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1. Einleitung

1.1. Raumfahrt - Extreme Umweltbedingungen

»ES gibt keinen bequemen Weg, der von der Erde zu den Sternen fiihrt.“

Aus der Tragodie
,Hercules Furens 1 Vers 437

Lucius Annaeus Seneca (ca. 4 v. Chr - 65 n. Chr.)

Die bemannte Raumfahrt, die in der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts mit der
Erdumrundung des Kosmonauten Juri Gagarin ihren Anfang nahm und mit der
Mondlandung der Apollo 11 Crew sowie der dauerhaften Besetzung der
internationalen Raumstation (ISS) ihre vorlaufigen Hohepunkte fand, stellte
Mediziner und Wissenschaftler vor neue Herausforderungen. Raumfahrt, wenn auch
nur von kurzer Dauer, hatte Auswirkungen auf die gesamte menschliche Physiologie.
Schwerelosigkeit, kosmische Strahlung, Mangelernahrung, physische und
emotionale Belastungen sind nur einige der Stressoren, denen Astronauten im
Weltraum ausgesetzt sind. Zukunftige Missionen streben langerfristige Aufenthalte
von Menschen auf dem Mond und die damit verbundene Errichtung lunarer Habitate
an. Neben neuen wissenschaftlichen Erkenntnissen Uber die Entstehung der Erde
und der mdglichen ErschlieBung von Rohstoffen (u.a. Gold, Platin, Helium-3), soll vor
allem eine erdnahe Erprobung von Mensch und Material die Grundlage fir eine
Expedition zum Mars bilden. Zuvor missen jedoch noch weitere Erkenntnisse
daruber gewonnen werden, inwieweit sich die extremen Umweltbedingungen auf die
psychische und physische Gesundheit der Astronauten auswirken. Dabei ware die
offensichtlich beste Methode, diese potentiell schadlichen Einflisse unter ,realen
Feldbedingungen®, z.B. an Bord der ISS, zu untersuchen. Unter der Federfuhrung
der nationalen und internationalen Weltraumorganisationen fanden und finden bis
heute Studien zu dieser Thematik im Weltraum statt. Jedoch mussten aus Kosten-
und Logistikgrinden auch erdgebundene Modelle gefunden werden, die in der Lage

sind vergleichbare Bedingungen zu schaffen.



Zur Simulation von Schwerelosigkeit/Mikrograviditat werden deshalb mit Erfolg
.Bettruhe“ (engl. bed rest)-Studien herangezogen, bei denen sich Probanden Tage
bis Wochen in Horizontal- oder leichter Kopftieflage befinden. Die auftretenden
Veranderungen ahneln hierbei denen, die bei Astronauten wahrend des Aufenthaltes
in realer Schwerelosigkeit (0 G) zu beobachten sind ?® . Es resultieren
Blutgerinnungsstérungen sowie muskuloskelettale (Knochendemineralisierung,
Muskelatrophien, verringerte Muskelkraft) und kardiovaskulare Dekonditionierung,
die auf Grund des fehlenden hydrostatischen Drucks zu einer Umverteilung und
Verminderung des zirkulierenden Blutvolumens fiihren '6 2% 8

Neben Schwerelosigkeit wird als weiterer ,physikalischer Stressor® das
Lebenserhaltungssystem innerhalb zuklnftiger Habitate aus technischen Grinden
einen niedrigeren atmospharischen Druck (Pam) als auf der Erde (Meereshodhe)
erzeugen ° . Neben einer verringerten Strahlentoxizitat, kénnen dadurch Denitro-
genisierungsintervalle beim wiederholten Einsatz von Raumanzigen, sog.
,=Extravehicular Mobility Units“ (Abb. 1), fur AuReneinsatze auf der Mondoberflache
verringert und das Risiko fur die Entwicklung einer Dekompressionskrankheit

gesenkt werden > 8

. Dies ist vergleichbar mit dem Tauchsport, bei dem ein zu
schneller Auftauchvorgang und der damit verbundene Druckabfall die
Gewebeldslichkeit von Stickstoff reduziert. Es kommt zu einer plétzlichen Bildung
von Gasblasen, welche zu Embolisationen fihren und haufig eine Nachbehandlung
in einer Druckkammer notwendig machen. Zudem wird durch eine Erniedrigung des
atmospharischen Drucks das Risiko druckbedingter Leckagen innerhalb der Habitate
verringert ° . Jedoch nimmt mit sinkendem Luftdruck auch der inspiratorische

Sauerstoffpartialdruck (PiO2) ab:
PiO2 = (Patm — Ph20) X FiO2

Formel 1: P;O,: inspiratorischer Sauerstoffpartialdruck; P.,: atmospharischer Druck
(760 mmHg auf Meereshohe); Pyo: Wasserdampfdruck (47 mmHg bei 37°C);

FiO,: inspiratorische Sauerstoffkonzentration

Um die daraus resultierende Minderversorgung des Gewebes mit Sauerstoff
(Hypoxie) so gering wie mdglich zu halten, muss die inspiratorische Oz-Konzentration
(FiO2) gesteigert werden. Eine erhohte inspiratorische Sauerstoffkonzentration ist

ihrerseits jedoch wiederum mit einer erhéhten Brandgefahr verbunden®..



Unter Berucksichtigung der genannten Faktoren wird derzeit ein Luftdruck zwischen
414 und 429 mmHg bzw. eine inspiratorische Sauerstoffkonzentration zwischen 30
und 40 %, entsprechend einem PO, von 115 bis 146 mmHg (Normwert auf
Meereshdhe 150 mmHg), als méglicher Kompromiss diskutiert ° . Hierbei ist
anzumerken, dass endgultige Werte noch nicht abschlieRend genannt werden
kdnnen, da Variablen wie Art und Dauer der Mission sowie technischer Fortschritt

noch ungewiss sind.

Abbildung 1: Raumanzug (Extravehicular Mobility Unit) 65

In Anbetracht der geplanten Langzeitmissionen auf der Mondoberflache sollten also
zunachst erdgebundene Studien Uber mdgliche Auswirkungen von simulierter
Schwerelosigkeit und Hypoxie durchgefiihrt werden. Es ist noch weitestgehend
unbekannt, wie eine Kombination dieser beiden Stressoren die Gesundheit von
Astronauten beeinflusst. Die von der Europaischen Kommission im Rahmen des
Framework 7 Forschungsrahmenprogramms (FP7) geforderte Planetary
Habitat Simulation (PlanHab) — Studie (Call FP7-SPACE-2011-1; project
number 284438) untersuchte erstmals am Menschen die kombinierten Auswirkungen
von Hypoxie und Bettruhe auf das kardiovaskulare, respiratorische,
muskuloskelettale, hamatologische und immunologische System sowie auf
Thermoregulation und die modgliche Entwicklung von Schlafstérungen und
Hoéhenkrankheit. Die erworbenen Erkenntnisse kénnen nicht nur flr zuklnftige
Missionen zu Mond oder Mars von gro3em Nutzen sein, sondern auch fur die

Gesellschaft im Allgemeinen. So nimmt die Anzahl an Patienten, die auf Grund
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obstruktiver (z.B. COPD) oder restriktiver Lungenerkrankungen (z.B. Lungenfibrose)
einer chronischen Hypoxie ausgesetzt sind, stetig zu. Verurteilt zu einem inaktiven
Lebensstil und Immobilitdt sind diese Patienten vergleichbaren Bedingungen
ausgesetzt wie zukunftige Bewohner lunarer Habitate. Unsere Arbeitsgruppe und im
Speziellen die vorliegende Dissertation beschaftigte sich im Rahmen der
PlanHab-Studie mit den potentiellen Auswirkungen auf das purinerge,

hamatologische und psychoneuroendokrine System.

PLANETARY HABITAT SIMULATION
Planica, Slovenia

Abbildung 2: PlanHab-Logo®'

1.2. Adenosin-Metabolismus

Adenosin als Teil des purinergen Systems ist ein ubiquitar im menschlichen Korper
vorkommendes extrazellulares Signalmolekll, welches Uber die Beeinflussung
zahlreicher Organsysteme eine essentielle Rolle in der menschlichen Biologie
einnimmt. Obwohl dem purinergen System inzwischen weitreichende pleiotrope
Wirkungen zugesprochen werden, wurde unser Verstandnis von Adenosin
entscheidend durch die Pionierarbeit von Drury und Szent-Gyorgyi und deren
Forschungen auf dem Gebiet der Kardiologie gepragt. Diese konnten bereits Anfang
des letzten Jahrhunderts zeigen, dass Adenin-Verbindungen zu einer Beeinflussung

23,49 Es sollte weitere 60 Jahre dauern bis sich diese

der Herzfrequenz flhrten
Eigenschaft erstmalig zu Nutze gemacht wurde, um Patienten mit supraventrikularen

Tachykardien zu behandeln.
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Adenosin besteht aus der Nukleinbase Adenin, welche Uber eine N-glykosidische
Bindung mit B-D-Ribose verknupft ist. Unter normalen physiologischen Bedingungen
wird Adenosin intrazellular durch die Dephosphorylierung von
Adenosinmonophosphat (AMP) durch die 5°-Nukleotidase oder durch die Hydrolyse
von S-Adenosyl-Homocystein gebildet® 7% 199 |

Die extrazellulare Bildung von Adenosin erfolgt durch die Degradation von
Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosinmonophosphat
(AMP) mit Hilfe von Ektonukleotidasen zu Adenosin. Durch bidirektionale Transporter
gleichen sich die extra- und intrazelluldren Spiegel von Adenosin an>°. Die lediglich
lokale Wirkung von Adenosin wird durch seine kurze Halbwertszeit von weniger als
10 Sek. erklart, welche durch eine schnelle Aufnahme in die Erythrozyten sowie den

Abbau zu Inosin durch Desaminasen verursacht wird %% 7° .

