbarem Sauerstoff festgelegt. Es wurde
eine Inkubationszeit von drei Stunden gewahlt, da eine zu erwartende mittlere DNA-Schadigung in rund einem

Finftel der Versuchszellen eine gut messbare GroRe darstellt und gleichzeitig ausreichend intakte Zellen bleiben.

DNA-Schédigung in Brutschrank und Kontrollkammer

Rickblickend auf die Experimente sollte eruiert werden, ob in der Kontrollkammer (KK) im Vergleich zum
Brutschrank (BS) mehr DNA-Schédigung auftrat. Hierzu wurden jeweils alle BS- (n=41) und KK-Daten (n=6) ohne
VC mit den Nativdaten (n = 136) verglichen (siehe Abbildung 6-9). Gegeniiber der DNA-Schadigung nach
dreistindiger Inkubation im Brutschrank als "Ausgangswert" flir die Untersuchung stieg die DNA-Schadigung bis
zur zweiten Stunde in der Kontrollkammer leicht an. Wahrend der Begasung in der Kontrollkammer blieb sie
konstant. Wurden die PBMCs hingegen weiter im Brutschrank inkubiert, blieb die gemessene Hoéhe der DNA-
Schéadigung Uber den gesamten Untersuchungszeitraum konstant. In der quantitativen Auswertung zeigte sich
entsprechend bei der Gegenuberstellung von BS und KK-Daten ein sehr geringer, jedoch nachweisbarer
Unterschied in der Hohe der DNA-Schadigung, die jeweils unter normobaren normoxischen Bedingungen induziert
wurde [105].
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Abbildung 6-9 DNA-Schadigung durch den Milieuwechsel wihrend des Experimentalverlaufs
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- KK Anschluss 1-4 h (insgesamt maximal 7 h) in der
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Bedingungen auftretende DNA-Schadigung bewegt sich in

dem kleinen Bereich zwischen M,,,., =0,875{0,500/1,500} bis
? maximal My, = 5,500{3,750/6,250}%Comets/200Zellen

—_
o
[1

(8}
1

(Mediane), wobei sich eine hohere, jedoch nicht im
Zeitverlauf progredient steigende DNA-Schadigung jeweils
nach Milieuwechsel (nativ nach BS und BS nach KK)
)

% Comets / 200 Zellen

andeutet. Dargestellt ist jeweils der Median mit 25/75% und
T 5/95% Perzentilen; visuelles Scoring, jeweils pro 200
ausgewertete Zellen.
&

§ J

LR PR ERERES

o)
%
%
%
%
%
%
%
%
&
%

Hinweise zum Anstieg der DNA-Schadigung unter Raumbedingungen fanden auch z. B. Roper et al. [102], die 8-
oxo-Guanine unter Raumbedingungen nachwiesen. Ursachlich kénnte sein, dass im Brutschrank
"physiologischere" Bedingungen herrschen, als in der Kontrollkammer, d.h. im Unterschied zur KK besteht ein
physiologischer pCO,, die Luftfeuchte ist gleichbleibend und es besteht keine dauerhafte Begasung. Hinzu kommt
der erneute Milieuwechsel, durch den sich die PBMCs an die neue Umgebung "gewdhnen" miissen. Ein solcher
Milieuwechsel konnte auch die héhere DNA-Schéadigung im BS im Vergleich zu der basalen DNA-Schadigung
erklaren. Insgesamt war jedoch zu beachten, dass der Bereich der DNA-Schadigung (Mnav = 0,875{0,500/1,500}
bis maximal Mikan = 5,500{3,750/6,250}%Comets/200Zellen), die in PBMCs unter normobaren normoxischen
Bedingungen auftrat, sehr viel geringer war als der, der unter hyperbaren hyperoxischen Bedingungen in PBMCs
auftrat. Aus diesem Grund und da die Belastung fir alle untersuchten PBMCs jeweils gleich war, wurde die DNA-

Schadigung unter normobaren normoxischen Bedingungen nicht in die Bewertung der Ergebnisse mit einbezogen.

VC und PBMCs

Bevor schlieflich Untersuchungen des Einflusses von VC auf PBMCs unter hyperbarer Oxigenierung
vorgenommen werden konnten, musste weiterhin untersucht werden, ob VC unter den weitgehend
physiologischen Bedingungen des Brutschranks die DNA-Schadigung von PBMCs beeinflusst. In Untersuchungen
mit allen fiir die Studie relevanten VC-Konzentrationen und Inkubationszeiten wurde jedoch gefunden, dass VC
weder einen protektiven, noch einen schéadigenden Effekt hat (siehe Kapitel A - 1.2). Dieses Ergebnis war zu
erwarten, da VC zum einen in den relevanten Konzentrationen eine zu geringe pH-Wert-Veranderung hervorruft,
um aufgrund der Saureeigenschaften schadigend zu wirken hat (siehe Kapitel A - 1.2). Zum anderen unterliegt die
aktive Aufnahme (lUber Transporter, siehe Kapitel A - 5.3) von VC in Leukozyten im Gegensatz zu einigen
Tumorzellen (vgl. Kapitel 5.2.3) einer Sattigungskinetik [173][186][187][241], weshalb eine Aufnahme letaler
Konzentrationen ausgeschlossen ist. Entsprechend findet sich auch in den Untersuchungen in der KK kein Hinweis
auf DNA-Schadigung durch VC (Moumve = 0,500{0,500/1,500}, Mwmirsoumve = 4,000{3,500/6,500}, Mronnersopmve =
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4,000{3,000/6,500}, M-mir100pmve = 3,250{1,875/7,50), M-ometoopmve = 4,500{2,125/6,375}, Memirooopmve =
5,000{3,000/7,000}, Mrohner200umvc =4,750{3,000/7,500}, Memiraooumve = 3,500{1,125/6,125}%Comets/200Zellen.
Sauerstoffbelastung "mit" oder "ohne" VC im Probenpuffer

Der letzte Schritt der Voruntersuchungen war zu beurteilen, ob das VC wahrend der hyperbaren Oxigenierung im
Probenmedium belassen werden oder herausgewaschen werden sollte. Deshalb wurden Versuchsergebnisse "mit"
und "ohne" VC wahrend der Sauerstoffliberdruckbelastung bei 400 und 500 kPa gegentibergestellt (siehe Kapitel A
- 1.2). Grundsétzlich war die DNA-Schadigung der Untersuchungen "mit" VC im Probenmedium geringer, wenn
auch in den meisten Untersuchungen nicht signifikant. Da jedoch dieser Effekt in der KK {berhaupt nicht auftrat
und aufgrund der Reproduzierbarkeit dieser Beobachtung, sollte der offensichtliche Unterschied zwischen
Herauswaschen des VCs vor bzw. Belassen des VCs wéhrend der hyperbaren Oxigenierung in den
Hauptuntersuchungen genauer beleuchtet werden. Ursachlich fir die geringere DNA-Schadigung mit VC im
Probenpuffer wahrend der Sauerstoffbelastung kénnte sein, dass flir die PBMCs die Méglichkeit besteht, wieder
oder weiter VC aufzunehmen, wenn die VC-Vorrate abgebaut sind. Zudem ist auch eine Reaktion des im
Zellmedium gelésten VCs mit Sauerstoff denkbar, bei der zumindest die aktivierte Form des O, der Singulett-

Sauerstoff, unschadlich gemacht werden kénnte.

Schlussfolgerung: Aufgrund der Beeinflussung der H6he der DNA-Schédigung durch VC wurde
geschlossen, dass das Modell der hyperbaren Oxigenierung geeignet ist, um den Einfluss von VC auf
DNA-Schédigung in PBMCs unter Bedingungen erh6hten oxidativen Stresses experimentell zu
bestimmen. Fiir die Hauptuntersuchungen blieb nach Evaluation der (ibrigen Einflussfaktoren Folgendes
Zu kléren:

1. Wie genau wird die Héhe der DNA-Schédigung unter hyperbarer Oxigenierung durch unterschiedliche
Konzentrationen von VC beeinflusst?

2. Welchen Einfluss hat ein Herauswaschen bzw. Belassen des VC im Probenmedium wéhrend der
hyperbaren Oxigenierung?

In beiden Fragestellungen sollten, um die VC-Einfliisse genauer beurteilen zu kénnen, auch héhere VC-
Konzentrationen (400 uM VC) auf ihre Wirksamkeit untersucht werden. Dabei wurde die offensichtlich
groBere Wirksamkeit von VC bei hbheren Sauerstoffpartialdriicken sowie der Einfluss von VC bei
Auswaschen bzw. Belassen des Vitamins wéhrend der hyperbaren Oxigenierung berticksichtigt/y.

" In den Vorversuchen mit VC wurde die erhdéhte VC-Konzentration (400uM) unter identischen Versuchsbedingungen
ergénzt. Der Ubersicht halber wurde darauf verzichtet, dies bei der Versuchsbeschreibung zu erwiahnen.
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A-2 Probandeninformation

Probandeninformation zur Studie

,» Einfluss von Hyperoxie auf die Inmunkompetenz von Tauchern und Kampfschwimmern‘

Priifstelle: Sektion Maritime Medizin
am Institut fiir Experimentelle Medizin des UK-SH
c/o Schifffahrtmedizinisches Institut der Marine
Kopperpahler Allee 120
24119 Kronshagen

Ansprechpartner: FLA PD Dr. med. A. Koch
Tel: 0431-5409-1503

e-mail: a.koch@iem.uni-kiel.de

Sehr geehrte Studienteilnehmer,

vielen Dank fiir Ihre Bereitschaft, diese Information zur Studie durchzulesen und sich damit
auseinander zu setzen. Selbstverstdndlich beruht Thre Teilnahme auf Freiwilligkeit. Sie kdnnen jederzeit
ohne Angabe von Griinden von der Studie zuriicktreten, ohne dass IThnen dadurch Nachteile entstehen.

Sie wurden bereits auf die geplante Studie angesprochen. Der nachfolgende Text soll Thnen die Ziele
und den Ablauf erldutern. Bitte zogern Sie nicht, alle Punkte anzusprechen, die Thnen unklar sind. Sie

werden danach ausreichend Bedenkzeit erhalten, um iiber Ihre Teilnahme zu entscheiden.

Hintergrund der Studie

Diese Studie soll helfen zu kldren, welche Auswirkungen Sauerstoff in erhdhten Konzentrationen
(Hyperoxie) auf die Immunzellen und ihre Funktion im menschlichen Organismus hat. Erhohte
Sauerstoffkonzentrationen treten z. B. beim Tauchen oder bei einer Hyperbaren Oxigenierungstherapie

(HBO) zur Behandlung von Tauchunfillen auf.

