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Abstrakt

Einleitung: Das Altern ist durch den fortschreitenden Verlust der physiologischen Kapazitit
gekennzeichnet. Auf zellularer Ebene sind zwei Schliisselkennzeichen des Alterungsprozesses
die Verkiirzung der Telomerlange (TL) und die zelluldre Seneszenz. Wiederholte intermit-
tierende hyperoxische Expositionen unter Verwendung bestimmter HBOT-Protokolle
(Hyperbare Sauerstofftherapie) konnen regenerative Effekte hervorrufen, die normalerweise
wahrend der Hypoxie auftreten. Ziel der aktuellen Studie war es zu evaluieren, ob HBOT TL
und seneszente Zellkonzentrationen in einer normalen, nicht-pathologischen, alternden
erwachsenen Bevolkerung beeinflusst.

Methoden: Fiinfunddreifdig gesunde, unabhédngig lebende Erwachsene im Alter von 64 Jahren
und alter wurden aufgenommen, um 60 tagliche HBOT-Expositionen zu erhalten.
Vollblutproben wurden zu Studienbeginn, am 30.7¢ und 60"¢" und 1-2 Wochen nach der let-
zten HBOT-Sitzung. Die Lange und Seneszenz der peripheren mononukledren Blutzellen
(PBMCs) wurden bewertet.

Ergebnisse: Die Telomerenlange von T-Helfern, T-zytotoxischen, natiirlichen Killer- und B-
Zellen stieg nach HBOT signifikant um tiber 20% an. Die signifikanteste Veranderung wurde in
B-Zellen beobachtet, die bei den 30"¢¥ Sitzung, 60"¢I Session und Post HBOT um 25,68%
+40,42 (p=0,007), 29,39%+23,39 (p=0,0001) bzw. 37,63%+52,73 (p=0,007).

Die Zahl der alternden T-Helfer ging signifikant um -37,30%=+33,04 nach HBOT zuriick
(P<0,0001). Die prozentualen T-zytotoxischen seneszenten Zellen sanken signifikant um
-10,96%+12,59 (p=0,0004) nach HBOT.

Zusammenfassend zeigt die Studie, dass HBOT signifikante senolytische Effekte induzieren
kann, einschlief3lich einer signifikanten Erh6hung der Telomerlange und der Clearance altern-

der Zellen in den alternden Populationen.
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EINLEITUNG

Das Altern kann durch den fortschreitenden Verlust der physiologischen Integritiat gekennze-
ichnet sein, was zu Funktionsstorungen und Anfalligkeit fiir Krankheiten und Tod fiihrt. Diese
biologische Verschlechterung gilt als Hauptrisikofaktor fiir Krebs, Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, Diabetes und Alzheimer. Auf zellularer Ebene gibt es zwei wesentliche
Kennzeichen des Alterungsprozesses: die Verkiirzung der Telomerlange und die zellulare
Seneszenz [1].

Telomere sind Tandemnukleotidwiederholungen am Ende der Chromosomen, die die genomis-
che Stabilitat aufrechterhalten. Telomere verkiirzen sich wahrend der Replikation (Mitose) auf-
grund der inhdrenten Unfdhigkeit, den Endteil des zuriickgebliebenen DNA-Strangs vollstandig
zu replizieren [2]. Die Telomerldnge (TL), die zwischen 4 und 15 Kilobasen misst, verkiirzt sich
allmahlich um ~20-40 Basen pro Jahr und ist mit verschiedenen Krankheiten, geringer
korperlicher Leistungsfahigkeit und kortikaler Ausdiinnung des Gehirns verbunden [3-5].
Wenn TL eine kritische Lange erreicht, konnen sich Zellen nicht replizieren und gehen zur
Seneszenz oder zum programmierten Zelltod tber [6]. Goglin et al. zeigten, dass Erwachsene
mit kiirzeren TLs erh6hte Sterblichkeitsraten aufweisen [7]. Verkiirzte TLs kdnnen ein direkt
vererbtes Merkmal sein, aber mehrere Umweltfaktoren wurden auch mit der Verkiirzung von
TL in Verbindung gebracht, darunter Stress, mangelnde kérperliche Ausdaueraktivitat,
tibermafdiger Body-Mass-Index, Rauchen, chronische Entziindungen, Vitaminmangel und ox-
idativer Stress [2, 8, 9].