Adenosine Kinase 5’-Nucleotidase

Adenosine
Receptors

Adenosine Adenosine s

I Adenosine

. Nucleoside
Deaminase

Transporter

Inosine

Abbildung 3: Adenosinmetabolismus 103

Bisher wurden vier Adenosin-Rezeptoren (A,, A,,, A,z A,) beschrieben, welche

ubiquitdr im menschlichen Korper (Gehirn, Herz, Lunge, Immunzellen) exprimiert

werden > 7°

. Die Rezeptoren sind aus sieben Transmembrandomanen mit einem
intrazellularen C-terminalen und einem extrazellularen N-terminalen Ende aufgebaut
sowie intrazellular an G-Proteine gekoppelt, welche wiederum aus drei
Untereinheiten (a, B, y) bestehen ** 84

Je nach Rezeptortyp wird Uber die a-Untereinheit eine Aktivierung (Gs) oder
Hemmung (Gi) der Adenylylcyclase vermittelt. Unter Abspaltung von Pyrophosphat
aus ATP katalysiert die Adenylylcyclase die Bildung des ,second messenger” cAMP

(cyclisches Adenosinmonophosphat) ®* .
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Dabei zeigen die Aktivierung der Rezeptoren Ai und As eine inhibitorische, die
Aktivierung der Asa- und Agzs- Rezeptoren eine stimulierende Wirkung auf die
Adenylylcyclase 0 Adenosin kann folglich den intrazellularen cAMP-Spiegel sowohl
erhdhen als auch erniedrigen. Weiterhin kdnnen Rezeptoren mit hoher (A1/Aza) und
einer niedriger Bindungsaffinitat (Ass/As) zu Adenosin unterschieden werden ° .
Dementsprechend werden in einer Zelle, welche alle vier Rezeptortypen exprimiert,
unter niedrigen Adenosin-Konzentrationen stufenweise zuerst die G;i-Protein
gekoppelten Ai-Rezeptoren, gefolgt von den Gs-Protein gekoppelten Aja- und Agg-

Rezeptoren und schliellich die Gi-Protein gekoppelten As-Rezeptoren aktiviert 30

Inhibition Stimulation

high affinity
low affinity

high affinity

OF

low affinity

NH,*

extracellular NH,* /—\

Adenylyl-
cyclase
/ Gi Gs \
oocC CcoOo
intracellular ATP

cAMP

Abbildung 4: Adenosin-Rezeptor **

1.3. Anpassungsmechanismen an Hypoxie

Die endogene Freisetzung von Adenosin erfolgt physiologisch hauptsachlich als
Resultat einer (Gewebe-)Hypoxie. Der daraus resultierende Energiemangel aktiviert
anaerobe Stoffwechselprozesse. Neben der anaeroben Glykolyse ist hier an erster
Stelle die Phosphohydrolyse des energiereichen Adenosintriphosphats zu nennen,
bei der es zu einer Freisetzung der Adenin-Nukleotide AMP, ADP und ATP aus
Erythro-/ Thrombozyten, Endothel-, Nerven- und Mastzellen kommt. Diese werden
rasch durch Ektonukleotidasen in Adenosin umgewandelt und fuhren somit zu einer
extrazellularen Akkumulation ® . Daneben haben Untersuchungen der Promotor-
regionen der 5°-Nukleotidase und des Ajz-Rezeptors Bindungsstellen fur HIF-1

(Hypoxie- induzierter Faktor-1) nachgewiesen.
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In Anwesenheit der Untereinheit HIF-1 a fuhrte dies zu einer vermehrten Expression

sowohl des Enzyms als auch des Rezeptors *" %

. Gleichzeitig wird Uber Inhibition
der Adenosinkinase ein schneller Abbau des vorhandenen Adenosins zu AMP
verhindert. Folglich kommt es zu einer weiteren Akkumulation von extrazelluldarem
Adenosin 1% 20:53.96

Studien konnten belegen, dass die unter Hypoxie auftretende extrazellulare
Adenosin-Akkumulation innerhalb kurzester Zeit Uber eine Aktivierung der Agg-
Rezeptoren von Erythrozyten eine Induktion der 2,3-Bisphosphoglycerat Produktion
bewirkt, welches wiederum uber eine Rechtsverschiebung der
Sauerstoffbindungskurve eine Freisetzung von O auch unter niedrigen

Partialdriicken erméglicht ™ >

. Die Adenosin-Signalkaskade stellt somit einen
entscheidenden Mechanismus fur eine schnelle Adaption an (Gewebe-)Hypoxie zur
Aufrechterhaltung der Sauerstoffversorgung dar.

Langerfristige Hypoxie flihrt zu einer vermehrten Freisetzung des hauptsachlich in
der Niere produzierten Erythropoetins (EPO)*®. Auf zelluldrer Ebene kommt es unter
Hypoxie Uber eine Hemmung der Hydroxylase zu einer Stabilisierung der ao-
Untereinheit von HIF-1. Dies bewirkt eine Translokation von HIF-1a aus dem
Zytoplasma in den Zellkern, wo es an die B-Untereinheit bindet und zusammen als
Heterodimerkomplex HIF-1 eine Aktivierung der EPO-codierenden Gene induziert.
Durch die Expression dieser Gene ist der menschliche Korper in der Lage auf die
eingeschrankte Sauerstoffversorgung mit einer gesteigerten Erythropoese zu

reagieren % 42

, indem das Glykoprotein EPO im blutbildenden Knochenmark an
spezifische Rezeptoren auf der Membranoberflache von Erythroblasten bindet, was
zu einer Teilung und Reifung der Vorlauferzellen fuhrt. Nach einem Anstieg der EPO-
Konzentration dauert es drei bis vier Tage, bis mehr Retikulozyten aus dem
Knochenmark in das Blut gelangen *® . Die Reifungszeit von Retikulozyten betragt
unter normalen Umstanden vier Tage, von denen der Retikulozyt drei Tage im
Knochenmark und einen Tag im peripheren Blut verweilt. Bei einer stark gesteigerten
Erythropoese kann sich die Ausreifung der Retikulozyten (zu Erythrozyten) auf das

periphere Blut verlagern.
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1.4. (Simulierte) Schwerelosigkeit beglinstigt chronische Gewebehypoxie
Schon wahrend der ersten bemannten Raumfahrtunternehmungen konnte das
vermehrte Auftreten von Anamien beobachtet werden. Durch (simulierte)
Schwerelosigkeit kommt es zu Flussigkeitsverschiebungen im Sinne einer zentralen
Hypervolamie (Thorax, Kopf) auf Kosten der peripheren Durchblutung ®® . Als Antwort
auf die zentrale Hypervolamie mit Erhdhung des zentralvendsen Drucks kommt es

2101 Das reduzierte

innerhalb von Stunden zu einer Reduktion des Plasmavolumens
Plasmavolumen flhrt zu einem Anstieg des Hamatokrits (Hamokonzentration), der
wiederum mit einer reaktiven Erhohung der Hamoglobin-Konzentration und
Erythrozytenzahlen einhergeht?®" °'  Dabei muss jedoch beachtet werden, dass es
sich aufgrund der Hamokonzentration lediglich um einen relativen Anstieg der
Hamoglobin-Konzentration und der Erythrozytenzahl handelt. Nuklearmedizinische
Untersuchungen mit Chrom-51 zeigen eine deutliche Abnahme der gesamten
Erythrozytenmasse nach Eintritt in die Schwerelosigkeit % ' . Die Abnahme beruht
auf einer selektiven Hamolyse neu gebildeter ,junger Erythrozyten (Neozytolyse). Es
wird vermutet, dass die Erhdhung des zentralvendsen Drucks von kardialen
Barorezeptoren detektiert wird und Uber eine Beeinflussung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems und des Hypothalamus-Hypophysen-Systems zu einer EPO-
Suppression fiihrt #31:3¢.1% Dje reaktiv erniedrigten EPO-Spiegel 16sen (iber einen
noch unbekannten Mechanismus die Neozytolyse aus. Bei gleichzeitig
unverandertem Abbau kommt es zu einem Abfall der Erythrozyten- und Hamoglobin-
Konzentration. Uber die Neozytolyse versucht der Kérper der im Rahmen der
Schwerelosigkeit entstandenen relativen Polyglobulie entgegenzuwirken '® ™ . Dieser
Mechanismus ermdglicht eine schnelle Adaption an die veranderten
Umweltbedingungen des Weltraums. Vergleichbare Veranderungen konnten auch in
erdgebundenen Modellen zur Simulation von Schwerelosigkeit beobachtet werden.
Wenige Stunden nach Beginn der Bettruhe kam es ebenfalls durch
Umverteilungsvorgange zu einer Reduktion des Plasmavolumens mit
darauffolgender Hamokonzentration " 2* 2 . Auch hier bedingt der erhéhte Hamatokrit
(iber eine erniedrigte EPO-Konzentration eine Induktion der Neozytolyse '® %% % Bei
gleichzeitig unverandertem Abbau kommt es zu einer Abnahme der gesamten
Erythrozytenmasse '® . Die Verringerung des Plasmavolumens in Kombination mit
einer Abnahme der Erythrozytenmasse fuhrt zu einer Abnahme des zirkulierenden
Blutvolumens um 10-15 % und stellt damit einen weiteren pradisponierenden Faktor