Aus wissenschaftlicher Literatur ist bekannt, dass 2 bis 4 % des aufgenommenen Sauerstoffs in
Sauerstoffradikale umgewandelt wird. Dies geschieht wihrend des Ablaufs der Atmungskette in den
Korperzellen. Die Atmungskette ist fiir die Sauerstoffverwertung und die Energieproduktion in den

Zellen zustindig. Auf Grund eines ausgefeilten Schutzsystems ist der Korper unter ,,normalen



V Anhang 100

Bedingungen® in der Lage, diese Sauerstoffradikale abzubauen. Beim Tauchen und auch bei sportlicher
Belastung kommt es durch eine erhohte Sauerstoffaufnahme zur Entstthung von mehr
Sauerstoffradikalen, die die Abbaukapazitit dieses Systems iiberfordern konnen. Dies wird als
oxidativer Stress bezeichnet. Die Folge des oxidativen Stresses ist eine Schidigung der Zellen. Hiufig
wird der entstandene Schaden unzureichend repariert. Bleibende Schiden kénnen unter anderem zu
Anderungen am Erbgut (DNA) der Zellen fithren. Ein Einfluss auf das Immunsystem des Menschen
durch die Verdnderung von Zellen und ihrer DNA wird vermutet. Dies kann zu einer Abwehrschwiche

gegeniiber Krankheitserregern, Krankheitsentstehung oder sogar Krebsentstehung fiihren.

Es ist nachgewiesen, dass eine Abhéngigkeit zwischen der Menge der Sauerstoffaufnahme und der
entstehenden Sauerstoffradikalkonzentration besteht. Je hoher die Sauerstoffaufnahme, desto hoher ist
die Radikalentstehung. So sind Taucher und Tauchmedizinisches Personal wihrend ihrer Arbeitszeit
einer hoheren Radikalbelastung ausgesetzt, als Nichttaucher. Auch Leistungssportler sollen einer
erhohten Radikalbelastung ausgesetzt sein, da sich bei Ausdauerbelastung ebenfalls eine hohere

Sauerstoffaufnahme des Korpers zeigt.

Ein besonderes Augenmerk dieser Studie liegt auf dem Vergleich des Einflusses von Hyperoxie auf die
Immunzellen dieser unterschiedlichen Probandengruppen (Nichttaucher, Taucher und Sportler). Unsere
Vorversuche zeigten, dass eine wiederholte Exposition gegeniiber oxidativem Stress zu einer
Gewohnung der Zellen fithren kann. Die Ergebnisse sollen aus arbeitsmedizinischer Sicht
helfen,Risikogruppen besser einschitzen zu kdnnen, um diese vor moglichen gesundheitlichen Risiken

effektiver schiitzen zu konnen.

Im Zusammenhang der beschrieben Schidigung von Immunzellen durch Hyperoxie soll auch ein
moglicher therapeutischer Einsatz von Vitamin C erprobt werden. Dabei soll im Zellexperiment
untersucht werden, ob verschiedene Konzentrationen des AntioxidantsVitamin C oder anderen
Antioxidantien gegen den schidigenden Einfluss vonhyperoxischen Schéiden eingesetzt werden kénnen.
Hierbei sollen ausschlielich Blutzellen von ménnlichen Probanden der Probandengruppe I verwendet

werden.

Aus diesem Grund méchten wir von Thnen Blut- und Urinproben gewinnen, um Riickschliisse auf die
Hohe des oxidativen Stresses ziehen zu konnen, dem Sie im Rahmen Ihres tdglichen Lebens, Threr

dienstlichen Titigkeit oder ihres Hobbys ausgesetzt sind.

Aus ihrem Blut sollen die Immunzellen isoliert werden. AuBlerhalb ihres Korpers soll dann die DNA
dieser Zellen auf ihre Schidigung durch Sauerstoffexposition (nach Tauchen bzw. Sport) untersucht

werden. Diese Schiddigung kann in Form von Doppelstrangbriichen unter dem Mikroskop sichtbar
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gemacht werden. Es wird kein Gentest vorgenommen. Nach einer weiteren Sauerstoffinkubation
derZellen in einer Druckkammer soll weiterhin die Lebensfahigkeit, die mogliche Einleitung eines
Zelltodes (Apoptoseinduktion), deren Ausmall einer eventuellen Apoptoseresistenz und der
Aktivierungszustand der Zellen untersucht werden. Eine Immunmodulation durch Sauerstoffeinwirkung
soll durch Nachweis von entziindungsférdernden und —hemmenden Stoffwechselprodukten der Zellen
(Zytokinen) untersucht werden.

Eventuell werden ihre Zellen fiir bis zu 72h in einer Zellkultur am Leben gehalten und oben genannte
Untersuchungen erneut durchgefiihrt. Hier soll die mogliche Gewdhnung ihrer Zellen an wiederholte
Sauerstoffexposition (Adaptationsmechanismen) nachgewiesen werden.

Aus ihrem Urin sollen die experimentellen Parameter 8 oxo-Guanine und dihydroxolierteBenzoate

(DHB) bestimmt werden, um die Hohe ihrer gesamtkorperlichen oxidativen Belastung anzuzeigen.

Der Versuch

Die obengenannte Studie wird in mehreren Teilabschnitten durchgefiihrt. Hierfiir werden Sie, je nach
Sauerstoffbelastungsprofil, vom Projektleiter in eine der vier Gruppen: 1. Nichttaucher, 2. Taucher in
Ausbildung (Soldaten), 3. Taucher und 4. Sportler eingeteilt. Fiir jeden Probanden ist mit einem
unterschiedlichen Zeitaufwand zu rechnen. Den genauen Zeitaufwand entnehmen Sie bitte der unten
folgenden Gruppenbeschreibung. Die oben genannte Studie wird zur jeweils gleichen Tageszeit
durchgefiihrt, sodass die Ergebnisse vergleichbar sind. Die eventuell notwendige Tauchausriistung wird
gestellt, aber auch eigene Ausriistung kann verwendet werden.

Eine besondere Diit muss nicht eingehalten werden, es wire jedoch schén, wenn Sie am Abend vor den
Blutabnahmen bzw. der Sauerstoff-Exposition Alkohol meiden und ausreichend schlafen. Wenn Sie
Raucher sind, bitten wir Sie, ab 2 Stunden vor der Blutabnahme bzw. der Sauerstoff-Exposition nicht

mehr zu rauchen.

A) Gehoren Sie zu der Nichttauchenden Kontrollgruppe 1: wird ihnen einmal morgens eine 27ml (3
Rohrchen a 9ml) Blutprobe abgenommen und Sie sollten eine 10ml Urinprobe abgeben.

Gehoren Sie zu denjenigen, deren Blutzellen in Experimenten zur Untersuchung von moglichen
protektiven Effekten von Vitamin C verwendet werden, wird einmalig eine Blutprobe von 18ml (2
Rohrchen a 9ml) entnommen.

Wenn Sie Soldat sind wird die Blutprobe zusammen mit der Arbeitsmedizinischen Blutprobe in der
TUKYV (Arbeitsmedizinische Untersuchungsstelle der Marine) entnommen und es entsteht fiir Sie kein
weiteres Risiko durch die Teilnahme an dieser Studie. Sind Sie kein Bundeswehrangehdriger wird die
Blutabnahme mittels einer sterilen Venenpunktion durch den Arzt oder Arzthelferin vorgenommen.
Diese vendse Blutentnahme stellt eine invasive MalBnahme mit den bekannten Risiken: Blutung,

Bluterguss, Nervenlédsion, Thrombose, Embolie und Infektion dar.



V Anhang 102

Thre maximale zeitliche Belastung ist mit einem Tag (Anreise, Gesprich, Probenabnahme, Abreise)
angesetzt.

B) Gehoren Sie zu der Gruppe 2 (Taucher in Ausbildung (Soldaten)) wird Thnen morgens vor, direkt
nach und 24h nach ihrem Sauerstoff-Toleranztest eine Blutprobe abgenommen und Sie sollten jeweils
eine Urinprobe von 10ml abgeben. Wenn moglich, legen Sie bitte ein giiltiges (nicht idlter als 2 Jahre/
bzw. bei iiber 40 jihrigen nicht dlter als 1 Jahr) Tauchsportirztliches Attest und zur Uberpriifung Ihrer
Taucherfahrung ihr Tauchlogbuch vor.

Der Sauerstofftoleranztest (2,8bar Druckkammerfahrt mit 100% Sauerstoffatmung iiber 30 Minuten)
erfolgt im Rahmen ihrer dienstlichen Tatigkeit. Die Erkldrung und Risiko-Aufklidrung iiber diesen Test
und vorherigen Untersuchung ihrer Tauchtauglichkeit erfolgt von ihrem Taucherarzt in der TUKV-
Untersuchungsstelle. Die Blutabnahme von jeweils 18ml (2 Rohrchen a 9ml) wird mittels einer sterilen
Venenpunktion durch den Arzt oder Arzthelferin vorgenommen. Sie stellt eine invasive Mafnahme mit
den bekannten Risiken: Blutung, Bluterguss, Nervenlidsion, Thrombose, Embolie und Infektion dar.
Wihrend des Sauerstofftoleranztests wird routinemifig eine Sauerstoffelektode iiber der
Nackenmuskulatur angebracht. Hier werden die Temperatur und die Sauerstoffsittigung der Muskulatur
kontinuierlich abgeleitet. Als Teilnehmer der Studie erhalten Sie drei weitere Sauerstoffelektroden, die
an ihrem linken Bein am Oberschenkel, sowie Schienbein und Wade angebracht werden. Hier werden
ebenfalls kontinuierlich die Temperatur und Sauerstoffséttigung abgeleitet.

Die Untersuchung und die Probenabnahme erfolgt wihrend ihrer Arbeitszeit. Thre maximale zeitliche
Belastung ist mit zwei Tagen (Tag 1: Anreise, Gesprich, Probenabnahme, Sauerstofftoleranztest,

Probenabnahme, Abreise; Tag 2: Anreise, Probenabnahme, Abreise) angesetzt.

C) Gehoren Sie zu der Gruppe 3 (Taucher, Minentaucher und Kampfschwimmer) wird Thnen morgens
vor, direkt nach und 24 h nach einem definierten Freiwasser- bzw. Druckkammertauchgang eine
Blutprobe und eine 10ml Urinprobe abgenommen. Bitte legen Sie ein giiltiges (nicht &lter als 2 Jahre/
bzw. bei iiber 40 jihrigen nicht #lter als 1 Jahr) Tauchsportirztliches Attest vor. Zur Uberpriifung Ihrer
Taucherfahrung legen Sie bitte Ihr Tauchlogbuch vor.

Taucher und Minentaucher:

Freiwassertauchgang oder Tauchgang in der Druckkammer (nasser Tauchgang): Atembelastung iiber 45
bis 60 Minuten mit Flossenschwimmen im aeroben Ausdauerbereich. Der jeweilige pO,, dem Sie bei
den Tauchgingen ausgesetzt sein werden, hingt vom Gasgemisch der Atemluft und der Tauchtiefe ab:
Tauchen mit Pressluft: maximale Tauchtiefe 40m (Sporttauchgrenze) — hierbei strenge Beachtung der
Dekompressionsgrenzen und entsprechender Auftauchverfahren.

Tauchen mit Nitrox(60% Sauerstoff und 40% Pressluft): maximale Tauchtiefe 15m - hierbei strenge
Beachtung der Dekompressionsgrenzen und entsprechender Auftauchverfahren.