Zellulare Seneszenz ist ein Stillstand des Zellzyklus, der durch Telomerverkiirzung [10] sowie
andere alterungsassoziierte Reize unabhdngig von TL wie nicht-telomerische DNA-Schiaden
verursacht werden kann [1]. Der Hauptzweck der Seneszenz besteht darin, die Vermehrung
geschadigter Zellen zu verhindern, indem ihre Ausscheidung tiber das Immunsystem ausgeldst
wird. Die Ansammlung von alternden Zellen mit dem Altern spiegelt entweder eine Zunahme
der Bildung dieser Zellen und/oder eine Abnahme ihrer Clearance wider, was wiederum den
Schaden verschlimmert und zum Altern beitragt [1].

Eine wachsende Zahl von Forschungen hat mehrere pharmakologische Wirkstoffe gefunden,
die die Telomerverkiirzungsrate reduzieren kénnen [11, 12]. Mehrere Lebensstil-
Interventionen, einschliefdlich Ausdauertraining, Didten und Nahrungserganzungsmittel, die
auf den Zellstoffwechsel und oxidativen Stress abzielen, haben relativ geringe Auswirkungen
(2-5%) auf TL berichtet.> [2,8,9].

Die hyperbare Sauerstofftherapie (HBOT) verwendet 100% Sauerstoff in einem
Umgebungsdruck, der hoher ist als eine absolute Atmosphare (ATA), um die Menge an
Sauerstoff zu erhdhen, die im Korpergewebe geldst ist. Wiederholte intermittierende hyperox-
ische Expositionen unter Verwendung bestimmter HBOT-Protokolle kdnnen physiologische
Effekte hervorrufen, die normalerweise wahrend der Hypoxie in einer hyperoxischen
Umgebung auftreten, das sogenannte hyperoxisch-hypoxische Paradoxon [13-16]. Darliber
hinaus wurde kirzlich gezeigt, dass HBOT kognitive Verbesserungen bei gesunden alternden
Erwachsenen liber Mechanismen mit regionalen Veranderungen im zerebralen Blutfluss in-
duzieren kann [17]. Auf zelluldrer Ebene wurde gezeigt, dass HBOT die Expression von
Hypoxie-induziertem Faktor (HIF), vaskuldarem endothelialem Wachstumsfaktor (VEGF) und



Sirtuin (SIRT), Stammzellproliferation, mitochondrialer Biogenese, Angiogenese und
Neurogenese induzieren kann [18]. Bisher hat jedoch keine Studie die Auswirkungen von
HBOT auf TL und seneszente Zellakkumulation untersucht.

Ziel der aktuellen Studie war es zu evaluieren, ob HBOT die TL- und seneszenzihnliche T-Zell-
Population bei alternden Erwachsenen beeinflusst.

BEFUND

Flinfunddreif3ig Personen wurden HBOT zugewiesen. Fiinf Patienten schlossen die
Ausgangsuntersuchungen nicht ab und wurden ausgeschlossen. Alle 30 Patienten, die die
Baseline-Bewertungen abgeschlossen hatten, schlossen die Interventionen ab. Aufgrund der
geringen Qualitdat der Blutproben (geringe Zellzahl oder Technikerfehler) wurden vier
Patienten von der Telomeranalyse und 10 Patienten von der seneszenten Zellanalyse (
Abbildung 1). Die Baseline-Merkmale und der Vergleich der Kohorten nach Ausschluss der
Patienten sind in Tabelle 1. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen
(Tabelle 1).

35 Assigned to HBOT

30 Received intervention as assigned
5 Did not receive as assigned:
1 MCI diagnosis
1 Pulmonary tumar diagnosis
3 loss of interest

30 completed HBOT
0 Lost 1o follow up
0D intervention

Telomere analysis

20 final analysis 26 final analysis
10 patients excluded due to low quality samples 4 patients excluded due to low quality samples

Abbildung 1

Patientenflussdiagramm.



Tabelle 1

Baseline-Merkmale.