zur Entwicklung einer Gewebehypoxie dar .
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Daneben konnte im Rahmen von Schwerelosigkeitsuntersuchungen eine vermehrte
Sauerstoffausschopfung sowie erhohte Laktatwerte als Hinweis auf eine lokale
Hypoxie im vendsen Riickfluss der oberen Extremitat beobachtet werden '%° . Auch
konnte eine Verringerung des Residualvolumens (bei gleichbleibender Vitalkapazitat)
unter Mikrograviditat nachgewiesen werden, welche vermutlich durch eine Anderung
der abdominellen Compliance verursacht wird ' . Beide Faktoren kdénnen (ber ein
Ventilations-/Perfusions-Missverhaltnis bereits bei normobaren bzw. normoxischen
atmospharischen Bedingungen zu einem eingeschrankten Gasaustausch und
letztendlich zu einer Hypoxie fiihren % .

Schwerelosigkeit hat daruber hinaus Einfluss auf das psychoneuroendokrine System.
Fruhere Studien konnten eine negative Beeintrachtigung des psychischen
Wohlbefindens wahrend Weltraummissionen oder erdgebundenen Modellen zeigen
2. 97 Emotionaler Stress kann zu einer Aktivierung des psychoneuroendokrinen
Systems fuhren, da der Organismus Uber neuronale (autonomes Nervensystem)
und/oder endokrine Mechanismen versucht sich an die ungewohnten Umweltfaktoren

(Schwerelosigkeit, Hypoxie) anzupassen (Alostase) ©°

Die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse leistet Uber die Regulation der Glucocorticoid- und
Katecholaminausschittung einen wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung der
Homdostase *° . Im Rahmen einer Aktivierung des autonomen Nervensystems wird
ATP (via Exozytose) als Ko-Transmitter von Noradrenalin und Acetylcholin in den
synaptischen Spalt ausgeschiittet ' . Das freigesetzte ATP wird mit Hilfe von
Ektonukleotidasen rasch zu Adenosin dephosphoryliert (Abb. 3) und beglnstigt somit
einerseits eine weitere extrazellulare Adenosin-Akkumulation, andererseits kdnnen
auf Ebene der Mikrozirkulation erhdhte Konzentrationen von Adrenalin und
Noradrenalin zu einer Vasokonstriktion mit Minderperfusion des Gewebes fuhren.
Diese kann durch die proaggregatorischen Effekte, welche Noradrenalin tGber den ag-
Rezeptor auf Thrombozyten ausiibt, weiter potenziert werden ' . Hinzu kommt, dass
unter dem Einfluss von Kortikosteroiden die Wirkung von Katecholaminen an den
glatten Muskelzellen verstarkt und die Produktion von Vasodilatatoren in den
Endothelzellen inhibiert wird '® . Somit ist es denkbar, dass die Aktivierung des

psychoneuroendokrinen Systems das Risiko einer Gewebehypoxie vergroliert.
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Zusammengefasst gibt es Hinweise darauf, dass Astronauten wegen spezieller
Umwelteinflisse, denen sie wahrend ihrer Missionen ausgesetzt sind, zu einer
chronischen Gewebehypoxie mit der Folge einer vermehrten Akkumulation von
extrazelluldarem Adenosin neigen. Wie bereits eingangs erwahnt, wird sich die
Atmosphare innerhalb lunarer Habitate sowohl in der Zusammensetzung als auch im
Druck von der Erdatmosphare unterscheiden. Auf Grund einer daraus resultierenden
Erniedrigung des inspiratorischen Sauerstoffpartialdrucks (PiO2) wird eine
Minderversorgung des Gewebes mit Sauerstoff beglnstigt. Die Gefahr einer Hypoxie
nimmt durch die Auswirkungen von (simulierter) Schwerelosigkeit und anderer
weltraumassoziierter Stressoren weiter zu. Zum Zeitpunkt der Durchflhrung der
PlanHab-Studie existierten keine Studien, welche sich mit den kombinierten
Auswirkungen von (simulierter) Schwerelosigkeit und (normobarer) Hypoxie

beschaftigten.

16



1.5. Fragestellung

Die PlanHab - Studie untersuchte die Auswirkungen von (normobarer) Hypoxie und
simulierter Schwerelosigkeit (,Bettruhe“) auf die menschliche Physiologie. Fur die
geplante Errichtung lunarer Habitate und deren dauerhafte Besiedelung sind
erdgebundene Simulationen zwingend notwendig, um die potentiellen Einflisse auf
die unterschiedlichen Organsysteme zu erkennen und diesen, falls notwendig,
entgegenzuwirken. Zahlreiche Studien fokussierten sich in der Vergangenheit nur auf
einen der beiden Faktoren, so dass deren Kombination eine innovative Neuerung
darstellte. Dabei bleibt der Nutzen der Studie nicht nur auf zukunftige
Weltraummissionen beschrankt. Fur Patienten, die auf Grund einer chronischen
respiratorischen Insuffizienz (z.B. COPD) zu einem inaktiven Lebensstil gezwungen
sind (und damit ahnlichen Stressoren ausgesetzt sind), erhofft man sich neue
Erkenntnisse zum besseren Verstandnis der physiologischen Vorgange. Unter der
Annahme, dass Hypoxie und simulierte Schwerelosigkeit (Bettruhe) Uber
verschiedene  Mechanismen zu einer Beeinflussung des purinergen,
hamatologischen und psychoneuroendokrinen Systems fuhren, haben wir folgende

Fragestellungen aufgestellt:
* Welche Auswirkungen haben Hypoxie und/oder simulierte Schwerelosigkeit
(Bettruhe) auf das purinerge, hamatologische und psychoneuroendokrine

System?

 Sind diese Auswirkungen unter Hypoxie starker ausgepragt als unter

Normoxie?

* Gibt es Wechselwirkungen der unterschiedlichen Systeme?
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Die PlanHab-Studie wurde in einem prospektiven Cross-Over Design angelegt.
Die Bewilligung der EU-Forderung erfolgte nur nach Erfullung strikter EU-Auflagen,
zu denen unter anderem die Erstellung eines ausfuhrlichen Projektplans (Description
of Work (DoW)) zahlte, der genaue Angaben des Ethikvotums (und des
Datenmanagements, s.u.) beinhalten musste. Diese Vorgaben und Bedingungen
erkannten kein anderes nationales oder lokales Ethikvotum an als das hdchste in
Slowenien (durch das Slowenische Nationale Medizinische Ethikkomitee). Dies
basierte auf der Tatsache, dass alle Probanden slowenischer Nationalitat waren, alle
Versuche in Slowenien erfolgten und somit auch alle Information einschlieRlich der
Aufklarungen in slowenischer Sprache durchgefuhrt werden mussten sowie die

Aufwandentschadigungen der Probanden durch die slowenische Einrichtung erfolgte.

Auszug aus der DoW Abschnitt 4:

All the experiments will be performed at the Olympic Sport Centre Planica in Slovenia. Therefore, for
the experiments performed in Slovenia, only the approval of a Slovene ethics committee is applicable.
All Information for Subjects sheets must also be written in Slovene. The request for Ethics approval of
the study will be submitted by the Coordinator (Mekjavic) who will also receive the formal approval
from the National Ethics Committee, and will be responsible for all Ethics issues of the studies

performed at the Olympic Sport Centre Planica.

Zur unerlasslichen Wahrung der Personlichkeitsrechte wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ausschlieBlich anonymisierte Proben und Daten verwendet. Die
Anonymisierung vor Weitergabe der Daten aus Slowenien an die Europaischen
Partner wurde ebenfalls strikt eingehalten und im DoW auch in seinen Prozeduren

exakt beschrieben und festgelegt.

»Data management

All experimental data that will be collected during the study will only be available to the researchers
directly involved in the study. Individual data will be coded so that the identity of any given subject
cannot be linked to the data unless access to the code key is provided (which will be kept in a safe
room at the Jozef Stefan Institute). On request, subjects will be provided with results of experiments in
which they served as a test subject, but not results of experiments performed by other subjects. The
Jozef Stefan Institute has a safe room available for data storage and meetings. This room has been
certified by the Ministry of Defence (using NATO guidelines) as being appropriate for storage of

sensitive/secret information. Information stored in this room pertains only to the experiments
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conducted at the Jozef Stefan Institute. Access to this room, as well as to the information contained in
the room, is regulated by the JSI Security Officer. The coded results will be added to the Data Archive
currently being developed by the European Space Agency. It will not be possible to connect the

information contained in the archive with individual subjects®

Da die Blutproben und die anderen erhobenen Daten vollstdndig anonymisiert
analysiert und prozessiert wurden und somit eine Ruckverfolgung zur Person fur den
Untersucher nicht mdglich war/ist und naturlich gleichzeitig ein gultiges Votum der
lokalen Ethikbehdérde am Studienort besteht/bestand, lagen keine ethisch-rechtlichen
Bedenken vor, und es bestand keine zusatzliche Beratungspflicht seitens der EK der
LMU.