Kampfschwimmer:
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Freiwassertauchgang oder Tauchgang in der Druckkammer (nasser Tauchganz): mit geschlossenem
Kreislauftauchgerit in maximaler Tauchtiefe von 7m (max. 1,6bar pO,), Flossenschwimmern inaeroben

Ausdauerbereich, maximale Tauchdauer bis zu 120min — hier strenge Beachtung der Hyperoxiegrenze.

Die Blutabnahme von jeweils 18ml (2 Réhrchen a 9ml) wird mittels einer sterilen Venenpunktion durch
den Arzt oder Arzthelferin vorgenommen. Sie stellt eine invasive MaBnahme mit den bekannten
Risiken: Blutung, Bluterguss, Nervenldsion, Thrombose, Embolie und Infektion dar. Die Risiken eines
Studientauchganges entsprechen denselben Risiken, denen Sie sich wihrend Ihrer dienstlichen Tétigkeit
bzw. Thres Hobbys aussetzen.

Wenn Sie Bundeswehrangehoriger sind erfolgt die Untersuchung, die Probenabnahme und ein
dienstlich definierter Ausdauertauchgang bzw. Druckkammertauchgang wéhrend ihrer Arbeitszeit.

Fir Sie, sowohl als Bundeswehrangehdriger oder Nicht Bundeswehrangehoriger, ist mit einer
maximalen zeitlichen Belastung von zwei Tagen (Tag 1: Anreise, Gesprich, Probenabnahme,
Tauchgang oder Druckkammerfahrt, Probenabnahme, Abreise; Tag 2: Anreise, Probenabnahme,

Abreise) zu rechnen.

D) Gehoren Sie zu der Gruppe 4 (Sportler) wird Thnen morgens vor, direkt nach und 24 h nach grofler
physischer Belastung eine Blutprobe und eine 10ml Urinprobe entnommen. Als Belastung ist eine
Ausdauereinheit im aeroben Ausdauerbereich geplant. Die Dauer der Einheit hiingt von der Sportart
Rudern/Schwimmen, ca. 45-90min Laufen/Radfahren. Entscheidend ist hier die Homogenitdt der
Belastung in der Gruppe, damit die Ergebnisse eine moglichst geringe Varianz aufweisen.

Die Blutabnahme von jeweils 18ml (2 Rohrchen a 9ml)wird mittels einer sterilen Venenpunktion durch
den Arzt oder Arzthelferin vorgenommen. Sie stellt eine invasive MaBnahme mit den bekannten
Risiken: Blutung, Bluterguss, Nervenlidsion, Thrombose, Embolie und Infektion dar.

Wenn Sie Bundeswehrangehoriger sind erfolgt die Untersuchung und die Probenabnahme wihrend
ihrer Arbeitszeit bei einer dienstlich definierten Ausdauerbelastung.

Fir Sie, sowohl als Bundeswehrangehoriger oder Nicht Bundeswehrangehériger, ist mit einer
maximalen zeitlichen Belastung von zwei Tagen (Tag 1: Anreise, Gesprich, Probenabnahme, sportliche

Ausdauerbelastung, Probenabnahme, Abreise; Tag 2: Anreise, Probenabnahme, Abreise) zu rechnen.

Anschlieend werden ihre Proben direkt unseren geplanten Untersuchungen zugefiihrt.

Welchen personlichen Nutzen haben Sie von der Studie?
Sie werden durch die Teilnahme an der Studie keinen personlichen Nutzen haben. Die Ergebnisse der
Studie konnten aber moglicherweise dazu beitragen, tauchmedizinische und sportmedizinische

Untersuchungen zu verbessern und somit ihre dienstliche Titigkeit sicherer zu gestalten.
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Dariiber hinaus leisten sie einen wesentlichen Beitrag zur Erweiterung des Wissens iiber die Wirkungen

von oxidativem Stress auf den menschlichen Organismus.

Welche Risiken sind mit der Teilnahme an der Studie verbunden?

Die Risiken, denen Sie wihrend der Studie ausgesetzt sind, sind nicht hoher als bei Ihrer normalen
dienstlichen Tétigkeit im Rahmen von einem Freiwasser- oder Druckkammer-Tauchgang und einem
Sauerstofftoleranztest, ihres Hobbys oder der iiblichen sportlichen Wettkampf- bzw.
Trainingsbelastung. Durch die Blutabnahme entstehen die bekannten Risiken: Blutung, Bluterguss,

Nervenlision, Thrombose, Embolie und Infektion.

Wer darf an der Studie nicht teilnehmen?

Schwangere Frauen diirfen an dieser Studie nicht teilnehmen, weder als Kontrolle noch als Taucher.

Der Grund hierfiir ist, dass schwangere Frauen generell nicht tauchen sollten. Um ein Schwangerschaft
moglichst sicher ausschlielen zu konnen, wird bei jeder weiblichen Studienteilnehmerin nach vorheriger
Aufklarung und schriftlicher Einwilligung ein Schwangerschaftstest im Urin durchgefiihrt.

Sollten Sie trotzdem wihrend der Studie schwanger werden oder den Verdacht haben, dass Sie schwanger

geworden sind, informieren Sie bitte umgehend den Versuchsleiter.

Tauchende Personen ohne entsprechende Tauchausbildung (mindestens PADI Open WaterDiver, CMAS *,
DIWA Open WaterDiver oder dquivalent)
Taucher ohne giiltiges Tauchsportérztliches Attest (nicht élter als 2 Jahre/ bzw. bei tiber 40

jahrigen nicht ilter als 1 Jahr)

Probanden mit akuter Erkrankung

Minderjihrige

Entstehen fiir Sie Kosten durch die Teilnahme an der Studie? Erhalte Sie eine
Aufwandsentschidigung?

Durch Ihre Teilnahme an dieser Studie entstehen fiir Sie keine zusétzlichen Kosten.

Fir Thre Teilnahme an dieser Studie konnen wir lhnen auf Grund der engen finanziellen

Rahmenbedingungen leider keine Aufwandsentschidigung anbieten.

Sind Sie withrend der Studie versichert?
Bundeswehrangehorige sind bei Teilnahme im dienstlichen Interesse direkt umfassend iiber den

Dienstherrn versichert. Nicht-Bundeswehrangehorige Taucher sind iiber die eigene DAN (Divers
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AlertNetwork) Versicherung International Diving Assurance Ltd. versichert. Nicht-Bundeswehr-
Angehorige Sportler sind iiber die ARAG Sportversicherung versichert.

Der Umfang des Versicherungsschutzes ergibt sich aus den Versicherungsunterlagen, die Sie auf
Wunsch ausgehiindigt bekommen.

Wenn Sie vermuten, dass durch die Teilnahme an der Studie lhre Gesundheit geschidigt oder
bestehende Leiden verstirkt wurden, zeigen Sie dies bitte unverziiglich dem Versicherer an, um Ihren
Versicherungsschutz nicht zu gefihrden, gegebenenfalls mit Unterstiitzung durch Thren Versuchsleiter.
Sofern Sie Thre Anzeige direkt an den Versicherer richten, informieren Sie bitte zusitzlich Thren
Versuchsleiter.

Bei der Aufkldrung der Ursache oder des Umfangs eines Schadens sind Sie zur Mitwirkung

verpflichtet, um den Schaden abzuwenden und zu mindern.

Name und Anschrift der Versicherung: ARAG Allgemeine Versicherungs-AG, Sportversicherung
Telefon: 0211 -963 38 34
Fax: 0211 - 963 36 26

Versicherungsnummer: SpV 1048515

Wir weisen Sie darauf hin, dass Sie auf dem Weg von und zur Priifstelle nicht unfallversichert sind.

Werden Thnen neue Erkenntnisse wihrend der Studie mitgeteilt?
Sie werden iiber neue Erkenntnisse informiert, die in Bezug auf diese Studie bekannt werden und die fiir
Ihre Bereitschaft zur weiteren Teilnahme wesentlich sein konnen. Auf dieser Basis konnen Sie dann Thre

Entscheidung zur weiterenTeilnahme an dieser Studie iiberdenken.

Wer entscheidet, ob Sie aus der Studie ausscheiden?
Sie konnen jederzeit, auch ohne Angabe von Griinden, IThre Teilnahme beenden, ohne dass IThnen dadurch

irgendwelche Nachteile entstehen.

Was geschieht mit ihren Daten?

Wihrend der Studie werden eventuell medizinische Befunde (Blutwerte der TUKV-Untersuchung) und
personliche Informationen von Thnen erhoben und in der Priifstelle in pseudonymisierter Form in Threm
personlichen Dokumentationsbogen niedergeschrieben. Pseudonymisiert bedeutet, dass keine Angaben von
Namen oder Initialen verwendet werden, sondern nur ein Nummern- und/oder Buchstabencode. Durch die

Codierung sind die Daten gegen unbefugten Zugriff gesichert.
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Aus Versicherungstechnischen Griinden und zum Nachweis einer ordentlich durchgefiihrten Medizinischen
Studie muss jedoch ihr Name und Geburtsdatum einmalig mit dem Code zusammen festgehalten werden.

Eine Entschliisselung erfolgt nur unter den vom Gesetz vorgeschriebenen Voraussetzungen.

Die Ergebnisdaten der Studie werden zusétzlich unter ihrem Pseudonym gespeichert, ausgewertet und

gegebenenfalls fiir eine statistische Auswertung an einen externen Statistiker weitergegeben.

Die gesetzlichen Bestimmungen enthalten ndhere Vorgaben fiir den erforderlichen Umfang der
Einwilligung in die Datenerhebung und -verwendung. Einzelheiten, insbesondere zur Moglichkeit eines
Widerrufs entnehmen Sie bitte der Einwilligungserkldrung die im Anschluss an diese Patienteninformation

abgedruckt ist.

Was geschieht mit ihren Blut- und Urinproben?
Die Blut- und Urinproben werden ausschlieBlich fiir diese Studie verwendet. Etwaiges Restmaterial wird

bei Abschluss der Priifung vernichtet.

Welchen Ansprechpartner haben Sie?
Sie haben stets die Gelegenheit sich zu weiteren Beratungsgespriachen und mit Fragen, die Thre Rechte und

Pflichten als Patient und Teilnehmer an der Studie betreffen, an die Priifstelle im Schifffahrtmedizinischen
Institut der Marine, Kopperpahler Allee 120, 24119 Kronshagen zu wenden. Als Projektleiter ist fiir Sie PD
Dr. med. A. Koch zustindig. Er ist auch unter der Telefonnummer 0431-5409-1503 oder e-mail:

a.koch @iem.uni-kiel.deerreichbar.
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Dokumentationsbogen 1

Studie:

,,Einfluss von Hyperoxie auf die Inmunkompetenz von Tauchern*

Im Dokumentationsbogen 1 soll der Probanden Name und das Geburtsdatum einer Probanden-
Identifikation, bestehend aus der Gruppenzugehorigkeit A bis E fiir Gruppe 1 bis 5 und einer
fortlaufenden Nummer von 1 bis 25, zugeordnet werden. Dieser Bogen wird in Papierform im
Studienordner I abgelegt. Fiir alle weiteren Dokumentationen wird die Probanden ID verwendet. Die
Ergebnisauswertung und Speicherung der Studienuntersuchungen erfolgt an den jeweiligen Labor PCs,

so dass hier keine Riickschlussmoglichkeit auf personalisierte Daten besteht.