Seneszente

HBOT Telomeranalyse Analyse p-Wert
N 30 25 (83.3%) 20 (66.6%)
Alter (Jahre) 68.41£13.2 67.56+14.35 66.70£16.00 0.917
BMI 26.77+3.20 26.89+3.34 27.14+3.81 0.946
Minner 16 (53.3%) 13 (52.0%) 10 (50.0%)  0.987
Frauen 14 (47.7%) 12 (48.0%) 10 (50.0%)  0.987
Komplettes
Blutbild
Hamoglobin 6.33+1.25 6.57+1.15 6.58+1.29 0.707
Weifde Blutkérperchen 14.02+1.40 13.92+1.35 13.97£1.49 0.969
%PBMC 39.96£6.75 39.25+6.64 38.59+6.63 0.774
Blutplattchen 239.87+1.39 244.08+43.0 254.05+¥41.4 0.559
Chronische
Erkrankungen
Vorhofflimmern 4 (13.3%) 4 (16.0%) 2(10.0%)  0.841
Hypothyreose 4 (13.3%) 4 (16.0%) 3 (15.8%) 0.956
Obstruktive Schlafapnoe 4 (13.3%) 4 (16.0%) 3 (15.0%) 0.961
Asthma 1(3.3%) 1 (4.0%) 0 0.680
BPH 7 (23.3%) 5 (20.0%) 6 (30.0%)  0.733
GERD 3 (10%) 2 (8.0%) 2(10.0%)  0.961
Osteoporose 5(16.7%) 5 (20.0%) 4(20.0%) 0.936
Rheumatische Arthritis 1 (3.3%) 0 1(5.0%) 0.561
Arthrose 7 (23.3%) 4 (16.0%) 5(25.0%)  0.755
Zuckerkrankheit 3(10%) 3(12.0%) 2 (10.0%) 0.966
Hypertonie 7 (23.3%) 5 (20.0%) 5(25.0%) 0.918
Dyslipiddmie 16 (53.3%) 14 (56.0%) 12 (60.0%) 0.897
Ischamische
Hergkrankheit 2 (6.7%) 1 (4.0%) 2(10.0%)  0.725
Geschichte des Rauchens 10 (33.3%) 8 (32.0%) 7 (35.0%)  0.978
Chronische
Medikamente
Anti-Aggregation 8 (26.7%) 6 (24.0%) 5(25.0%) 0.974
ACE-Hemmer/ARB- A (MNOLN A (MDA NOLN A 2N NOAN n77n v
Telomerlange

Im Vergleich zur Baseline waren die T-Helfer-Telomerlidngen bei den 30 "¢ Session und Post-
HBOT um 21,70+40,05 (p=0,042), 23,69%+39,54 (p=0,012) bzw. 29,30+38,51 (p=0,005) (
Abbildung 2). Die Analyse wiederholter Mafsnahmen zeigt jedoch einen nicht signifikanten
Trend (F=4,663, p=0,06, Tabelle 2 und Abbildung 2).
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Tabelle 2

Telomerlinge und seneszente Zellveranderungen nach HBOT.

Absolute Anderungen Relative Veranderu
3 Oheit 60heit 3 Oheit 60heit
PBMC Grundlinie . . Nach HBOT . .
Sitzung Sitzung Sitzung Sitzung
PBMC
2.55+0.53 -0,15+0,40
((N=25)
PBMC
2.50+0.53 -0,13+0,31
(N=20)
Relative Telomerlidnge (N=25)
Natiirlicher 11,77+5,14 10,73+2,73  11,75+4,22
9.27+1.91 25.02£51.42 20.56+33.3!
Killer (0,045) (0,013) (0,06)
10,22+3,04 11,23+#3,58 11,17+2,98
B-Zellen 8.36%2.02 25.68+40.42 29.39+23.3'
(0,007) (0,0001) (0,007)
9,92+3,68 9,63+2,17  10,20+2,77
T-Helfer 8.04+1.82 21.70+40.05 23.69+39.5:
(0,042) (0,012) (0,005)
T 9,83+4,08 10,08+3,33  10,15+2,74
] 8.26+1.54 18.29+45.62 24.13+40.8!
zytotoxisch (0,11) (0,019) (0,023)

Seneszente Zellen (% der T-Zellen) (N=20)
7,84+7,09 8,51+7,45 6,22+4,88

T-Helfer 10.29+5.42 -19,66+80,03 -11,67+94,3
(0,09) (0,20) (<0,0001)
T 45,53£19,91 45,45+18,81 46,59+21,91
52.19+21.07 -12,2148,74  -9,8149,50
zytotoxisch (<0,0001) (0,002) (0,0004)

P-Werte in () im Vergleich zum Ausgangswert.

p-Werte fett <0,05.

Im Vergleich zum Ausgangswert nahmen die Telomerlingen der B-Zellen bei den 30"¢ Sitzung,
60"t Session und Post-HBOT um 25,68%40,42 (p=0,007), 29,39%+*23,39 (p=0,0001) bzw.
37,63%+52,73 (p=0,007) (Abbildung 2). Die Analyse wiederholter Messungen zeigt einen sig-
nifikanten Effekt innerhalb der Gruppe (F=0,390, p=0,017, Tabelle 2 und Abbildung 2).