Die Durchfuhrung erfolgte gemaly der Deklaration von Helsinki fur Forschung am
Menschen und den Richtlinien der Europaischen Weltraumorganisation fur ,Bettruhe-
Studien“ (ESA, Standardization of bed rest study conditions 1.5, August 2009;
international Uberarbeitet 2014 von der International Academy of Astronautics (IAA)
in den "Guidelines for Standardization of Bed Rest Studies in the Spaceflight
Context’
(www.nasa.gov/sites/default/files/atoms/files/bed_rest_studies complete.pdf) ).

Unter der Koordination des Instituts Jozef Stefan (Ljubljana, Slowenien) war ein

Konsortium aus acht Partnern beteiligt:

Tabelle 1: PlanHab - Konsortium

Einrichtung Land
Deutsches Zentrum fur Luft- u. Raumfahrt (DLR) Deutschland
Institut Jozef Stefan (1JS) Slowenien
Kungliga Tekniska hégskolan (KTH) Schweden
Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen (LMU) Deutschland
Politecnico di Milano (PdM) Italien
University of Nottingham (UNOTT) Grol3britannien
Universita degli Studi di Trieste (UniTs) Italien
Universita degli Studi di Udine (UniUdi) Italien
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Die Studie umfasste drei Kampagnen mit einer Dauer von jeweils 32 Tagen. In jeder
Kampagne wurden die Probanden einer von drei Interventionen zugewiesen, so dass
am Ende der Studie jeder Proband jede Intervention einmal durchlaufen hatte. Im
Einzelnen bestanden die Interventionen aus normoxischen (NBR) und hypoxischen
(HBR) 21-tagigen Bettruhephasen, bei denen die Probanden alle Aktivitadten des

Alltags (Essen, Korperhygiene, etc.) in horizontaler Position ausubten.

In der dritten Intervention waren die Probanden ebenfalls hypoxischen Bedingungen
ausgesetzt. Jedoch war es diesen erlaubt, sich innerhalb der unter Hypoxie
gestellten Raumlichkeiten (Schlafzimmer, Aufenthalts- u. Essbereich) frei zu
bewegen (HAMB = engl. hypoxic ambulatory). Die Probanden waren jeweils in einem
Zimmer mit zwei Einzelbetten untergebracht. Vor Beginn der jeweiligen
Interventionen erfolgte eine siebentagige Vorlaufphase zur Erhebung der
Ausgangsparameter/Baseline-Daten (BDC = engl. baseline data collection). Nach
Beendigung der Intervention schloss sich eine viertadgige Erholungsphase (R = engl.
recovery) an. Zwischen den einzelnen Kampagnen lag ein Zeitraum von mindestens
vier Monaten (,wash-out period*), so dass von einer vollstandigen Normalisierung der
zu messenden Parameter ausgegangen werden kann.

Zur Standardisierung des Tagesablaufs wurden die Probanden taglich um 7:00 Uhr
geweckt. Das Abschalten der Beleuchtung erfolgte um 23 Uhr. Schlafepisoden
wahrend des Tages waren untersagt. Zur Evaluierung der individuellen
Kdérperzusammensetzung, des Energieverbrauchs und des Flussigkeitshaushalts
erfolgte in allen drei Kampagnen die Einnahme der Mahlzeiten nach einem

standardisierten Schema mit festgelegten Zeiten:

Frahstick 8:00 Uhr; 1. Zwischenmahlzeit 11:00 Uhr; Mittagessen 13:00 Uhr;
2. Zwischenmabhlzeit 16:00 Uhr; Abendessen 19:00 Uhr.
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Kampagne 1 >> Kampagne 2 >> Kampagne 3
Okt. - Nov. 2012 April - Mai 2013 Sept. - Okt. 2013
HAMB >> NBR >> HBR
HBR >> HAMB >> NBR
NBR >> HBR >> HAMB

Abbildung 5: Studienprotokoll; HBR = Hypoxische Bettruhe, HAMB = Hypoxie ohne Bettruhe

Proband 1 - 6

Proband 7 - 10

Proband 11 - 14

NI NV N
NN NN

NBR = Normoxische Bettruhe

2.2. Studienpopulation

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte Uber Aushange an slowenischen
Universitaten sowie uUber Werbung auf diversen Internetportalen und im Radio.
Interessierte Personen wurden zu einer Prasentation mit weitergehenden
Informationen Uber die Studie eingeladen. AnschlieBend erfolgten die
Auswahlgesprache am Jozef Stefan Institut in Ljubljana. Das Auswahlkomitee
bestand aus mindestens drei Wissenschaftlern mit Erfahrung in der Durchfihrung

von Hypoxie- und Bettruhe-Studien.

2.2.1. Einschlusskriterien

Voraussetzungen waren ein Alter zwischen 20 und 45 Jahren, ein Body-Mass-Index
(BMI) zwischen 18 und 30 kg/m?, eine KdrpergroRe zwischen 158 und 190 cm sowie
ein Taillenumfang von weniger als 94 cm. Weitere Einschlusskriterien waren
schriftliches Einverstandnis, die Teilnahmebereitschaft an allen drei Kampagnen, das
Vorhandensein einer Sozialversicherung, sowie das Beherrschen der englischen

Sprache.
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2.2.2. Ausschlusskriterien

Zu den Ausschlusskriterien gehorten weibliches Geschlecht, Mangelernahrung sowie
die Einnahme von Medikamenten, welche die Testergebnisse beeinflussen kdnnten.
Des Weiteren fuhrten Drogen-, Alkohol- oder Medikamentenmissbrauch, bestehende
Vorstrafen oder Inhaftierung zum Studienausschluss. Personen, die sich in den
letzten zwei Monaten in Hohen tber 2000 Meter aufgehalten haben, normalerweise
auf Hohen Uber 500 Meter wohnen, sich ausschlieRlich vegetarisch oder vegan
ernahrten, innerhalb der letzten drei Monate vor Studienbeginn Blut spendeten,
innerhalb der letzten zwei Monate Teilnehmer an anderen Studien waren oder
innerhalb der letzten sechs Monate vor Studienbeginn Nikotin konsumierten, konnten
bei der Auswahl nicht bericksichtigt werden. Darlber hinaus fuhrten folgende

durchgemachte oder aktuell bestehende Erkrankungen zum Ausschluss:

Gastrodsophagealer Reflux, Hiatushernie, Nierenfunktionsstdrung, Nierensteine,
chronische Ruckenschmerzen, Migrane, Klaustrophobie, Gleichgewichtsstdrungen,
orthostatische Dysregulation, Schilddrusenfunktionsstorungen, Allergien,
Hypokalziamie, Hyperurikdmie, Hypertonus, Hyperlipoproteinamien, Diabetes,
T-Score £-1,5 (Knochendichte - gemessen mit der Dual Energy X-ray
Absorptiometry (DXA) - liegt mindestens 1,5 Standardabweichungen unter dem
Mittelwert gleichgeschlechtlicher gesunder Menschen im Alter von 30 Jahren),
Vorhandensein metallischer Implantate oder Osteosynthesematerial,
Hyperhomocysteinamie, Thrombophilie (APC-Resistenz, Protein C/S-Mangel,
Antithrombin-llI-Mangel, Prothrombinmutation, Antiphospholipid-Syndrom)

2.3. Studieneinrichtung

Die Studie fand 2012/2013 im 940 Meter hoch gelegenen Olympischen Sportzentrum
(OSC) Planica in RateCe, Slowenien statt. Am FulRe der Ostlichen Julischen Alpen
gelegen, befindet sich die Einrichtung in einem Tal des Triglav Nationalparks.
Bekannt als Standort der bis 2010 groften Skisprungschanze der Welt, dient es
internationalen Athleten als Stutzpunkt fur ihre Trainingslager. Erbaut 1938, wurde es
2004 bis 2008 in Zusammenarbeit mit dem Slowenischen Sport- und
Bildungsministerium und des Slowenischen Olympischen Komitees fur sechs

Millionen Euro generalsaniert.
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Die Renovierung wurde finanziell durch den Europaischen Fond fur regionale
Entwicklung (EFRE) unterstitzt. In Kooperation mit dem Institut Jozef Stefan und der
Firma b-Cat (Tiel, Niederlande) wurde eine Hohentrainingsanlage installiert. Diese
kann einerseits von Athleten fur eine optimale Vorbereitung auf Wettkdmpfe genutzt
werden und dient andererseits auch der Wissenschaft zur Durchfiihrung von Studien.
Hierbei stehen vor allem die Auswirkungen von Hypoxie auf die menschliche
Physiologie im Vordergrund. Wegen der Grol3e der Einrichtung und den dort bereits
erfolgreich durchgefihrten Studien entschloss man sich zur Durchfihrung des
PlanHab-Projekts fir das OSC Planica.