Name:
Geburtsdatum:
Probanden ID:
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Aufkliarung zum Schwangerschaftstest fiir weibliche Studienteilnehmerinnen

Da bei einer Schwangerschaft generell nicht getaucht werden darf, soll bei Ihnen anhand eines B-HCG
Urintests vor Beginn der Studie eine Schwangerschaft ausgeschlossen werden. Da ein Urintest erst ab
Filligkeitstag der Periode zu mehr als 99% sicher eine Schwangerschaft nachweisen kann, besteht ein
Restrisiko schwanger zu sein. Dieses Restrisiko ist nur auszuschlieBen, wenn Sie nicht an der Studie
teilnehmen. Sollte eine Schwangerschaft nachgewiesen werden, fiihrt dies zum sofortigen Ausscheiden
von der Studie. Fiir Sie hat weder die Nichtteilnahme bzw. der Ausschluss von der Studie einen

Nachteil.

Ich erklédre mich bereit, einen Schwangerschaftstest im Urin durchfiihren zu lassen.

Unterschrift

Probandin Ort, Datum

Unterschrift Projektleiter Ort, Datum
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Einverstandniserklidrung zur Studie

,» Einfluss von Hyperoxie auf die Inmunkompetenz von Tauchern und Kampfschwimmern‘

Priifstelle: Sektion Maritime Medizin
am Institut fiir Experimentelle Medizin des UK-SH
c/o Schifffahrtmedizinisches Institut der Marine
Kopperpahler Allee 120
24119 Kronshagen

Ansprechpartner: FLA PD Dr. med. A. Koch
Tel: 0431-5409-1503

e-mail: a.koch@iem.uni-kiel.de

Ich bin ausreichend miindlich und schriftlich iiber die Studie, an der ich teilnehme, informiert worden.
Ich habe die Probandeninformation gelesen und verstanden. Meine Fragen zu der Studie sind zu meiner

Zufriedenheit beantwortet worden.

Ich weiB, dass ich freiwillig an der Studie teilnehme und dass ich jederzeit davon zuriicktreten kann,

ohne dass mir daraus Nachteile entstehen.

Ich bin damit einverstanden, dass meine unter einem Code pseudonymisierte Ergebnis-Daten zur
wissenschaftlichen Auswertung innerhalb der Forschungsarbeitsgruppe und eventuell an einen externen
Statistiker weitergeleitet werden. Mit einer Veroffentlichung der Ergebnisse bin ich ebenfalls

einverstanden.

Hiermit stimme ich einer Teilnahme an der oben genannten Studie zu. FEine Kopie der

Einverstindniserkldrung und der Versicherungsunterlagen habe ich erhalten.

Bei Frauen: Ich bestitige, dass ich nicht schwanger bin und, dass der durchgefiihrte

Schwangerschaftstest negativ war.
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Datenschutz:

Mir ist bekannt, dass bei dieser Studie personenbezogene Daten, insbesondere medizinische Befunde iiber
mich erhoben, gespeichert und ausgewertet werden sollen. Die Verwendung der Angaben iiber meine
Gesundheit erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor der Teilnahme an der Studie folgende
freiwillig abgegebene Einwilligungserkldrung voraus, das heif3t ohne die nachfolgende Einwilligung kann

ich nicht an der Studie teilnehmen.

1. Ich erklire mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie personenbezogene Daten,
Angaben iiber meine Gesundheit, iiber mich erhoben und in Papierform sowie auf elektronischen
Datentridgern beim Schifffahrtsmedizinischen Institut in Kiel aufgezeichnet werden. Soweit

erforderlich, diirfen die erhobenen Daten pseudonymisiert (verschliisselt) weitergegeben werden:
a) externe wissenschaftlich kooperierende Einrichtungen (z.B externer Statistiker)
b) ggf. an Drittmittelgeber im Rahmen der Berichterstattung, ggf. an die Ethikkommission

¢) im Rahmen der wissenschaftlichen Publikation der Ergebnisse

2. Ich bin dariiber aufgeklért worden, dass ich jederzeit die Teilnahme an der Studie beenden kann. Beim
Widerruf meiner Einwilligung, an der Studie Teilzunehmen, habe ich das Recht, die Loschung aller

meiner bis dahin gespeicherten personenbezogenen Daten zu Verlangen.

3. Ich erkldre mich damit einverstanden, dass meine Daten nach Beendigung oder Abbruch der Studie
mindestens zehn Jahre aufbewahrt werden. Danach werden meiner personenbezogenen Daten
geloscht, soweit nicht gesetzliche, satzungsméifige oder vertragliche Aufbewahrungsfristen

entgegenstehen.

Unterschrift Proband/in Name lesbar in Druckbuchstaben Ort, Datum

Unterschrift Projektleiter Ort, Datum




MEDIZINISCHE FAKULTAT X
DER CHRISTIAN-ALBRECHTS-UNIVERSITAT ZU KIEL

ETHIK-KOMMISSION

A.D. 1665

Universitats-Kinderklinik - Schwanenweg 20 - 24105 Kiel
Postadresse:

Arnold-Heller-StraBe 3 / Haus 9

Sektion Maritime Medizin Seee

PD Dr. Andreas Koch Telefax 0431 /897-6333

Institut fur Experimentelle Medizin des UK-SH ethikkomm@email.uni-kiel.de
Schifffahrtsmedizinisches Institut der Marine o

Kopperpahler Allee 120 : 13.9.2013
24119 Kiel Kronshagen

AZ: A 120/13 (bitte stets angeben)

Studienplan: Einfluss von Hyperoxie auf die Immunkompetenz von

Tauchern und Kampfschwimmern
Studienplan - Uberarbeitete Version mit Schreiben vom 26.08.2013,
Stellungnahme vom 26.08.2013 zu Schreiben der Ethik-Kommission
vom 17.06.2013,
Probandeninformation und Einverstandniserklarung - Uberarbeitete
Version mit Schreiben vom 26.08.2013,
Angebot ARAC Gruppenunfallversicherung vom 16.08.2013 mit Ver-
sicherteninformation

Antragsteller

und Projektleiter: PD Dr. med. Andreas Koch, Institut fiir Experimentelle
Medizin, Sektion Maritime Medizin, Schifffahrtmedizi-
nisches Institut der Marine, Kopperpahler Allee 120, 24119

Kronshagen
Datum des
Erstantrages: 08.04.2013
Datum des

tiberarb. Antrages: 26.08.2013

Votum

Die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Christian-Albrechts-Universitat zu
Kiel hat die zu dem oben genannten Antrag gemaR § 15 Berufsordnung (BO) der Arz-
tekammer Schleswig-Holstein eingereichten Unterlagen auf mégliche berufsethische
und berufsrechtliche Bedenken hin tiberpriift.

Die Kommission stimmt darin tiberein, dass gegen die Durchfiihrung der Studie nun-
mehr keine Bedenken bestehen.

Die im Folgenden aufgefiihrten Hinweise miissen beachtet werden:

1. Die Ethik-Kommission setzt voraus, dass Minderjahrige von der Studienteilnahme
ausgeschlossen werden. Ein Einschluss von Sportlern ist ab 18 Jahren zulassig. Daher
muss die Probandeninformation auf Seite 28 (Ausschluss:,Sportler unter 16 Jahre*) ge-

1



Seite 2 zum Az.: A 120/13

andert werden.

2. Die Ethik-Kommission setzt voraus, dass vor Studienbeginn eine Kopie der
Versicherungspolice vorgelegt wird, da dem Antrag lediglich ein Angebot der
Versicherung vorliegt, nicht die Versicherungspolice.

3. Es wird darauf hingewiesen, dass kinftige Anderungen der Studie der Ethik-
Kommission anzuzeigen sind und gegebenenfalls eine erneute Beratung erforderlich
machen.

4. Die ethische und rechtliche Verantwortung fur die Durchfiihrung dieser Studie ver-
bleibt beim Projektleiter und den an der Studie teilnehmenden Mitarbeitern.

5. Die Ethik-Kommission weist darauf hin, dass fur eventuell in Zukunft weitere
teilnehmende Zentren eine berufsrechtliche Beratung bei der jeweils fir sie zustandigen
Ethik-Kommission erforderlich ist.

6. Uber alle schwerwiegenden oder unerwarteten unerwiinschten Ereignisse, die
wahrend der Studie auftreten, muss die Kommission umgehend benachrichtigt werden.

7. Nach Abschluss der Studie erbittet die Kommission einen kurzen Bericht mit einem
Hinweis, ob im Laufe der Studie ethische oder juristische Probleme aufgetreten sind.

]

Prof<Dr. med. H. M. Mehdorn Dr. med. hristine Glinicke
orsitzender der Ethik-Kommission Geschéftsfuhrung der Ethik-Kommission

Nachfolgend sind die Mitglieder der Ethik-Kommission aufgefiihrt, die diese
Studie im Umlaufverfahren beurteilt haben:

Prof. Dr. med. R. Folster-Holst (Dermatologie)

Prof. Dr. med. N. Frey (Innere Medizin und Kardiologie)

Prof. Dr. med. Dr. jur. H.-J. Kaatsch (Rechtsmedizin)

Prof. Dr. med. H.M. Mehdorn (Neurochirurgie)

PD Dr. H. Niehaus (Harz- und Gefal3chirurgie)

PD Dr. med. S. Nikolaus (Innere Medizin)

PD Dr. med. D. Proppe (Innere Medizin und Klinische Pharmakologie)
PD Dr. med. A. Rohr (Neuroradiologie)

Dr. M. Schwinge (Propstin i.R.)
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A-4 Tailmoment und %Tail Intensity Auswertung

% Tail Intensity / 200 Zellen

Quantifizierung des Einflusses von hyperbarem Sauerstoff auf Probanden

Abbildung 6-10 DNA-Schadigung in PBMCs nach hyperbarer Oxigenierung in vivo

6

C L] L}
S &

K &

der hyperbaren Oxigenierung

Sauerstoffbelastung: 280kPa, 30 min

links: Darstellung der Ergebnisse aus der %Tail-Intensity-
Auswertung, dargestellt ist jeweils der Median sowie die
25/75% und 5/95% Perzentilen jeweils pro 200
ausgewertete Zellen, *** p <0,0001, n =14

unten: Tabellarische Aufstellung der Mittelwerte und
Standartabweichungen der Quantifizierung der DNA-
Schadigung in vivo aus visueller und softwaregestitzer
Analyse.