Im Vergleich zum Ausgangswert nahmen die Telomerlangen der natiirlichen Killerzellen bei
den 30" Sitzung (p=0,045) und bei der 60"¢ -Sitzung um 20,56% +33,35 (p=0,013). Nach
HBOT stiegen die Telomerlangen um 22,16%+44,81 nach HBOT (p=0,06, Tabelle 2 und
Abbildung 2). Die Analyse wiederholter Mafdnahmen zeigt, dass es nach den 30 Jahren keinen
zusitzlichen signifikanten Effekt gab."®! Sitzung (F=0,812, p=0,391).



Im Vergleich zum Ausgangswert hatten zytotoxische T-Zellen einen nicht signifikanten Anstieg
bei den 30"¢" Sitzung um 18,29%245,62 (p=0,11), gefolgt von einem signifikanten Anstieg von
24,13%+40,88 am 60"°!" -Sitzung (p=0,0019) und 19,59%+*33,98 nach HBOT (p=0,023). Die
Analyse wiederholter Maf3nahmen zeigt, dass es nach den 30 Jahren keinen zusatzlichen sig-
nifikanten Effekt gab.heit Sitzung (F=1,159, p=0,310, Tabelle 2 und Abbildung 2).

Seneszente Zellen

Die Zahl der alternden T-Helfer nahm bei den 30" Sitzung und 60"¢t -19,66%+80,03
(p=0,09) bzw. -11,67%+94,30 (p=0,20). Allerdings gab es einen signifikanten Riickgang der
Zahl der seneszenten T-Helfer um -37,30%+33,04 nach HBOT (P<0,0001, Abbildung 3). Die
Analyse wiederholter Mafdnahmen zeigte einen signifikanten kontinuierlichen Effekt auch nach
den 30heit Sitzung mit gruppeninternem Effekt (F=8,547, p=0,01, Tabelle 2 und Abbildung 3).
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Seneszente Zellverinderungen mit HBOT. Mittelwert+SEM *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Die prozentualen T-zytotoxischen seneszenten Zellen sanken signifikant um -12,21%+8,74
(P<0,0001) am 30.M¢it HBOT-Sitzung, -9,81%29,50 bei der 60"t HBOT-Sitzung (0,002) und
-10,96%+12,59 (p=0,0004) nach HBOT (Tabelle 2 und Abbildung 3). Wiederholte
Messanalysen zeigen einen signifikanten kontinuierlichen Effekt auch nach den 30"¢! Sitzung
mit gruppeninternem Effekt (F=6,916, p=0,018, Tabelle 2).

HIF-1alpha

Die HIF-1alpha-Werte wurden von 10,54+3,39 auf 19,71+3,39 am 60.heit -Sitzung (p=0,006),

bei der sich 2 Wochen nach HBOT-Werten von 16,81+7,65 nicht signifikant vom Ausgangswert
unterschieden (p = 0,16).

DISKUSSION



In dieser Studie wurde zum ersten Mal beim Menschen festgestellt, dass wiederholte tagliche
HBOT-Sitzungen die PBMC-Telomerldnge in einer alternden Bevolkerung um mehr als 20%
erhohen konnen, wobei B-Zellen die auffilligste Veranderung aufweisen. Dartiber hinaus ver-
ringerte HBOT die Anzahl der alternden Zellen um 10-37%, wobei T-Helferzellen am starksten
betroffen waren.

Eine betrichtliche Anzahl von Zusammenhingen zwischen Telomerlidnge und Anderungen des
Lebensstils wurde beobachtet. Dies hat zu mehreren interventionellen Studien gefiihrt, die
Erndhrung, Nahrungserganzungsmittel (wie Omega-3 und Walniisse unter anderem),
korperliche Aktivitdt, Stressbewaltigung und soziale Unterstiitzung umfassten. Eine zweijahrige
Studie, die an kognitiv gesunden alteren Erwachsenen mit einer walnussreichen Ernahrung
durchgefiihrt wurde, zeigte einen nicht signifikanten Trend, die Telomerldnge im Vergleich zu
einer Kontrolldiat zu erhalten [19]. In einer weiteren Studie, die die Wirkung eines
zwoOlfwochigen niederfrequenten Sprengstoff-Widerstandstrainings bei dlteren Menschen un-
tersuchte, war die Telomerldnge in der Interventionsgruppe ohne signifikanten Anstieg besser
erhalten [20]. Eine aktuelle Studie ergab, dass aerobes Ausdauertraining oder hochintensives
Intervalltraining fiir sechs Monate die Telomerldange um bis zu 5% erhdhte [21]. Zusatzliche
Techniken zur Gewichtsabnahme, Yoga und Stressbewaltigung zeigten keine signifikanten
Veranderungen der Telomerlange [22-25]. Die meisten dieser Studien haben jedoch sig-
nifikante Korrelationen zwischen antioxidativer Aktivitit und Telomeraseaktivitat gezeigt [22-
25].