Abbildung 6: Olympisches Sportzentrum Planica &7

2.3.1. Erzeugung von hypoxischen Bedingungen

In der PlanHab-Studie wurden die hypoxischen Umweltbedingungen durch eine
Absenkung der FiO, bei konstantem P,y erzeugt. Da die daraus resultierende
Erniedrigung des PiO; ohne eine Veranderung des Pa.m einhergeht, spricht man auch
von normobarer Hypoxie. Im Gegensatz dazu wird bei lunaren Habitaten eine
Reduzierung des PO, hauptsachlich durch eine Verringerung des Pam erreicht
werden (hypobare Hypoxie). Die DurchfiUhrung der Studie unter normobaren
Bedingungen erfolgte vor allem aus praktischen Gesichtspunkten (Kosteneffizienz,
die Notwendigkeit von Druckschleusen entfallt). Gemall dem ,equivalent air altitude®
Modell resultieren aus unterschiedlichen Kombinationen von Pam und FiO,, welche

den  gleichen PiO,  ergeben, identische physiologische  Antworten,
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so dass die Art der erzeugten Hypoxie (normobar/hypobar) nur eine untergeordnete
Rolle spielt'*. Ein Stockwerk des OSC Planica ist atmosphérisch abgeschirmt. Hier
kann durch Reduzierung des FiO, eine HOhe von bis zu 5400 Metern Uber dem
Meeresspiegel (HOhe des Mount-Everest Basislagers) simuliert werden. Im
Hypoxiebereich stehen 10 Doppelzimmer, ein Ess- und Aufenthaltsbereich sowie
diverse Laborraumlichkeiten zur Verfugung. Die normobare Hypoxie wird durch ein
Vakuum-Druck-Schwing-Adsorption-System (VPSA, b-Cat, Tiel, Niederlande)
erzeugt. Bei diesem Verfahren wird Auf3enluft von einem Kompressor angesaugt,
durch ein Kohlenstoffmolekularsieb mit einer speziellen Porenstruktur (CMS = engl.
carbon molecular sieve) geleitet und auf diese Weise in ihre Bestandteile zerlegt
(Abb. 7).
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Abbildung 7: Funktionsweise des Kohlenstoffmolekularsiebs. Die kleinen O, - Molekiile kdnnen
das Molekularsieb ungehindert passieren, die groBeren N, - Molekiile sind dazu jedoch nicht in

der Lage.

Die gefilterten Sauerstoffmolekile werden an der inneren Oberflache des
Molekularsiebs gebunden (Adsorption). Sobald alle Poren gesattigt sind, wird es mit
Hilfe eines angelegten Vakuums regeneriert und der isolierte Sauerstoff nach aufden
abgegeben (Regeneration). Das System besteht aus zwei Sieben, so dass
gleichzeitig eine Adsorption und eine Regeneration erfolgen kann (Abb. 8). Dies
ermdglicht eine nahezu ununterbrochene Zufuhr eines hypoxischen Gasgemischs,
da durch die Adsorption der Sauerstoffmolekile die inspiratorische
Sauerstoffkonzentration (FiO2) und folglich der Sauerstoffpartialdruck (PiO2) sinkt.
Reaktiv erhdhen sich Partialdruck (PiN2) und Konzentration (FiN;) von Stickstoff.
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Die von Sauerstoff gereinigte Luft wird anschlieRend in die Raumlichkeiten geleitet.
Sobald dort die gewunschte FiO, erreicht ist, wird eine weitere Zufuhr gestoppt. Die
O,- und CO2-Konzentrationen werden in 15-minltigen Abstanden durch das VPSA-
Kontrollsystem Uberwacht. Ein Abfallen der Sauerstoffkonzentration unter den
festgelegten Grenzwert stoppt die weitere Zufuhr sauerstoffarmer Luft und aktiviert

einen Ventilator, welcher in kurzer Zeit groRe Mengen Frischluft von auf3en in den

betreffenden Raum transportiert.

Abbildung 8: Vakuum-Druck-Schwing-Adsorption-System (VPSA); Vorne: Kompressor des
VSPA; Hinten (weiBe Pfeile): Kohlenstoffmolekularsiebe

Ein von diesem System unabhangiger CO,-Absorber wird bei Bedarf
hinzugeschaltet. Fir genauere Informationen Uber die Funktionsweise sei auf die

Homepage der Firma b-Cat verwiesen (http://www.b-cat.nl).

Aus Sicherheitsgrinden wurde wahrend den hypoxischen Interventionen die
arterielle Sauerstoffsattigung der Probanden dreimal taglich mittels Pulsoxymetrie
uberwacht. Neben den 15-minttigen Kontrollintervallen des VPSA-Systems |6ste ein
am Korper zu tragender O,-Sensor (RAE PGM-1100, Kalifornien, USA) bei einer

FiO2 von weniger als 13,5 % einen akustischen Alarm aus.

25



Um das madgliche Vorhandensein einer akuten Hohenkrankheit beurteilen zu kénnen,
beantworteten die Probanden jeden Abend (20 Uhr) die Selbsteinschatzungsfragen

des ,Lake-Louis-Score* fiir Erwachsene "°.

Tabelle 2: PlanHab -Umweltbedingungen

PlanHab-Umweltbedingungen

FiO, (HBR; HAMB) 0.141 £ 0.004
PO, (mm Hg) (HBR; HAMB) 90.0+0.4
FiCO, (HBR; HAMB) 0.0023 £ 0.0007
FiO, (NBR) 0.209 £ 0.0
PO, (mm Hg) (NBR) 133.1+£0.3
Patm (MM Hg) 684+4

T(C) 244 +0.7

RH (%) 53.5+5.4
Mittelwerte + Standardabweichung; FiO,= inspiratorische Sauerstoffkonzentration;
P;O, = inspiratorischer Sauerstoffpartialdruck; F;CO,= inspiratorische Kohlenstoffdioxid-

konzentration; P,,= atmospharischer Druck (Planica, 940 m i.d.M.); T= Temperatur;
RH = relative Luftfeuchtigkeit; HBR = Hypoxische Bettruhe; HAMB = mobile Probanden unter
Hypoxie; NBR = Normoxische Bettruhe

2.3.2. Simulation von Schwerelosigkeit (Bettruhe)

Bettruhe in leichter Kopftieflage (HDTBR) hat sich als zuverlassiges
Simulationsmodell bei der Erforschung der physiologischen Veranderungen wahrend
der bemannten Raumfahrt etabliert. Zahlreiche Bettruhestudien konnten ahnliche
Auswirkungen auf das muskuloskelettale und kardiovaskulare System nachweisen,

wie sie auch unter realer Schwerelosigkeit auftreten © .

Allerdings sind die
existierenden Bettruhemodelle nicht ohne weiteres auf lunare Simulationen

ubertragbar, da auf dem Mond keine absolute Schwerelosigkeit vorherrscht.
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Bis heute (Stand 11/2017) betraten insgesamt nur zwolf Mitglieder der Apollo
Missionen die Oberflache des Mondes. Zusammengerechnet verbrachten Menschen
bisher lediglich 12,5 Tage auf dem Mond, dessen Gravitationsbeschleunigung mit
1,622 m/s?(0,16 G) nur ein Sechstel von der der Erde betragt ®* .

Es ist noch vdllig unbekannt, welche Auswirkungen die reduzierten G-Krafte auf die
menschliche Physiologie haben und inwiefern es madglich ist, diese durch
erdgebundene Modelle identisch abzubilden. Theoretisch misste die Korperposition
der Probanden wahrend der Bettruhephase um bis zu 9,5 Grad (mit dem Kopf als
hdchsten Punkt) gekippt werden, um die lunare Gravitationsbeschleunigung auf der
Erde zu simulieren ® . Jedoch kann eine Validierung dieser Annahme erst mit einer
erneuten Ruckkehr zum Mond erfolgen. Bei der Durchfihrung der PlanHab - Studie
hat man sich dazu entschlossen, die Bettruhe Interventionen (NBR, HBR) in
horizontaler  Korperposition  durchzufuhren. Von einem  wissenschaftlichen
Standpunkt aus sollte zunachst eine Grundlagenforschung erfolgen, welche die
Interaktion zwischen einer durch Bettruhe verursachten Inaktivitat und Hypoxie
analysiert. Wie schon bei der Auswahl des Hypoxiegrads kann davon ausgegangen
werden, dass mogliche Interaktionen zwischen Hypoxie und Schwerelosigkeit umso
leichter aufgedeckt werden, je ausgepragter diese vorliegen. Ein weiterer Vorteil der
horizontalen Korperposition (im Vergleich zur einer gekippten Position) ist der
verringerte hydrostatische Druck in den tiefen Beinvenen, wodurch das
Thromboserisiko wahrend der Bettruhephasen sinkt.