DNA-Schadigung vor und nach O, Toleranztest

visuell

™
Tl

Einheit

%/200 Zellen

/200 Zellen
%/200 Zellen

vor O, Toleranztest nach O, Toleranztest

MW SD MW SD
4,880 3,444 16,77 4,974
0,3101 0,1315 0,6412 0,2552
2,998  0,9465 4,192 1,018
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Untersuchung der Adaptation an die Exposition gegeniiber hyperbarem Sauerstoff

Abbildung 6-11 Median der DNA-Schadigung in Tailmoment-Auswertung nach hyperbarer Oxigenierung ex

vivo im Anschluss an repetitive O,-Belastung in vivo liber drei Monate

Tailmoment / 200 Zellen

0.0

N -

Stunden

Sauerstoffbelastung ex vivo 400kPa (1-6h); n=7

Abbildung 8-12: dargestellt ist jeweils der Median jeweils pro
200 ausgewertete Zellen (aus Griinden der Ubersicht ohne
Interperzentilranges); keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Graphen

Abbildung 8-13 links: Darstellung der Mittelwerte mit
Standartabweichungen jeweils pro 200 ausgewertete Zellen
rechts: Darstellung der der Median jeweils pro 200 ausgewertete
Zellen (aus Griinden der Ubersicht ohne Interperzentilranges);
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Graphen

Abbildung 6-12 DNA-Schadigung in %Tail Intensity-Auswertung nach hyperbarer Oxigenierung ex vivo im

EE=3 24h
6- 2W

% Tail Intensity / 200 Zellen

nativ  1h

Anschluss repetitive O,-Belastung in vivo liber drei Monate

nach O,-Exposition
in vivo

2h 3h  4h  5h
nach O,-Belastung ex vivo

6h 1

5=

% Tail Intensity / 200 Zellen

0 2 4 6
Stunden

Abbildung 6-13 Basale DNA-Schddigung in PBMCs nach dreimonatiger repetitiver O,-Belastung in vivo
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nativ 24h 1W 2W 3W 4W 5W nativ 24h 1W 2W 3W 4W 5W
PGC PGC

nach O,-Exposition in vivo nach O,-Exposition in vivo

Durchschnittliche Sauerstoffbelastung in vivo 160 kPa Uber 50 bis 120 min. mindestens 7 Mal pro Woche; dargestellt ist
jeweils der Median sowie die 25/75% und 5/95% Perzentilen jeweils pro 200 ausgewertete Zellen; n=7 links: ppgc/2an=0,0431
Proc/aw=0,0082 rechts: ppae/aan=0,0009, ppec/iw =0,0003, ppgc/w =0,0009, Ppac/aw=0,0058, ppac/sw =0,0439

Einfluss von Vitamin C auf PBMCs unter hyperbarer Oxigenierung
Abbildung 6-14 %Tail Intensity-Auswertung der DNA-Schadigung nach hyperbarer Oxigenierung in
Abhdngigkeit der Intensitdt der Belastung und der Vitamin-C-Konzentration nach Inkubation und wahrend

des Experiments

201 [EEEi ohne VCim Probenmedium
[EEE 400kPa 25+ [EEE mit wahrend der O,-Exposition
ACJ [EEE 500kPa # S
T’ * % *kk
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o o kk ok
N 8
} — 154
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B ] Vitamin C in uM
Vitamin C in uM

links: dargestellt ist jeweils der Median sowie die 25/75% und 5/95% Perzentilen jeweils pro 200 ausgewertete Zellen,
Signifikanztestungen: Sterne jeweils zum Kontrollwert (0 pM VC): pg/agommve = 0,0313 po200mmve = 0,0128 (p g00kpa = 0,0023,
P sookpa =0,0015); Rauten jeweils zwischen 400 und 500kPa (3 h.): pagoumve =0,0311, pagoumve =0,0064; Nygokpa =18, Nsgopa = 34

rechts: dargestellt ist jeweils der Median sowie die 25/75% jeweils pro 200 ausgewertete Zellen; psoumvc = 0,0007, psoumve =
0,0054, psoumvc<0,0001 jeweils zwischen "mit"/"ohne" VC; Sauerstoffbelastung: 500kPa, 3 h; Nughneny=34, Nuyipr =24
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A-5 Weitere Erganzungen

A-5.1 HBO-Therapie / Sauerstofftoleranztest

HBOZ - Hyperbaric oxygen therapy

Die Sauerstoffatmung bei Uberdruck ist als hyperbare Oxigenierung bekannt und wird zur Therapie (HBO-
Therapie) von verschiedenen akuten und chronischen Erkrankungen eingesetzt, z. B. Dekompressionskrankheit,
Verbrennungen, Kohlenstoffmonoxidvergiftungen, Tinnitus, schweren Weichteiltraumata oder bei schwieriger
Wundheilung z. B. Osteomyelitis und (aseptischen) Knochen- und Weichteilnekrosen [271][272][273]. Je nach
Indikation existieren unterschiedliche Protokolle der HBO-Therapie®? (z. B. (z. B. 100% O, 150kPa Uberdruck, 60
Minuten oder 100% O, 2,5 ATA (=245kPa), 3x20min [226]). Die Wirkweise dieser Therapie ist auf die erhdhten
Konzentrationen molekularen Sauerstoffs im Gewebe zurlickzufiihren, denn die erhdhte Sattigung von
physikalisch geldstem Sauerstoff im Blut fihrt zu einer verbesserten Sauerstoffversorgung in unterversorgten
Geweben. Somit kénnen z. B. strikt anaerobe Bakterien abgetotet werden [271][272][274]. Des Weiteren werden
der HBO-Behandlung immunmodulatorische Einfliisse zugeschrieben [274][273]. Die Entstehung von ROS ist bei

der HBO nur ein Nebeneffekt, der nur in den seltensten Fallen auch therapeutische Wirkung [274] hat.

Sauerstofftoleranztest

Der Sauerstofftoleranztest (100% O, 280kPa, 30min) [103][206] wird bei Personen durchgefiihrt, die regelmaRig
hochdosiertem hyperbarem Sauerstoff ausgesetzt werden, z. B. bei Kampfschwimmern der deutschen Marine. Mit
diesem Test soll Uberpriift werden, ob eine grofle Empfindlichkeit des Organismus gegenlber Sauerstoff vorliegt,
bei der es aufgrund der Neurotoxizitat hochdosierten Sauerstoffs zu Krdmpfen kommen kann (Sauerstofftoxikose)
[200].

A-5.2 Verwendung von Endonukleasen bei der Durchfiihrung des Comet Assays

In einigen Studien werden bei der Durchfihrung des alkalischen Comet Assays spezielle Eindonukleasen
eingesetzt, die durch "schneiden" der DNA an den entsprechenden Stellen oxidierte Basen sichtbar machen sollen
[275][276]. Hierdurch soll das AusmaR der DNA-Schadigung genauer quantifizieren werden. Allerdings wird durch
Verwendung eines Enzyms ein nicht vollstandig kontrollierbarer zusétzlicher Experimentalschritt nétig. Da in der
vorliegenden Arbeit lediglich untersucht werden sollte, ob DNA-Schédigung vorliegt, oder nicht, wurde von der

Verwendung von Endonukleasen abgesehen.

 Hyperbaric oxygen
38 HBO-Therapie ist nach dem Beschluss European Consensus Conference 1994 in Lille (Frankreich) als Exposition von 100%

Sauerstoff definiert, der unter Uberdurckbedingungen von mindestens 2ATA (=196kPa) und Uber einen Zeitraum von

mindestens 60min geatmet wird.
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A -5.3 Transportvon VC durch Zellmembranen

Es existieren zwei VC-Transporter-Systeme: GLUT1 und SVCT1/2. Der nahezu ubiquitar vorkommende [173][277]
Glukosetransporter 1 (GLUT1) ist eigentlich ein nicht-insulinabhé&ngiger Transporter fir Glukose. In Spezies, die
nicht in der Lage sind, VC zu synthetisieren®®, kann er jedoch neben D-Glukose und anderen Pentosen und
Hexosen auch VC in Form von DHA transportieren [139][187][278][280]. Die Aufnahme erfolgt als erleichterter
Transport entlang eines Konzentrationsgefalles. Der GLUT1-Transporter ist hauptsachlich verantwortlich fir die
Aufnahme von VC [173][281][282].

Daneben existieren auch spezialisierte natriumabhangige SVCTeee-Transporter (SVCT1 und SVCT2), die AA nach
intrazellulér transportieren kénnen. SVCT1 sind dabei vor allem in epithelialen Systemen wie Intestinum, Niere und
Leber vertreten, wohingegen SCVT2 in metabolisch aktiven und spezialisierten Geweben wie Gehirn, Auge oder
kernhaltigen Blutzellen, zu denen auch PBMCs gehéren, vorkommen [139], [186][278]. Uber diese Transporter
kénnen die entsprechenden Zellen ihren VC-Bedarf gezielt anpassen. Die intrazellulare Speicherung von VC findet
nach Aufnahme von AA bzw. nach Umwandlung von DHA in die reduzierte Form (AscH?) (z. B. durch
Gluthathionperoxidase katalysiert) als AA statt [173][282][277]. Fir intrazelluldare Membranen der Zellorganellen
sind lediglich GLUT1-Transporter beschrieben [173]. Mitochondrien haben zusétzlich GLUT10-Transporter, die
aber wie GLUT1 DHA transportieren [283]. Es kann also nur DHA in Zellorganellen gelangen. Dies liegt jedoch, da
DHA Produkt zahlreicher Reduktionsprozesse ist, in ausreichdem MaR vor, sodass der notwendige
Reaktionsschritt fir den ausreichenden Transport von intrazellulér in die Zellkompartimente keine Limitation der

Aufnahme darstellt.

In Studien, die sich mit der Substanz Vitamin C befassen, ist oft nicht genau nachvollziehbar, wann genau welche
Transportform entscheidend ist, vor allem in solchen, die sich allein mit der Wirkung von VC als Derivatgruppe

befassen. Meist wird jedoch, wie auch in dieser Studie, AAdd zur Untersuchung der VC-Wirkung verwendet.