Wahrend viele genetische und Umweltfaktoren mit der Telomerverkiirzung assoziiert sind, ist
oxidativer Stress der haufigste Mechanismus. Oxidativer Stress kann durch Ungleichgewichte
zwischen der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und zelluldren Aasfressern
entstehen. Telomere reagieren sehr empfindlich auf oxidative DNA-Schaden, die zu
Telomerverkiirzung und Funktionsstérungen fithren kdnnen [26]. Der Zusammenhang zwis-
chen Sauerstoff und/oder oxidativem Stress und Telomerlange wird seit einigen Jahrzehnten
diskutiert. Humane Zellkulturstudien zeigen tibereinstimmend, dass milder oxidativer Stress
die Telomerverkiirzung beschleunigt, wahrend Antioxidantien und Radikalfanger die
Verkiirzungsraten verringern und die zelluldre proliferative Lebensdauer erhohen [27].
Mehrere klinische Studien zu pathologischen Zustinden (wie Diabetes, entziindliche
Erkrankungen, Parkinson-Krankheit) haben Korrelationen zwischen oxidativen Stressmarkern,
reaktiven Sauerstoffspeziesfaingern und Telomerldange gezeigt [28]. Gesunde Personen zeigten
jedoch keine dhnlichen Ergebnisse [29].

Es wurde bereits vermutet, dass die Exposition von Zellkulturen gegeniiber einer hyperbaren
Umgebung signifikanten oxidativen Stress und vorzeitige Zellseneszenz induziert [30]. Dies
basierte jedoch auf isolierten Zellen, die in einem hyperbaren Inkubator geziichtet wurden,
und nicht auf dem komplexen biologischen System des Menschen, wie in dieser Studie. Ahnlich
wie die aktuelle Studie zeigte eine frithere prospektive einjahrige Beobachtungsstudie an
Tauchern, die intensivem hyperbarem Sauerstoff ausgesetzt waren, eine signifikante
Telomerverldngerung in Leukozyten [31]. Wie in der aktuellen Studie verwendet, nutzt das
HBOT-Protokoll die Effekte, die durch wiederholte intermittierende hyperoxische Expositionen,
das sogenannte hyperoxische hypoxische Paradoxon, induziert werden [13, 18]. Diese inter-
mittierenden hyperoxischen Expositionen induzieren eine adaptive Reaktion, die eine erhdhte
Hochregulierung der Antioxidantien-Gene [32] und die Produktion von
Antioxidantien/Aasfressern umfasst, die sich an die erhohte ROS-Erzeugung anpassen,
wodurch das ROS/Scavenger-Verhaltnis allmahlich dem Verhaltnis unter normaler



Sauerstoffumgebung dhnelt. Da jedoch die Eliminierungshalbwertszeit des Aasfressers (T ;)
ist deutlich langer als das T1/2 von ROS, nach der Rickkehr zur Normoxie, nach wiederholten
hyperoxischen Expositionen, gibt es signifikant hohere Konzentrationen von Aasfressern und
erhohte antioxidative Aktivitit [13, 18]. Ahnlich wie bei korperlicher Bewegung und
Kalorienrestriktion kann ein taglich wiederholtes HBOT-Protokoll das Hormesis-Phdnomen in-
duzieren. Einzelexpositionen erhdhen die ROS-Erzeugung akut, 16sen die antioxidative
Reaktion aus, und bei wiederholter Exposition wird die Reaktion schiitzend [13, 18].

Dartiber hinaus induzieren intermittierende hyperoxische Expositionen viele der physiologis-
chen Reaktionen, die wahrend der Hypoxie auftreten [13]. HBOT induziert die Freisetzung von
Transkriptionsfaktoren, die als hypoxisch induzierte Faktoren (HIF) bezeichnet werden, und
erhoht deren Stabilitat und Aktivitat [14]. HIF wiederum induziert eine zellulare Kaskade mit
vaskularem endothelialem Wachstumsfaktor und Angiogenese-Induktion,
Mitochondrienbiogenese, Stammzellenmobilisierung und SIRT1-erhohter Aktivitat [18]. Unsere
Studie bestatigt, dass eine erhéhte HIF-Expression durch wiederholte HBOT-Expositionen in-
duziert wird, die allmahlich in Richtung Normalisierung der HIF-Spiegel in nichtmonischer
Umgebung abnimmt.