Den Probanden war es wahrend der Bettruhephasen nicht erlaubt, innerhalb ihres
Betts zu sitzen oder zu stehen. Jede korperliche Aktivitat mit Ausnahme von
Positionsanderungen (Rucken-, Bauch- und Seitenlage) waren untersagt. Als
Kopfstitze war die Benutzung eines Kissens erlaubt. Zur Linderung von Kopf-
und/oder Ruckenschmerzen, welche oft in den ersten Tagen der Bettruhe auftreten,
wurde den Probanden die Einnahme von Paracetamol (500 mg) als
Bedarfsmedikation erlaubt und passive Dehnungsubungen von Physiotherapeuten
durchgefuhrt. Die Compliance der Bettruhe wurde durch ein kontinuierliches Video-

Monitoring sichergestellt.
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2.4. Vorgehensweise zur Probengewinnung

Gemal dem Studienprotokoll erfolgte an festgelegten Messzeitpunkten (Tab. 3) die
Datenerhebung mit Hilfe von Blut-, Speichel- und Urinproben. Zusatzlich kamen zur
psychischen Evaluation der Probanden Fragebdgen zum Einsatz.
Aus organisatorischen Grunden konnte die Bestimmung der Katecholamin-
Konzentrationen im Urin an zwei Zeitpunkten nicht zusammen mit den Ubrigen

Messungen erfolgen. Am Zeitpunkt R 4 konnten auf Grund der Abreise der

Probanden keine abendlichen Messungen von Cortisol

durchgefuhrt werden.

Tabelle 3: Messzeitpunkte

und Katecholaminen

Baseline-Daten Interventionsphase Erholungsphase
BDC 2 BDC 1 2 4 5 14 21 R2 R4
KAB/STAI KAB/STAI KAB/STAI | KAB/STAI | KAB/STAI | KAB/STAI | KAB/STAI
PTSS-10 PTSS-10
Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol
Katecho- | Katecho- | Katecho- Katecho- Katecho- Katecho-
lamine lamine lamine lamine lamine lamine
EPO EPO EPO EPO EPO EPO
Blutbild/ Blutbild/ Blutbild/ Blutbild/ Blutbild/ Blutbild/ Blutbild/
Hamolyse- Hamolyse- Hamolyse- | Hamolyse- | Hamolyse- | Hamolyse- | Hamolyse-
Evaluation Evaluation Evaluation | Evaluation | Evaluation | Evaluation | Evaluation
Adenosin/ Adenosin/ Adenosin/ | Adenosin/ | Adenosin/ | Adenosin/ | Adenosin/
Inosin Inosin Inosin Inosin Inosin Inosin Inosin

BDC 2/1 = 2/1 Tag(e) vor Start der Intervention, R 2/4 = 2/4 Tage nach Ende der Intervention;

Griin =
KAB =

Fragebogen,

Blau

Speichelproben,

Gelb =

Kurzfragebogen zur aktuellen Beanspruchung, STAI =

Urinproben,

PTSS-10 = Posttraumatische Stresskala-10, EPO = Erythropoetin
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2.4.1. Adenosin/Inosin

Das Protokoll zur Bestimmung der Adenosin-Plasmakonzentration erfolgte nach
einem erstmals 1984 von Ontyd et al. beschriebenen, modifizierten Schema °° .
Hierzu wurden den Probanden 2,5 ml vendses Vollblut mit Hilfe einer Spritze
entnommen, die mit 2,5 ml eiskalter Stopplésung geflllt war. Ein Riuckschlagventil
verhinderte die versehentliche Injektion der Stoppldsung. Die Stoppldsung verhindert
eine Verschiebung des Adenosins von extrazellular nach intrazellular sowie Uber die
Inhibierung der Adenosin-Desaminase die Umwandlung von Adenosin zu Inosin.
Beide Mechanismen wirden ansonsten 2zu falsch erniedrigten Adenosin-
Plasmakonzentrationen fuhren. Gleichzeitig wird durch die Inhibierung von
unspezifischen Phosphatasen und Ectonucleotidasen eine zusatzliche Bildung von
Adenosin  aus  Nukleotiden (und damit einhergehenden zu  hohen
Plasmakonzentrationen) verhindert. Zur Herstellung eines Liters Stoppldsung wurden
6,30 mg EHNA (M= 313,83 g/mol; c= 20 wmol/l), 7,446 g Na;EDTA (M= 372,30
g/mol; c= 20mmol/l), 7,608 g EGTA (M= 380,40 g/mol; c= 20 mmol/l), 6,482 g D,L-a--
Glycerophosphat (M= 324,10 g/mol; c= 20mmol/l) sowie 100 mg Dipyridamol (M=
504,60 g/mol; c= 200 pmol/l) in 0,9% NaCl Losung gelést und mit Natronlauge
(NaOH) auf einen pH-Wert von 6 titriert. Nach Umfullen der Proben in einen 5 ml BD
Vacutainer® PPT™ der Firma Becton, Dickinson and Company (Franklin Lakes, New
Jersey, USA) wurden diese fur funf Minuten bei 5000 U/min zentrifugiert und stehend
bei -80 °C eingefroren. Nach Abschluss der Kampagne wurden im Labor der Klinik
fur Anasthesiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Mlinchen zur Ausfallung der
Plasmaproteine 2 ml des gewonnenen Blutplasmas mit 100 ul 70%-iger
Perchlorsaure versetzt und anschlieRend zentrifugiert. Kaliumhydroxid (KOH) wurde
in aquivalenter Menge zur Neutralisation verwendet. Die Analyse der
Plasmakonzentrationen von Adenosin und Inosin erfolgte nach der von Hagemeier
beschriebenen ,dual column switching high affinity performance/reversed phase high
performance liquid chromatography* 3" Der Inter-Assay Variationskoeffizient der von

uns verwendeten Messmethode lag bei ca. 10%, die Sensitivitat bei 2 - 5 pmol *'.
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2.4.2. Hamatologisches System

Gemal dem Studienprotokoll erfolgte zwischen 6:45 Uhr und 7:45 Uhr morgens bei
den nuchternen Probanden im Liegen eine vendse Blutenthahme mittels Butterfly-
Kaniile. Dabei kamen Monovetten® der Firma Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland)

zum Einsatz.

2.4.2.1. Erythropoetin

Zur Bestimmung der Erythropoetin-Konzentration im Plasma wurde den Probanden
an den Messzeitpunkten 4,5 ml vendses Blut mit Hilfe von Lithium-Heparin-
Monovetten® der Firma Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland) entnommen. Der
Transport erfolgte eisgelagert in die Laborraumlichkeiten. Nach Umfullen von 2 ml
antikoaguliertem Vollblut in einen 3,5 ml BD Vacutainer® SST™ Il Advance der Firma
Becton, Dickinson and Company (Franklin Lakes, New Jersey, USA) erfolgte eine
funfminutige Zentrifugation mit 3500 U/min. Im Anschluss wurden die Proben bei
-80°C in aufrechter Position eingefroren. Die Analyse der Erythropoetin-
Konzentration erfolgte am Kungliga Tekniska hogskolan (KTH) in Schweden nach
den Instruktionen des Herstellers mit einem Sandwich-Enzyme-Linked
Immunosorbent-Assay (Human Erythropoietin Quantikine IVD ELISA, R&D Systems,
Minneapolis, Minnesota, USA). Die optische Dichte wurde mit dem Mikroplattenleser
SPECTRAwax TM PLUS** (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, California,
USA) bei 450 nm bestimmt. Als Korrekturwellenlange wurden 600 nm verwendet. Die
Sensitivitat liegt laut Herstellerangaben bei 0,6 mU/ml. Der geschatzte Intra- bzw.
Inter-Assay Variationskoeffizient lag bei 2,2 % * . Die Referenzwerte der
Erythropoetin-Konzentration bei gesunden Erwachsenen im Plasma liegen zwischen
3,1 und 14,9 mU/ml "%,

2.4.2.2. (Differential-)Blutbild

An den Messzeitpunkten erfolgte eine vendse Blutentnahme mit 2,7 ml EDTA-
Monovetten® der Firma Sarstedt (Nimbrecht, Deutschland). Diese wurden
unmittelbar nach Abnahme in das Institut fur klinische Chemie im benachbarten
Krankenhaus Jesenice (Jesenice, Slowenien) transportiert. Die Analyse erfolgte
innerhalb von 8 Stunden mit Hilfe der Durchflusszytometrie, Impedanzmessung
sowie zytochemischen Untersuchungen (Pentra 120; Horiba ABX Diagnostics,

Montpellier, Frankreich).

30



Folgende Parameter wurden erhoben: Leukozyten, Lymphozyten, Monozyten,
Thrombozyten, Erythrozyten, Hamoglobin, Hamatokrit, MCV, MCH, MCHC.
Hinsichtlich der einzelnen Sensitivitdten sowie der Intra- bzw. Inter-Assay
Variationskoeffizienten der unterschiedlichen Parameter sei auf die Betriebsanleitung

des Herstellers verwiesen.