B52 \jenschen und einige Primaten, Meerschweinchen, zu Forschungszwecken ODS (Osteogenic Disorder Shionogi) Ratten

[278][279]
““ Sodium-Vitamin C Co-Transporter
dd AA dissoziiert unter physiologischem pH-Wert grotenteils zum Ascorbat-lon (AscH’) (vgl. Kapitel 1.4)
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A - 5.4 Empfehlung zur Vitamin C-Zufuhr

Abbildung 6-15 Empfehlung zur Vitamin C- Zufuhr gemaB der Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung (DGE)

Alter
Vitamin C
mgiTag mgmad’

(Mahrstoffdichte)

m W
Siduglinge
0 bis unter 4 Monate? 50 25 26
4 bis unter 12 Monate &85 18 19
Kinder
1 bis unter 4 Jahre &0 13 14
4 bis unter 7 Jahre 0 1" 12
7 bis unter 10 Jahre 80 10 hh
10 bis unter 13 Jahre a0 10 hh
13 bis unter 15 Jahre 100 9 hh
Jugendliche und Erwachsene®
15 bis unter 19 Jahre 100 9 12
19 bis unter 25 Jahre 100 9 12
25 bis unter 51 Jahre 100 10 13
51 bis unter 65 Jahre 100 1" 14
65 Jahre und alter 100 12 14
Schwangere ab 4. 110 12
Monat
stillende* . 14

Berechnet fir Jugendliche und Erwachsene mit
Uberwiegend sitzender Tatigkeit (PAL-Wert 1,4)

Hierbei handelt es sich um einen Schatzwert
3Raucher 150 mgiTag

4Unter Berlcksichtigung der mit 750 ml Frauenmilch
sezernierten Vitamin C-Menge

A -5.5 Berechnungder Wellgréfden

GroRen: V = Volumen; r = Radius; h = Hohe

Formeln: V=n*r?xh daraus folgt: h = m‘;z fiir die Hohe der Flissigkeitsséule.
24-Well-Platten 96-Well-Platten
r=8mm=8x10"3m r=35mm=23,5%10"3m
V=1ml=1%x10"31=1%10"%m3 V=02ml=2%x10"%=2%10""m3
hy, = 11070 = 49741073 = 4974
%= @109 - PO 107 m] = 4974mm
h 2> 1077 5,197 x 10~3[m] = 5,197
= = * =
% T s (35%10°3)2 7 m Lmm
* 2
Verhaltnis Oberfldche (O = 1 * 12) zu Hohe der Fliissigkeitssaule — % = ”hr
%(8%10~3)2 *10—%
fir 24-Well-Platten= &0 — 201110~ _ 4 43, 102
hps 4,974%10
* * —352 * -5
fiir 96-Well-Platten= Z-C=1C " _ 3848410 7 _ 7 445 4 1073

hos T 5,197%1073
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Aus dieser Berechnung folgt, dass das Verhaltnis Oberflache (O) zu Hohe (h) der Fliissigkeitssaule deutlich groRer
fir die 24-Well Platten ist.

024 096
h24 h96

Aus dem groReren Oberflachen-Hohe-Quotienten ergibt sich, dass der Sauerstoff in den groReren Wells der 24-
Well Platten schneller zu den Zellen, die sich vornehmlich am Wellboden befinden, diffundieren kann und dort

oxidative DNA-Schadigung induziereneee,

%€ Zur genauen Berechnung der Gaslésung missten aufwendige Berechnungen angestellt werden, die die Loslichkeit von

Sauerstoff im Probenmedium bericksichtigt, die unter anderem von der Zusammensetzung des Probenmediums
(Osmolaritat, Inhaltsstoffe usw.) abhangig ist. Dies wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen, weshalb hier der ebenfalls
aussagekraftige Parameter des Verhaltnisses von Oberflache zu Hohe der Flussigkeitssdule angegeben ist.
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A-5.6 Erganzende Graphiken

Ergénzung zu Kapitel 5.2.2

Um den Verlauf des abnehmenden adaptiven Schutzes genauer beurteilen zu kénnen, wurden die bei O
Exposition ex vivo (1-6h) entstanden Daten der DNA-Schadigung in Abhangigkeit vom Abstand zum letzten
Tauchgang (24 h-5 W) ausgewertet (siehe Kapitel 4.2). In der Graphik (Abbildung 6-16) lasst sich ein anndhernd
sigmoidaler Verlauf der Kurven erkennen, wobei die maximale Steigung als Ausdruck des starksten Nachlassens
des adaptiven Schutzes zwischen 2 und 3/4 Wochen liegt. Dieser Verlauf einer Sattigungskurve ist beim 6h-
Graphen, also bei groRter gemessener O,-Exposition ex vivo, am deutlichsten, was die Aussage des

abnehmenden adaptiven Schutzes unterstreicht.

Abbildung 6-16 Abnahme des adaptiven Schutzes gegeniiber Sauerstoffbelastung ex vivo

-8 6h
o- 4h
v 2h
o- nativ

N
o
1

Sauerstoffbelastung 400 kPa, 1-6 h;
graphische Darstellung der MW+SD nativ
sowie nach 2 h, 4 h, 6 h ex vivo O,-
Belastung jeweils pro 200 ausgewertete
Zellen; dargestellt des visuellen Scorings,. n
=7 (aus Griinden der Ubersicht ist nur der
nativ-Graph und der nach jeder zweiten
Stunde dargestellt)

-
o
I

% Comets / 200 Zellen

]

[

0 . . .

24h W 2W 3W 4W 5W
nach in vivo Exposition

Diese Beobachtung des 2-3 wdchigen Anhaltens des adaptiven Schutzes stimmt mit einer weiteren Beobachtung
aus der bereits angesprochenen Studie von Witte et al. [16] Uberein. Die Ergebnisse dieser Studie lieRen
vermuten, dass in PBMCs von Probanden mit geringerem (< 21 Tage) zeitlichen Abstand zur letzten hyperbaren
Sauerstoffexposition in vivo weniger DNA-Schaden induzierbar waren, als nach groferem (> 21 Tage) zeitlichen
Abstand. Im Gegensatz zur genannten Arbeit konnten jedoch besser diskriminierbare Daten gewonnen werden, da
es sich bei der vorliegenden Studie nicht (wie bei der besagten Vorarbeit) um eine retrospektive Betrachtung,
sondern um eine prospektive Untersuchung handelte, in der die Zeitpunkte der Probennahmen exakt definiert

waren.
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Ergénzung zu Kapitel 5.2.3

Abbildung 6-17 DNA-Schadigung durch verschiedene Intensitdaten oxidativer Belastung und in Abhéangigkeit

von der Vitamin C-Konzentration

w
o
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Q
©
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8 208 Dargestellt ist jeweils der
; Median sowie die 25/75%
© Perzentilen jeweils pro 200 im
CE) visuellen Scoringverfahren
&) -+ 500kPa ausgewerteten  Zellen aus
X 104 -8 400kPa Druckkammeruntersuchungen
I - KK bei 400 und 500 kPa und aus
q i I Kontrollkammer (KK) (jeweils 3
[ h). Nagokpa =18 , Nsgokpa =34
C L] L] L) L}
0 100 200 300 400

Vitamin C in yM

In der graphischen Darstellung (Abbildung 6-17) der Ergebnisse der Untersuchung von DNA-Schadigung durch
verschiedenen Intensitaten oxidativer Belastung und in Abhangigkeit von der VC-Konzentration werden einige
Punkte deutlicher als in der Boxplot-Darstellung (vgl. Kapitel 4.3). Zunachst einmal ist der deutliche Unterschied in
der quantitativen DNA-Schadigung durch Erhéhung des Sauerstoffdrucks und damit des oxidativen Stresses
ersichtlich (po-200pmve = 0,00041). Weiterhin ist eindeutig abzulesen, dass zwischen 100 und 200 uM VC
offensichtlich die deutlichste Zellprotektion méglich ist und dass bis zu diesem Konzentrationsbereich die
protektive VC-Wirkung zunimmt. Die Graphik bietet zudem einen Hinweis darauf, dass bei groRerer oxidativer
Belastung die protektive Wirkung von VC schon bei niedrigeren Konzentrationen messbar eintritt. Dies kann daran
festgemacht werden, dass nach 500kPa O, Belastung zwischen 0 und 100uM VC ein starkerer "Riickgang" der
DNA-Schadigung eintritt. Die negative Steigung ist dabei signifikant gréer (po-1o0umvc = 0,0437) als nach 400 kPa

Sauerstoffiiberdruckbelastung.
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Abbildung 6-18 DNA-Schadigung in Abhangigkeit von der VC-Konzentration unter hyperbarer

Sauerstoffbelastung mit und ohne VC im Probenmedium
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Abbildung 6-19 Ex vivo induzierbare DNA-Schadigung kurz und in groBem Abstand zu repetitiver

Sauerstoffbelastung in vivo
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A-6 Chemikalien, Materialien und Laborgerate

A-6.1 Chemikalien

Ampuwa steril

Antibiotikum Penicillin/Streptomycin

Aqua dest. aus Reinwasseranlage

Ascorbinséure (L-Ascorbic-Acid)

DMSO (Di-metyl-sulfoxid)

Decontex Reiniger 12A

Decontex 21 CLF, mildalkalisch (fiir Sptilmaschine)
Ethanol vergallt 299,8%

Ethidiumbromid 10mg/ml

Ficoll-Paque Plus

Technische Puffer (STP10, 7, 4)

KCL (Kaliumchlorid)

KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat)

LMP (low melting point) Agarose

MEEO (mittlere Elektroendoosmose) Agarose, 1,5%
Na2EDTA(Natrium-Ethylandiaminotetraacetat)
NaCl (Natriumchlorid)

NaOH-Platzchen (Natriumhydroxid)

NazHPO4 (Natriumhydrogenphosphat)

Methanol

RPMI 1640-Puffer (w Hepes, w stabile glutamin, w/o NaHCO 3)

Rinderalbumin (BSA)

Salzsaure rauchend 37%

Sauerstoff

Spilmittel zur Reinigung von Laborgefalen
Stickstoff

Trizma®base 99,9%

Triton X-100

Trypanblau 0,4%

Wasser flir Autoklav: Demi-Wasser
Wasserschutzmittel ProAquaTop

A - 6.2 Materialien

Adapter fiir Monovetten
Becherglaser

Einmal-Pasteurpipetten 3ml
Einwegpipetten 10ml|

Eppendorf save lock tubes 1500ul, 2000ul
Erlenmeyerkolben

Falcontubes 15ml

Falcontubes cellstar 50ml

Farbekuvetten mit Objekitrager-Stander
Filter/Wagepapier

Fresenius kabi, Bad Homburg, D
Biochrom, D

Schiffmed. Inst., Kronshagen, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck chemicals, Darmstadt, D
Borer Chemie, Zuchwil, CH
Borer Chemie, Zuchwil, CH
Roth, Karlsruhe, D

Sigma, Steinheim, D

GE Healthcare, S

WTW, Weilheim, D

Merck chemicals, Darmstadt, D
Merck chemicals, Darmstadt, D
Sigma, Steinheim, D

Merck chemicals, Darmstadt, D
Merck chemicals, Darmstadt, D
Merck chemicals, Darmstadt, D
Merck chemicals, Darmstadt, D
Merck chemicals, Darmstadt, D
Roth, Karlsruhe, D

Biochrom, Berlin, D
Sigma-Aldrich, D

Merck chemicals, Darmstadt, D
Air liquide medical, Diisseldorf, D
ECOLAB Sekusept®

Air liquide medical, Diisseldorf, D
Sigma, Steinheim, D

Sigma, Steinheim, D

Sigma, Steinheim, D

Fischar, Saarbriicken, D

Geyer, Renningen, D

Sarstedt, Niimbrecht, D
Schott, Mainz, D

Assistent, Glaswarenfabrik Hecht, Sondheim, D
Sterilin Ltd., Newport, UK

Eppendorf, Hamburg, D

Brand, Wertheim, D

Roth, Karlsruhe, D

Greiner bio-one, Frickenhausen, D

Roth, Karlsruhe, D

Whatmann international Ltd., Maidstone, UK
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Leuko-sep® Rohrchen
Magnet-Rihrfische

Messzylinder

Mikrotiterplatte 96 Well Rundboden, transparent, 500pl
Mikrotiterplatte 24Well , transparent, 3ml
Monovetten 3ml Kalium-EDTA
Monovetten 9ml Li-Heparin