Derzeit wurden viele Interventionen, die genetisch oder pharmakologisch (senolytische
Medikamente) alternde Zellen entfernen, in Tiermodellen entwickelt und warten auf
Sicherheits- und Wirksamkeitsbewertungen beim Menschen [33]. Die aktuelle Studie legt nahe,
dass eine nicht-pharmakologische Methode, die klinisch verfiligbar ist und ein gut etabliertes
Sicherheitsprofil aufweist, damit die Populationen alternder Zellen abnehmen. Unser Protokoll
umfasste 60 Sitzungen mit 100% Sauerstoff bei 2 ATA, einschliefilich drei Luftpausen wahrend
jeder Sitzung, um das hyperoxische hypoxische Paradoxon zu nutzen und das Risiko einer
Sauerstofftoxizitat zu minimieren. Interessanterweise erreichten sowohl die TL als auch die
seneszente Zellreduktion ihren Hohepunkt bei 30"¢! Sitzung. Die Dosis-Wirkungs-Kurve in
Bezug auf den angelegten Druck, die Zeit und die Anzahl der HBOT-Expositionen und ihre
Beziehung zur HIF-Expression und den damit verbundenen regenerativen Wirkungen sind je-
doch noch nicht vollstindig verstanden, und weitere Studien sind erforderlich, um die opti-
malen HBOT-Protokolle zu finden.

Die hyperbare Sauerstofftherapie ist eine etablierte Behandlungsmethode fiir nicht heilende
Wunden, Strahlenverletzungen sowie verschiedene hypoxische oder ischdamische Ereignisse
(wie Kohlenmonoxidtoxizitat, Infektionen usw.). In den letzten Jahren belegt eine wachsende
Evidenz aus préaklinischen und klinischen Studien die Wirksamkeit von HBOT fiir neurologische
Indikationen wie idiopathischen sensorineuralen plétzlichen sensorineuralen Hérverlust [34],
Postschlaganfall und posttraumatische Hirnverletzung [35-41], zentrales
Sensibilisierungssyndrom wie Fibromyalgie-Syndrom [42, 43] und altersbedingter kognitiver
Verfall [17] und Tiermodelle der Alzheimer-Krankheit [44] ]. Die aktuelle Studie zielte erstmals
darauf ab, die physiologische Wirkung auf zellularer Ebene bei alternden Menschen ohne
funktionell einschrankende Erkrankung zu bewerten.

Einschrankungen des Studiums

Die aktuelle Studie hat mehrere Einschrankungen und Starken zu berticksichtigen. Zunachst
muss der begrenzte Stichprobenumfang berticksichtigt werden. Zweitens, die fehlende
Kontrollgruppe. Die Studie legt jedoch beeindruckende Ergebnisse zur TL- und seneszenten



Zellclearance nahe, die bei anderen Interventionen nicht beobachtet wurden. Dariber hinaus
stimmen die Baseline-Telomerldngenwerte unserer Kohorte mit den erwarteten Werten fiir die
alternde Bevdlkerung iiberein [45-47]. Drittens muss die Dauer der Wirkung in Langzeit-
Follow-ups noch bestimmt werden. Viertens wurde die Telomeraseaktivitat aufgrund der fiir
die Blutkonservierung und -bewertung gewahlten Methode nicht bewertet. Dennoch sollten
mehrere Starken hervorgehoben werden. In dieser Studie wurde CD28 als Biomarker fiir al-
ternde Zellen verwendet, wahrend CD57 nicht als Bestatigungsmarker fiir T-Zell-Seneszenz
verfligbar war. Biomarker wurden an spezifischen Leukozytenpopulationen bewertet, anstatt
die gesamten PBMCs als eine Gruppe zu verwenden. Der isolierte HBOT-Effekt wurde
gemessen und die Teilnehmer wurden iiberwacht, um keine Anderungen des Lebensstils (wie
Ernahrung und Bewegung), Medikamente oder andere Interventionen vorzunehmen, die
moglicherweise als mogliche Storfaktoren gewirkt haben.