2.4.2.3. Hamolyse-Evaluation

Zur Quantifizierung einer moglichen Hamolyse-Reaktion wurde der Absorptionsgrad
von freiem Hamoglobin im Plasma mit Hilfe eines Spektralphotometers gemessen.
Zur Erstellung einer Standardkurve erfolgte hierzu vorab eine flunfmindtige
Zentrifugation von 2 ml Vollblut (abgenommen von einem gesunden freiwilligem
Spender) bei 4000 U/min. Nach vorsichtiger Entfernung des Uberstandes (Plasma)
wurde dem verbleibenden Pellet zur Induktion der Hamolyse 1 ml Aqua destillata
hinzugefigt und fur 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation fiir zehn Minuten bei 4000 U/min wurde der gewonnene Uberstand
(entsprechend eines 100 % Lysats) entnommen und das Pellet verworfen. Zur
Herstellung einer Verduinnungsreihe folgte im Anschluss eine schrittweise
Verdlinnung des 100%igen Lysats mit ,Hanks buffered salt solution (HBSS)". Daraus
resultierten hamolysierte Proben mit folgenden Konzentrationen: 2,5%, 1,0%,
0,125%, 0,0625%, 0,03125%, 0,015625%, 0,0078125% und 0,00390625%. In einem
letzten Schritt wurden nach erneuter zehnminutiger Zentrifugation bei 4000 U/min der
Absorptionsgrad der Proben-Uberstande mit Hilfe eines Spektralphotometers
(Thermo Scientific™ Nano Drop 2000/2000c, Erlangen, Deutschland) bei 414 nm
gemessen und eine Standardkurve erstellt. Zur Evaluation einer mdglichen
Hamolyse-Reaktion wurde den Probanden an den Messzeitpunkten vendses Blut mit
Hilfe einer 2,7 ml EDTA-Monovette® der Firma Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
abgenommen, auf Eis gelagert und in die Laborraumlichkeiten transportiert. Nach
funfminitiger Zentrifugation bei 4000 U/min wurden 1000 pl des Uberstandes in
aufrechter Position bei -80°C eingefroren. Nach Abschluss der Studie wurden die
Proben im Labor der Klinik fur Anasthesiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat
Munchen aufgetaut. AnschlieBend wurde der prozentuale Anteil der Hamolyse
evaluiert, indem der Absorptionsgrad der Plasmaproben (1 ul) mit Hilfe des
Spektralphotometers bei 414 nm gemessen und mit der vorab erstellten

Standardkurve verglichen wurde.
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2.4.3. Psychoneuroendokrines System
Alle eingesetzten Fragebdgen wurden uber die Firma Beltz Testzentrale (European
Test Publisher Group, Goéttingen, Deutschland) bezogen und den Probanden zur

Beantwortung in englischer Sprache elektronisch zur Verfugung gestellt.

2.4.3.1. Kurzfragebogen zur aktuellen Beanspruchung (KAB)

Zur Evaluierung des emotionalen Stresses wurde an den Messzeitpunkten jeweils
morgens und abends der Kurzfragebogen zur aktuellen Beanspruchung (KAB) einge-
setzt ® . Es handelt sich um einen subjektiven Test, der aus sechs gegensatzlichen
Adjektivpaaren besteht. Zwischen diesen mussten die Probanden auf einer
sechsstufigen Likert-Skala ihre aktuelle Stimmung einordnen. Die Auswertung erfolgt
durch Summation der Einzelwerte und anschlieRender Mittelwertbildung. Es kann
eine Punktzahl zwischen 1 (keine psychische Belastung) und 6 (maximale
psychische Belastung) erreicht werden. Normwerte erwachsener Testpersonen
bewegen sich zwischen 2,4 und 2,8 ®® . Mehrere Studien ergaben eine interne
Konsistenz zwischen 0.8 und 0.82 sowie fur den Retestkoeffizienten einen Mittelwert
von 0.83 ® . Im Vergleich zum ebenfalls verwendeten STAI-Test zeigen sich
vergleichbare Ergebnisse mit einer vorbeschriebenen Korrelation von 0.7
bis 0.9%°".

2.4.3.2. State-Trait-Angstinventar (STAI)

Das von Spielberger et al. entwickelte Angstinventar ist ein fest etablierter
Bestandteil in der klinischen Forschung und Praxis ® . Es unterscheidet zwischen
Angst als Zustand (State) und Angst als Eigenschaft (Trait). Dabei beziehen sich
zwanzig ltems auf das je nach Situation variable, aktuelle Angstniveau zum
Erhebungszeitpunkt. Weitere zwanzig Items dienen zur Erfassung einer konstanten
Neigung zu Angstreaktionen bzw. des Vorhandenseins der Angst als
Personlichkeitsmerkmal. Hierbei ordneten die Probanden das Zutreffen der
jeweiligen Aussage auf einer vierstufigen Skala ein. Flr die jeweilige Angstskala
(Zustand/Eigenschaft) kann eine Punktzahl zwischen 20 (keine Angst) und 80
(maximale Angst) erreicht werden. Normstichproben arbeitender Erwachsener und
Studenten ergaben Mittelwerte zwischen 35.7 bis 36.5 (State) und 34.9. bis 38.3
(Trait) bei Mannern bzw. 35.2 bis 38.8 (State) und 34.8 bis 40.4 (Trait) bei Frauen .
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Die interne Konsistenz beider Skalen des Angstinventars variiert zwischen 0.86 und
0.95. Der Retestkoeffizient liegt Uber einen Zeitraum von zwei Monaten zwischen
0.65 und 0.75 % . Analog zu dem Kurzfragebogen zur aktuellen Beanspruchung
(KAB) erfolgte die Testdurchfihrung an den jeweiligen Messzeitpunkten jeweils am

Morgen und am Abend.

2.4.3.3. Posttraumatische Stress Skala-10 (PTSS-10)

Die posttraumatische Stress Skala-10 wurde, angelehnt an die Diagnosekriterien der
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (aktuell 5. Auflage) der
American Psychiatric Association, zum Screening auf eine posttraumatische
Belastungsstérung (PTBS) entwickelt "> % . Die PTSS-10 ist in zwei Teile gegliedert.
In Teil A kann das Auftreten von Schmerzen, Atemnot, Alptrdumen und Angst
innerhalb des letzten Monats mit ,ja“ oder ,nein“ beantwortet werden. In Teil B
bewerten die Probanden das Vorhandensein verschiedener Symptome innerhalb der
letzten sieben Tage auf einer Skala von 0 (nie) bis 6 (immer). Im Einzelnen besteht
der Test aus zehn Items:

Schlafstérungen, Alptraume, Depressionen, Schreckhaftigkeit, das Bedurfnis
sich von anderen zurlckzuziehen, Gereiztheit, Stimmungsschwankungen,

Selbstvorwurfe/ Schuldgefuhle, Angst und Muskelverspannungen.

Dabei kann in Teil B ein Ergebnis zwischen 10 und 70 Punkten erreicht werden. Bei
einer Gesamtsumme von mehr als 35 Punkten sind mit hoher Wahrscheinlichkeit die
Diagnosekriterien einer posttraumatischen Belastungsstérung erfiillt °2 . Der PTSS-10
zeigt eine hohe interne Konsistenz (Cronbach’s a = 0.93) und Retest-Reliabilitat
(0.89)%2. Beide Teile wurden jeweils an den Zeitpunkten BDC 2 und R 4 beantwortet

um eine mogliche Belastungsstérung vor bzw. nach den Interventionen aufzudecken.

2.4.3.4. Cortisol

Zur Bestimmung des freien Cortisols im Speichel wurden Salivetten® der Firma
Sarstedt (Numbrecht, Deutschland) verwendet. Hierbei mussten die Probanden flr
30 bis 45 Sek. einen Wattetupfer im Mund behalten und kauen. Um
Verdunnungseffekte oder Kontaminationen zu vermeiden, waren Nahrungs- bzw.
Flussigkeitsaufnahme sowie Zahneputzen eine Stunde vor Abnahme untersagt. Zur

Abbildung der zirkadianen Cortisolausschuttung erfolgte die Abnahme jeweils
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zwischen 7:00 — 7:30 Uhr (nuchterne, liegende Probanden, direkt nach dem
Erwachen) und 20:00 — 20:30 Uhr (je nach Zeitpunkt/Intervention: sitzend oder
liegend). Die Proben wurden im Anschluss bei —20°C eingefroren und bis zum Ende
der Kampagne vor Ort gelagert.

Die Messung erfolgte anschlieBend am Institut flr klinische Chemie des
Universitatsklinikums GroRhadern (Munchen, Deutschland) mit Hilfe eines
Elektrochemilumineszenz-lImmunoassays (ECLIA, Elecsys 2010, Roche, Mannheim,
Germany). Die Referenzwerte der Cortisol-Konzentration bei gesunden
Erwachsenen im Speichel liegen - laut Herstellerangaben - morgens bei weniger als
0,87 ug/dl, abends bei weniger als 0,35 pg/dl. Nach den Herstellerangaben betragt
bei Konzentrationen zwischen 0,007 und 0,972 pug/dl der Intra-Assay
Variationskoeffizient zwischen 1,5 und 5,4 %, der Inter-Assay Variationskoeffizient
bei Konzentrationen zwischen 0,013 und 1,17 pg/dl zwischen 1,9 und 10,1 %. Die
Sensitivitat lag bei 0,018 ug/dL.