Objekttrager mit Mattrand

Objekitrager Deckglaser (24x60mm)
Parafilm

Pasteurpipetten (Glas)

Pipettenspitzen Ep T.L.P.S. (2,5ul, 10-20ul, 100pl, 200pl, 2500p1)

Praparatekasten
Zahlkammer Neubauer improved

A - 6.3 Laborgerite

Untersuchungskammern

Brutschrank

Experimentaldruckkammer
Experimentaldruckkammer-Bedienfeld
Digitalthermometer DT/G-10 und Sonde
Druckregler und Druckminderer ENIS02503
Drucksensor Edelgas

Gasflaschen

Probandendruckkammer Hydra 2000
Schwebe-Durchflussmesser Sho-rate
Thermobadheizer Ultrathermostat
Elektrophoresekammer

Sub-Cell GT Basic und Kabel
Elektrophorese-Spannungsversorger Consort EV 231
Elektrophoresebox, geschlossen
Zentrifugen

Zentrifuge Rotina 38R

Zentrifuge Hettich Mikro Rapid/K Typ 1303
Pipetten

Eppendorfpipetten (fix und variabel 25001, 10001, 100ul, 10ul)
Multipipette

Glaspipetten (10ml/20ml)

Mikroskopie

Fluoreszenzmikroskop BX 41 Olympus
Quecksilberlampe U-RFL-T Olympus
Mikroskop

Analysegeréte

Feinwaage EW420-3NM

Feinwaage CP1249-OCE

pH-Meter Inolab-IDS Multi9310
pH-Elektrode Sentix® 980

Greiner bio-one, Frickenhausen, D
Roth, Karlsruhe, D

Brand, Wertheim, D

Greiner bio-one, Frickenhausen, D
Greiner bio-one, Frickenhausen, D
Sarstedt, Nimbrecht, D

Sarstedt, Niimbrecht, D

Menzel, Braunschweig, D

Menzel, Braunschweig, D
Pechiney P.P., Chicago, USA
Brand, Wertheim, D

Eppendorf, Hamburg, D

Kartell, ltalien

Assistent, Glaswarenfabrik. Hecht, Sondheim, D

Merck chemicals, Darmstadt, D

Dréager, Llbeck, D

Haux-Live-Support, Karlsbad-lttersbach, D

Fuehler System enet international, Nirnberg, D

Messer group, Bad Soden, D

Fischer, Géttigen, D

Air liquide medical, Diisseldorf, D

Haux-Live-Support, Karlsbad-Ittersbach, D

Brooks Instruments, Emerson Process Managment, Haan, D
Colora, Lorch, D

Bio Rad, Californien, USA
Consort, Turnhout, Belgien
Bauhaus, Mannheim, D

Hettich, Tuttlingen, D
Polzin, Darmstadt, D

Eppendorf, Hamburg, D
Bio Rad, Californien, USA
Brand, Wertheim, D

Olympus, Tokyo, Japan
Olympus, Tokyo, Japan
Leica, Wetzlar, D

Kern u. Sohn, Balingen, D
Sartorius, Géttingen, D
WTW, Weilheim, D

WTW, Weilheim, D
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Reinwasseranlage
Reinwasseranlage

Kartusche Aqua dest. SG 2800SH und
Leitfahigkeitsmessgerat Typ P2-30

Kiihlgeréte

Kiihischranke (6°C)

Gefrierschrank (-25°C)
Gefrierschrank (-80°C)

Eisbereiter Hoshizaki FM

weitere Geréte

Heizblock fir Eppendorfgefale
Magnetheizriihrer  RCT basic
Mikrowelle R-200

Petziball®

Timer, digital RS427-613 Modell 2981
Trockenschrank Typ KTG 800
Vortexer Reaxcontrol

Wasserbad WNB 14
Reinigungsgeréte

Autoklav Typ 25 MV
Geschirrspiilmaschine Miele Professional G7893
Ultraschallbad Bransonic 32
Computer und Software

Geréte Software Comet Assay IV 4.11
Monitor Scott

Monitor SyncMaster 920N

PC Fujitsu

PC hp compagq

Statistik Software Prism 5.0a

Statistik Software Excel 2007
Textbearbeitungssoftware Word 2007

EYDAM, Kiel, D

Sg Water, Wasseraufbereitung und Regenerations
GmbH, Barsbittel, D

Liebherr, Ochsenhausen, D

Bosch, Miinchen, D

Binder, Tuttlingen, D

self-contained Hoshizaki (EU) Itd., Shropshire, UK

Gebr. Liebisch, Bielefeld, D

IKA Labortechnik, Staufen im Breisgau, D
Sharp electronics (EU), Hamburg, D
Brand, Mannheim, D

Conrad Electronics, Hirschau, D
Heraeus, Hanau, D

Heidolph intruments, Schwabach, D
Memmert, Schwabach, D

SHP Steriltechnik-AG, Detzel, D
Miele, Giitersloh, D
Branson, Dietzenbach, D

Perceptive Instruments Ltd., Shawnee, Kansas, USA
Scott, KdIn, D

Samsung, Seoul, Stidkorea

Siemens, Berlin u. Miinchen, D

Hewlett packard, Kalifornien, USA

GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA
Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA
Microsoft Corporation, Redmond, Washington
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A-7 Herstellung der Puffer, Losungen und Agarosegele

Zellaufbereitung
PBS Puffer

Natriumchlorid 8 g/l (136,9mM)
Kaliumchlorid 0,2 g/l (2,7mM)
Natriumhydrogenphosphat 1,44 g/ 1 (8,1mM )
Kaliumhydrogenphosphat 0,24 g/l (1,8mM)

pH-Wert 7,4 mit rauchender Salzsaure einstellen und
steril mit industriell gereinigtem und destillierten Wasser
auffillen

PBS-Puffer wird zum waschen der isolierten peripheren
mononuklearen Zellen verwendet, sowie zum Ansetzen
der Agarosegele

Comet Assay
Lyse-Puffer

1. Lyse-Puffer Stammldsung
Natriumchlorid 146,1 g/l (2,8M)

Natrium-Ethylandiaminotetraacetat (Na:EDTA) 37,2 g/l
(112mM)

TrisBase 1,2 g/l (11mM)

pH-Wert 10 mit Natriumhydroxid einstellen und mit
destilliertem Wasser auffiillen

2. Lyse-Puffer zur Verwendung
Lysepuffer Stammldsung

1% Triton X-100

10% Di-metyl-sulfoxid (DMSO)

Der 100ml Lyse-Puffer wird Lyse-Containern vorbereitet.
Vor der Verwendung muss der fertige Puffer mindestens
eine Stunde im Kuhlschrank gekihlt werden.

Elektrophoresepuffer

1. Elektrophorese-Stammldsung
Natriumhydroxid -Lésung

2. Elektrophorese-Stammldsung B = 200mM NazEDTA -
Lésung, pH-Wert 10 einstellen mit Natriumhydroxid

3. Elektrophoresepuffer zur Verwendung in destilliertem
Wasser mischen:

3% Elektrophorese-Stammldsung A
0,5% Elektrophorese-Stammlésung B

Der pH-Wert des fertigen Elektrophoresepuffers (pH>13)
muss vor jedem Gebrauch kontrolliert werden.

A = 10M

Neutralisationspuffer

400M TrisBase-Losung

pH-Wert 7 einstellen mit rauchender Salzséure
Ethidiumbromid-Gebrauchslésung

0,2% Ethidiumbromid-Ldsung

Alle diese Puffer und Ldsungen werden im
Kiihilschrank bei 4°C gelagert.

Agarosegele
Agarose zur Beschichtung der Objekttrager

1,5% MEEO-Agarose 1,5g/100ml PBS
1. Vorbereitung der Objekttrager

Vor der Beschichtung werden die Objekttrager
gewaschen, um Stérungen im Agarose-Gel vorzubeugen.
Zunachst werden sie  mit Waschlésung im
Objekttragerhalter eingewirkt und gewaschen. Die
Waschlésung wird mit klarem warmem Wasser entfernt,
dann wird mit destilliertem Wasser gespiilt. Anschlieend
erfolgt die Reinigung im Ultraschalllbad im Kontainer
3x15min in destillietem Wasser und 1x15min in
Methanol. Die Trocknung erfolgt im Trockenschrank.

2. Herstellung der Agarose und Beschichtung der
Objekttrager

PBS wird mit 1,5% MEEO-Agarose vermischt und dreimal
aufgekocht. Ein 50ml Falcon Tube wird mit fliissiger
Agarose gefillt und die gereinigten Objekttrager einzeln
unter Freilassung des Markierfeldes eingetaucht.
AnschlieBend  wird die Agarose von einer Seite des
Objekttragers wieder entfernt und die Objekttrager werden
waagerecht zum trocknen ausgelegt. Wahrend der
Beschichtung der Objekttrager wird die flissige Agarose
im Wasserbad bei 60°C gelagert. Die Trocknung findet
Uber Nacht bei Zimmertemperatur statt. Die beschichteten
Objekttrager werden bis zur Verwendung bei
Zimmertemperatur gelagert.

Tréger-Agarose zur Einbettung der Zellen
Low Melting Point Agarose 500mg/100m| PBS
Herstellung und Aliquotierung

PBS wird mit LMP-Agarose vermischt und zweimal
aufgekocht. AnschlieBend werden 1,5ml Eppendorf-
Gefale jeweils mit 125ul der flissiger Agarose befilllt.
Wahrend der Aliquotierung wird die fllissige Agarose im
Wasserbad bei 40°C gelagert.

Lagerung der Eppendorf-Gefale erfolgt im Kihlschrank
bei 2-8°C.
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CONCENTRATION DEPENDANT ANTI- AND PRO-OXIDATIVE EFFECTS OF VITAMIN C IN
PBMCS UNDER OXIDATIVE STRESS

J. Manger, W. Kdhler, F. Tillmans, C. Wohlrab, S. Klapa, A. Koch
German Naval Medical Institute — Section of Maritime Medicine of the Christian-Albrechts-University, Kiel, Germany
Contact: J. Manger: jessciamanger@riehehoefe.de, Prof. Dr. Andreas Koch: a.koch@iem.uni-kiel.de

Introduction

Vitamin C (VC) evidently is a potent antioxidant able to decrease oxidative damage e.g. induced by reactive oxygen
species (ROS). Likewise VC is decreased by oxidative agents in organism. In contrast there is also evidence of pro-
oxidative capacity of VC. In the present study the effect of VC under oxidative stress by means of hyperbaric oxygen was

determined ex vivo.

Methods

Freshly isolated peripheral mononuclear blood cells (PBMCs) from male healthy 20 to 30 year old subjects were pre-
incubated (3 h) with 0, 50, 100, 200 or 400 uM VC. VC was then washed out and PBMCs were exposed to 400 (n = 22)
or 500kPa (n = 34) hyperbaric oxygen (100%). Afterward, the same experiment was performed without washing out VC
before exposure to oxidative Stress (n = 24). DNA damage was determined by means of alkaline Comet Assay calculating
the percentaged amount of DNA damage by a visualized binary scoring system as well as analyzing the computerized
estimation of “Tailmoment” and “% Tail DNA” of 200 PBMC:s, respectively. Pre and post experimental cell viability was
determined by trypan blue staining.