Zusammenfassend zeigt die Studie, dass HBOT signifikante senolytische Effekte induzieren
kann, einschlief3lich einer signifikant erhohten Telomerlange und Clearance von seneszenten
Zellen in alternden Populationen.

MATERIALIEN UND METHODEN

Lehrfacher

Finfunddreifdig Erwachsene ohne pathologischen kognitiven Verfall im Alter von 64 Jahren
und élter, die unabhangig in einem guten funktionellen und kognitiven Zustand lebten, wurden
aufgenommen. Die Studie wurde zwischen 2016 und 2020 im Shamir (Assaf-Harofeh) Medical
Center, Israel, durchgefiihrt. Die eingeschlossenen Patienten hatten im letzten Jahr vor der
Aufnahme keine kardiale oder zerebrovaskuldre Ischdamiegeschichte. Zu den
Ausschlusskriterien gehorten: vorherige Behandlung mit HBOT aus irgendeinem Grund
wahrend der letzten drei Monate, jede maligne Vorgeschichte im letzten Jahr, jeder pathologis-
che kognitive Verfall, schweres chronisches Nierenversagen (GFR <30), unkontrollierter
Diabetes mellitus (HbA1C>8, Niichternglukose>200), Immunsuppressiva, MRT-
Kontraindikationen (einschlief3lich BMI>35), aktives Rauchen oder Lungenerkrankungen.

Studiendesign

Das Studienprotokoll wurde vom Institutional Review Board des Shamir Medical Center, Israel,
genehmigt. Die Studie wurde als prospektive klinische Studie durchgefiihrt. Nach
Unterzeichnung einer Einverstindniserklarung und einer Baseline-Bewertung wurden die
Probanden dem HBOT zugewiesen. Die Messpunkte wurden zu Studienbeginn, halber Punkt
des Behandlungsprotokolls (30" Sitzung), am Tag der letzten HBOT-Sitzung und 1-2 Wochen
nach dem HBOT.

Die Studienkohorte umfasste nur Patienten, die mit HBOT behandelt wurden, das Teil einer

grofieren Kohorte normal alternder Bevolkerung ist, die am Shamir Medical Center, Israel, un-
tersucht wurde (NCT02790541 [17]).

Interventionen



Das HBOT-Protokoll wurde in einer Multiplace Starmed-2700-Kammer (HAUX, Deutschland)
verwaltet. Das Protokoll umfasste 60 tagliche Sitzungen, fiinf Sitzungen pro Woche innerhalb
eines Zeitraums von drei Monaten. Jede Sitzung beinhaltete das Einatmen von 100% Sauerstoff
durch Maske bei 2ATA fiir 90 Minuten mit 5-mintitigen Luftpausen alle 20 Minuten. Die
Kompressions-/Dekompressionsraten betrugen 1 Meter/Minute. Wahrend der Studie waren
weder Anderungen des Lebensstils und der Erndhrung noch Anpassungen der Medikamente
erlaubt.

Blutproben

Vollblutproben wurden in EDTA-R6hrchen unter Verwendung einer Standardtechnik zu
Studienbeginn, zum halben Punkt des HBOT-Protokolls (30"¢! Sitzung), dem Tag der letzten
HBOT-Sitzung (60" Sitzung) und 1-2 Wochen nach der letzten HBOT-Sitzung.

Isolierung peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMCs)

Vollblut wurde mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) verdiinnt. Die
Dichtegradiententrennung wurde mit Leukosep-Rohrchen durchgefiihrt, die mit Lymphoprep
gefiillt waren. Die Rohrchen wurden dann bei 1000xg fiir 10 min bei 25° C zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation wurden die Zellschichten (Buffy Coat) sofort per Pipette gesammelt und in
50 mL konische Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt, mit ausreichend 1X PBS auf ein Volumen von
50 mL resuspendiert und bei 300xg fiir 10 min bei 25° C Grad zentrifugiert. Nach Entfernung
des Uberstands wurde jede Probe beschriftet.