Results
When VC is present in PBMC buffer during hyperbaric oxygenation VC decreases DNA damage in a concentration

dependant manner up to 200 uM VC (maximal physiological serum VC = 100 uM). Comparing VC data to control (0 uM

VC) VC decreases DNA damage induced by 400kPa O, at concentrations of 200pMVC (pgoumve = 0,0246). At higher
O, pressure (500 uM) VC shows significant DNA damage decreasing effects at concentrations of 100 and 200uM VC
(Ponooumve = 0,0029, pyropamve = 0,0051). However, at 400uM VC DNA damage was increased significantly (pygp, 02=
0,0244; Psyorpa 0o = 0,0012). In contrast to these findings no increase of DNA damage has been seen when VC was washed
out before hyperbaric oxygenation (HBO). Hence significantly higher quantity of DNA damaged PBMCs have been
detected when VC was present during HBO.

VC itself, intra-experimental changes of pH value or washing of cells didn't influence cell viability or DNA damage. Cell
viability was not influenced by VC or hyperbaric oxygen.

Conclusion

VC present during hyperbaric oxygenation is able reduce DNA damage. However, when physiological concentrations of
VC are widely exceeded pro-oxidative character of VC predominates. Pro-oxidative properties of VC apparently depend
on presence of VC during HBO since there has been seen no increase but a decrease of DNA damage in comparison to
control when VC has been washed out before the experiment.

Key words: Hyperoxia, DNA damage, Comet Assay, vitamin C, antioxidative, pro-oxidative
(357 words, 1906 characters)



Genotoxicity of hyperbaric oxygen and
reversible DNA-protecting adaptation induced by

repetitive exposure

J. Manger, W. Kahler, F. Tillmans,
C. Wohlrab, S. Klapa, A. Koch
German Naval Medical Institute

Section of Maritime Medicine of CAU
Kiel-Kronshagen, Germany

Aims and Introduction

There is evidence for genotoxicity of hyperoxia, but

adaptive protective processes seem to be be induced, too.

Aim of the study:

1. To determine the amount of double-strand breaks in
PBMCs (peripheral mononuclear blood cells) after a
single exposure to high-dose hyperbaric oxygen in
vivo.

2. To monitor the decline of the protective adaptation
after a phase of repetitive exposures to hyperbaric
oxygen in professional closed-circuit divers in a
prospective approach.

Methods

1. DNA-damage was determined in PBMCs from subjects
(n=12) immediately before and after a 30 minutes
mandatory oxygen tolerance test (pO,=280kPa). All
subjects were males of the same age and personal
situation who have never been exposed to hyperbaric
oxygen before.

2. Likewise by determining DNA-damage in freshly
isolated PBMCs the baseline of DNA-damage was assigned
in professional divers (n=7) 24 hours after a three-month
period of about 85 repetitive mainly physically strenuous
closed-circuit dives (50 to 120 min, pO,=160kPa). The
same PBMCs were then exposed to hyperoxia (400kPa,
p0O,=100%) ex vivo and DNA-damage was determined
hourly for 6 hours. The same experiment was performed
weekly at PBMCs of the same subjects over a five weeks
period without any further exposition to hyperoxia. All
subjects were males of the same age taking part in the
same schooling program.

The DNA-damage of either investigation was determined
by means of the alkaline Comet Assay calculating the
percentaged amount of DNA-damage by a visualized
binary soring system as well as analyzing the
computerized estimation of “Tailmoment” and “% Tail
DNA" of 200 PBMCs, respectively.

Results
1. PBMCs after oxygen tolerance test showed highly
significant (p<0,001) more DNA-damage.

2. The prospective approach revealed that baseline DNA-
damage increases significantly (p,4n/5w<0,001) comparing
the first and last determination. Furthermore, percentage
of cells with DNA-damage increased hourly under 400kPa
and 100% O, in an almost linear way. Slopes of graphs
from data raised 24 hours after last oxygen dive were
significantly (Paan/3w=0,022; Paan/54,<0,001) smaller than
those raised after 3 to 5 weeks afterwards. Slope of graph
from data after 1 week was similar to 24 hours graph's
slope, likewise 4 and 5 weeks graph's slopes.
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Discussion

Hyperbaric oxygen is genotoxic to PBMCs. Repetitive
exposures to hyperoxia lead to in vivo adaptation of PBMCs
with less susceptibility towards hyperoxic stress afterwards.
This DNA-protecting effect of adaptation decreases with
time, whereas up to one week after last exposure
protection is still high.




CONCENTRATION DEPENDANT ANTI AND PRO-OXIDATIVEEFFECTS OF VITAMIN C IN PBMCS UNDER
OXIDATIVE STRESS

W. Kahler, ]. Manger, S. Klapa, F. Tillmans, B. Grams, T. Demetrowitsch, A. Koch
German Naval Medical Institute — Section of Maritime Medicine of the Christian-Albrechts-University, Kiel,
Germany

Contact: A. Koch<a.koch@iem.uni-kiel.de>

W. Kdhler<w.kaehler@iem.uni-kiel.de>
Introduction
Vitamin C (VC) is a potent antioxidant able to decrease oxidative damage e.g. induced by reactive
oxygen species (ROS). LikewiseVCis decreased by oxidative agents in organism. In contrast there
is also evidence of pro-oxidative capacity of VC. In the present study the effect of VC under
oxidative stress was determined ex vivo inducingROS by means of hyperbaric oxygen.

Methods

Freshly isolated PBMCs (peripheral mononuclear blood cells) from male healthy 20 to 30 year
old subjects were exposed to 400 (n=22) or 500kPa (n=34) hyperbaric oxygen (100%) in an
experimental pressure chamber after a three hours pre-incubation period with 0, 50, 100, 200
or 400uM VC ex vivo. In order to exclude or calculate any further influencing factor possible DNA
damage or cell viability influencingeffects of changes of pH value, washing of cells, pre-
incubation in incubator (37°C, 20%02, 5%pC0:) and the leaving VC in cell suspension while
exposure to hyperbaric oxygen were evaluated and method of analysis was adjusted. DNA
damage used as oxidative damage parameter was determined by means of alkaline Comet Assay
calculating the percentaged amount of DNA damage by a visualized binary scoring system as
well as analyzing the computerized estimation of “Tailmoment” and “% Tail DNA” of 200 PBMCs,
respectively.Pre and post experimental cell viability was determined by trypan blue staining.

Results

VC decreases DNA damage in a concentration dependant manner up to 200pM VC (maximal
physiological serum VCx100uM). Comparing VC data to control without VC decreasing effect of
100uM (only under 500kPa 032, psookra 02=0,0029; Bonferroni-level: Basookpa 02=0,0023; Bsookpa
02=0,0014) and 200pM VC (psookra02=0,0187; psookpa02=0,0051) resulted significant. At 400uM VC
DNA damage was increased significantly (paookpa02=0,0244; psookpa 02=0,0012). Comparing 400uM
to 200uM data DNA damage increasedwith even higher significance (400kPa pasooxpa02=0,0004;
Psookpa 02=<0,0001).Analyzing graphs of 0 to 200uM and 200 to 400uM VC's data it was found
that 400 and 500kPa's graphs are significantly different (p=0,00041). For200 to 400puM graphs
doesn’t exist enough data point to evaluate significance, but very different calculated y-
intercepts(ysookpa 02=8,710, ysookpa02=12,34) plus similar slopes ( slopes: Siookpa02=0,0427, Sso0kpa
02=0,0485) assume significant difference.

VC itself, intra-experimental changes of pH value or washing of cellsdidn't influence cell viability
or DNA damage. VC left in cell medium while exposure was determined up to 200uM VC to
hyperbaric oxygen resulted innon significantly less DNA damage than when washed out
before.Cell viability was not influenced by VC or hyperbaric oxygen.

Conclusion

VC at maximal or doubled maximal physiologic serum concentration reduces DNA damage
induced by hyperbaric oxygen ex vivo, whereas VC in concentrations as high as four times
maximal serum level increases DNA damage in PBMCs exposed to hyperbaric oxygen.

Key words: Hyperoxia, DNA damage, Comet Assay, vitamin C, antioxidative, pro-oxidative
(452 words, 2545 characters)



KONZENTRATIONSABHANGIGE ANTI- UND PROOXIDATIVE WIRKUNG VON VITAMIN C
UNTER HYPERBARER OXIGENATION

W. Kahler, J. Manger, I. Koch, S. Klapa, F. Tillmans, A. Koch
Schiffmedizinisches Institut der Marine - Sektion Maritime Medizin der Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel

Kontakt: W. Kahler<w.kaehler@iem.uni-kiel.de>
A. Koch <a.koch@iem.uni-kiel.de>

Einleitung: In der Literatur werden sowohl antioxidative als auch prooxidative Eigenschaften des
Vitamin C (VC) in in-vivo als auch in in-vitro Versuchen beschrieben. Um die Bedingungen fiir die
unterschiedlichen Wirkmechanismen zu erforschen, wurden in dieser Studie die Wirkungen von VC in
einem hyperoxischen und hyperbaren in-vitro Modell untersucht.

Methoden: PBMCs (Peripheral Mononuclear Blood Cells) von gesunden maénnlichen 20 bis 30
jahrigen Probanden wurden unmittelbar nach Isolation drei Stunden mit VC (0, 50, 100, 200 oder
400uM VC) im Brutschrank vorinkubiert und anschlieBend in einer Experimentaldruckkammer
hyperbarem Sauerstoff (100%, 400/500kPa) ausgesetzt. AbschlieBend wurde als MaR fiir einen
oxidativen Schaden die Anzahl DNA-geschadigter PBMCs mit dem alkalischen Comet Assay in jeweils
200 Zellen pro Proband bestimmt und mit einem binaren visuellen Scoring-Verfahren ausgewertet.

Ergebnisse: Die Versuche zeigten, dass die PBMCs nach Inkubation mit VCin den Konz. 50, 100 und
200 uM und anschlieender Belastung mit Sauerstoff deutlich und zum Teil signifikant weniger DNA-
geschadigte Zellen aufwiesenals in der Kontrolle (OuM VC). Im Gegensatz dazu zeigten die Zellen, die
vor der Sauerstoffbelastung mit 400uM VC inkubiert wurden, signifikant mehr DNA-geschadigte
Zellen.

Zusammenfassung: Die Ergebnisse lassen schliefen, dass in den Versuchen unter hyperoxischen
Bedingungen der Zusatz von VC nur bis zur doppelten physiologischen Serumkonzentration zu einer
Reduktion DNA-geschadigter Zellen fihrt, wahrend deutlich hoéhere unphysiologische
Konzentrationen von VC DNA-Schaden fordern und somit prooxidativ wirken.

Key words: Hyperoxie, DNA-Schadigung, Comet Assay, Vitamin C, antioxidativ, pro-oxidativ