Telomerlange

Telomere wurden nach dem Dako PNA/FITC-Kit-Protokoll (Code K5327) gekennzeichnet. Auf
einer Einzelzellsuspension, bestehend aus einer Mischung aus PBMCs (Probenzellen) und TCL
1301-Zelllinie (Kontrollzellen), wurde die DNA fiir 10 Minuten bei 82°C in einem
Mikrozentrifugenréhrchen entweder in Gegenwart einer Hybridisierungslésung ohne Sonde
oder in Hybridisierungslosung, die die fluoresceinkonjugierte PNA-Telomersonde enthielt, de-
naturiert. Die Hybridisierung fand im Dunkeln bei Raumtemperatur (RT) tiber Nacht statt. Der
Hybridisierung folgten zwei 10-mintitige Nachhybridisierungswaschen mit einer Waschlosung
bei 40° C. Die Probe wurde dann mit CD4+, CD8+, CD3+, CD19+ und CD56+ konjugierten
Antikérpern in einem geeigneten Puffer fiir die weitere durchflusszytometrische Analyse
markiert [48, 49]. Jedes Beispiel wurde in doppelter Ausfithrung ausgefiihrt. Nach der durch-
flusszytometrischen Analyse wurde die relative Telomerlange (RTL) fiir CD3+/CD4+ (T-Helfer),
CD3+/CD8+ (T-zytotoxisch), CD3+/CD56+ (natiirlicher Killer) und CD19+ (B-Zellen) berech-
net. Der RTL-Wert wurde als Verhaltnis zwischen dem Telomersignal jeder Probe und der
Kontrollzelle (TCL 1301-Zelllinie) mit Korrektur fiir den DNA-Index von G0/1-Zellen berech-
net. Probenzellen und Kontrollzellen wurden separat auf DNA-Ploidie analysiert, wobei
Propidiumiodid-Farbung verwendet wurde, um die Anzahl der Telomerenden pro Zelle und
damit die Telomerlange pro Chromosom zu standardisieren. Siehe Abbildung 4 fiir ein Beispiel
fiir eine FACS-Analyse.



-PNA +PNA

¥ oL
o 1301

|
\
—_—

oL

| @ sm

I (R ET

i E Ig CD3+/CDA%
1'% coa+fcoas 1

PMA probe FITC

a b

DNA content P| ————————>

Abbildung 4

Beispiel fiir eine Flow Fish-Datenanalyse der T-Helfer-Subpopulation. Jede Blutprobe wurde entweder
mit PNA-Sonde (b) oder ohne (a) gefarbt, gefolgt von Antikdérperfarbung (CD3, CD4, CD8, CD16, CD19) vor

der Datenerfassung.

Immunphdnotypisierung

Prozentsitze von CD3+CD4+CD28-null T-Zellen (seneszente T-Helfer) und CD3+CD8+CD28-
null-T-Zellen (seneszente T-Zytostatika) wurden durch durchflusszytometrische Analyse bes-
timmt. PBMC wurden mit VioBlue konjugierten Anti-CD3, Viogreen konjugierten Anti-CD8, PE-
VIO 770A konjugierten Anti-CD4 und APC-VIO 770A Anti-CD28 Antikérpern gefarbt (Miltenyi
Biotec). Die Zellen wurden mit einem MACSQuant Durchflusszytometer (Miltenyi Biotec)
analysiert. Anschliefend wurde der Prozentsatz der CD28null-T-Zellen innerhalb der CD4+-
oder CD8+-T-Zellpopulation berechnet.

Hypoxie-induzierter Faktor (HIF-1alpha)

Die intrazellulare HIF1a-Farbung wurde mit APC-konjugierten Anti-HIF1a-Antikdrpern oder
entsprechenden Isotype Control (F&E-Systemen) nach Fixierung und Permeabilisierung (Life
Technologies) durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit einem MACSQuant-Durchflusszytometer
(Miltenyi Biotec) analysiert und der Prozentsatz der HIF1a-exprimierenden PBMCs wurde
bestimmt.

Statistische Analyse

Sofern nicht anders angegeben, wurden kontinuierliche Daten als Mittelwert +
Standardabweichung ausgedriickt. Die Normalverteilung fiir alle Variablen wurde mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test getestet. Eine Einweg-ANOVA wurde durchgefiihrt, um Variablen
zwischen und innerhalb der drei Gruppen zu Studienbeginn zu vergleichen.

Kategoriale Daten werden in Zahlen und Prozentsiatzen ausgedriickt und durch Chi-Quadrat-
Tests verglichen. Univariate Analysen wurden mit dem exakten Chi-Quadrat/Fisher-Test
durchgefiihrt, um signifikante Variablen (P<0,05) zu identifizieren.

Um die Auswirkungen von HBOT zu bewerten, wurde ein ANOVA-Modell mit wiederholten
Messungen verwendet, um den Haupteffekt innerhalb des Probanden zu testen. Post-hoc-Tests
an den Mittelwerten wurden durchgefiihrt, um Zeitunterschiede unter Verwendung von t-Tests



mit einer Bonferroni-Korrektur zu testen.
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