2.4.3.5. Katecholamine (Adrenalin, Noradrenalin)

Zur Ermittlung der Katecholamin-Konzentrationen von Adrenalin und Noradrenalin
wurde an den Messzeitpunkten zweimal taglich fur jeweils 12 Stunden
(Tag: 7—-19 Uhr; Nacht: 19-7 Uhr) Urin in einem lichtgeschitzten Behaltnis
gesammelt. Im Anschluss wurden mit einer Urin-Monovette® der Firma Sarstedt
(NUmbrecht, Deutschland) 10 ml Proben entnommen und bis zur spateren
Auswertung  bei  -20°C  eingefroren. Die  Analyse erfolgte  mittels
Hochdruckflussigkeitschromatographie mit elektrochemischer Detektion
(Chromosystems, Grafelfing, Deutschland) im Institut fr klinische Chemie des
Universitatsklinikums GroBhadern (Minchen, Deutschland). Nach Herstellerangaben
und den Messungen des Instituts flr klinische Chemie betragt der Intra-Assay
Variationskoeffizient weniger als 2,7 %, der Inter-Assay Variationskoeffizient weniger
als 4,1 %. Die Sensitivitat lag bei 3 ug/dL. Zur Ermittlung der Ausscheidung pro 12
Stunden wurden die auf einen Liter bezogenen Konzentrationen mit der

Sammelmenge multipliziert.
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2.5. Statistische Analyse

Die deskriptive und vergleichende Statistik erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS
23.0 (IBM, Armonk, Ney York, USA). Die Prufung auf Normalverteilung erfolgte mit
dem Kolmogorov-Smirnov-Test. Um eine anndhernde Normalverteilung zu erhalten,
wurde auf die nicht normalverteilte Stichprobe eine Box-Cox-Transformation
angewendet. Zur Abschatzung des Zusammenhangs zwischen den verschiedenen
Interventionen und Zeitpunkten wahrend derselben Kampagne wurde das gemischte
lineare Regressionsmodell angewendet. Das gemischte lineare Regressionsmodell
wird bevorzugt in Longitudinalstudien verwendet, bei welchen in bestimmten
zeitlichen Abstanden wiederholte Messungen an denselben Probanden unter
verschiedenen Bedingungen durchgefuhrt werden. Dabei wurden die Kampagne, die
Abfolge der Kampagnen, potentielle Carry-Over-Effekte der vorangegangenen
Kampagne, Zeitpunkt der jeweiligen Kampagne und die Interaktion zwischen
Intervention und Zeitpunkt als feste Effekte einbezogen. Unter der Verwendung einer
Kovarianzmatrix mit Varianzkomponenten-Struktur wurden Probanden und Carry-
Over-Effekte als zufallige Effekte einbezogen. Auf Grund des explorativen
Charakters unserer Analysen erfolgte keine Korrektur fur multiples Testen. Die Daten
in den Tabellen sind als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) dargestellt. Aus
Anschauungsgrinden sind die Werte in den Diagrammen als Mittelwerte =+
Standardfehler (SEM = engl. standard error of the mean) abgebildet. Im Fliel3text
sind die Mittelwerte zusammen mit der Standardabweichung angegeben. Als

signifikant wurden Ergebnisse mit einem p < 0,05 gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Probandencharakteristik

Nach medizinischen und psychologischen Eingangsuntersuchungen wurden aus
initial 65 Bewerbern vierzehn gesunde mannliche Probanden fir die Teilnahme an
der PlanHab-Studie ausgewahlt. Gemals dem Cross-Over Studiendesign
durchliefen die Probanden zwischen Oktober 2012 und Oktober 2013 in
unterschiedlicher Reihenfolge die Interventionen HAMB (Hypoxie ohne Bettruhe),
HBR (hypoxische Bettruhe) und NBR (normoxische Bettruhe). Drei
Studienteilnehmer schieden aus personlichen oder gesundheitlichen Grinden vor
ihrer Teilnahme an der letzten Kampagne aus. Auf Grund finanzieller
Beschrankungen konnte HAMB nicht durch eine vierte Gruppe (mobile Probanden
unter Normoxie) kontrolliert werden. Deshalb wurde die HAMB Intervention im
Rahmen dieser Arbeit von den Analysen ausgeschlossen und der Fokus lag auf dem
Vergleich zwischen hypoxischer und normoxischer Bettruhe, da diese auch am

ehesten die Umweltbedingungen zukulnftiger Habitate reprasentieren.

Tabelle 4: Probandencharakteristik

Probanden . . Body-Mass-Index
Alter (Jahre) KorpergroRe (m) Gewicht (kg) 2
(n) (kg/m®)
14 26,4 +5,2 1,80 £ 0,05 75,9+ 10,6 235+28
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3.2. Purinerges System

3.2.1. Adenosin

In beiden Bettruhe-Interventionen kam es zu einem signifikanten Anstieg der
Adenosin-Konzentration gegenuber den Ausgangswerten mit Maximalwerten
zwischen Zeitpunkt (ZP) 14 und 21. Die hdchste Konzentration von Adenosin fand
sich mit 235 + 126 nmol/l in der HBR-Gruppe an Zeitpunkt 21. Nach dem Ende der
Bettruhephase imponierten in beiden Gruppen im Vergleich zu den Ausgangswerten
(BDC) weiterhin erhdhte Adenosin-Konzentrationen mit dem Nachweis statistischer
Signifikanz zum Zeitpunkt R 2 in der NBR-Gruppe.

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum konnten unter hypoxischen Bedingungen
(HBR) tendenziell hdéhere Adenosin-Plasmakonzentrationen als unter Normoxie
(NBR) gemessen werden. Ein signifikanter Unterschied konnte im

Intergruppenvergleich flr den Zeitpunkt 5 und 21 belegt werden.
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Abbildung 9: Adenosin-Konzentration im Plasma; Mittelwerte * Standardfehler (SEM);
Einheiten = nmol/l; HBR= Hypoxische Bettruhe, NBR = Normoxische Bettruhe;

BDC = Baseline-Daten, R 2/4 = 2/4 Tage nach Ende der Intervention; # = Signifikanter
Unterschied (p <0,05) zwischen HBR und NBR; * / + = Signifikanter Unterschied in der
HBR/NBR-Gruppe zwischen jeweiligem Zeitpunkt und Baseline-Daten (BDC); p = Signifikanter
Unterschied der NBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt 2 und Zeitpunkt 14; 1 = Signifikanter
Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt 2 und den Zeitpunkten 21 und R 2

37



3.2.2. Inosin

Analog zur Adenosin-Konzentration zeigten sich wahrend beider Bettruhe-
Interventionen signifikante Anstiege der Inosin-Konzentration mit Maximalwerten am
Zeitpunkt 21. Bezogen auf die Ausgangswerte (BDC) konnten flur die ZP 14, 21, R 2,
R 4 (HBR) bzw. ZP 21, R2, R4 (NBR) signifikant hdhere Konzentrationen gemessen
werden. Erneut waren innerhalb der HBR-Gruppe hoéhere Werte als in der NBR-
Gruppe festzustellen. Im Intergruppenvergleich liel3 sich hier fir den Zeitpunkt 21
und den Zeitpunkt R4 ein statistisch signifikanter Unterschied belegen.

Wahrend der Erholungsphase fielen in beiden Gruppen die Werte ab, waren jedoch

weiterhin gegenuber den Ausgangswerten signifikant erhoht.

400 Inosin

Kondition

350~ @ HBR
@ NBR
300 X .
,""‘ .\\ p
," N\
250
"’,"‘ # l

200

nmol/l
*

+ 8 e}
+ oy #® e

50—

0—

Zeitpunkt

Abbildung 10: Inosin-Konzentration im Plasma; Mittelwerte * Standardfehler (SEM);
Einheiten = nmol/l; HBR = Hypoxische Bettruhe, NBR = Normoxische Bettruhe;
BDC = Baseline-Daten, R2/4 = 2/4 Tage nach Ende der Intervention; # = Signifikanter
Unterschied (p <0,05) zwischen HBR und NBR; * / + = Signifikanter Unterschied in der
HBR/NBR-Gruppe zwischen jeweiligem Zeitpunkt und Baseline-Daten (BDC); p = Signifikanter
Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen den Zeitpunkten 21 und R 4 und den Zeitpunkten 2, 5
und 14; t = Signifikanter Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt R 2 und den
Zeitpunkt 2 und 5; ~ = Signifikanter Unterschied in der NBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt 5 und
den Zeitpunkten 14, 21, R 2 und R 4; § = Signifikanter Unterschied in der NBR-Gruppe zwischen
Zeitpunkt 2 und Zeitpunkt 21
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3.3. Hamatologisches System

3.3.1. Erythropoetin

Erwartungsgemal wurden die hochsten Konzentrationen zu Beginn der hypoxischen
Bettruhephase am Zeitpunkt 2 (HBR: 23,89 * 7,64 mU/ml) beobachtet, gefolgt von
einem raschen Riuckgang auf die Ausgangswerte (BDC). Nach Ende der Intervention
(R 2) konnten in der HBR-Gruppe signifikant niedrigere EPO-Werte gegenulber allen
anderen Zeitpunkten, insbesondere auch gegenuber den Ausgangswerten (BDC)

nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu imponierte unmittelbar nach Beginn der NBR-Intervention an
ZP 2 eine Reduktion der EPO-Konzentration um ca. 39 % (Einzelwerte in dieser
Arbeit nicht abgebildet). Eine Suppression der EPO-Ausschittung nach Beendigung
der normoxischen Bettruhe konnte im Vergleich zur HBR-Intervention nicht

festgestellt werden.

Im Intergruppenvergleich fanden sich unter hypoxischen Bedingungen wahrend der
gesamten Dauer der Intervention signifikant hohere Erythropoetin-Konzentrationen
als in der NBR-Gruppe. In der anschlielenden Erholungsphase zeigten sich unter
Berucksichtigung des ausgepragten EPO-Abfalls der HBR-Gruppe signifikant héhere
EPO-Spiegel in der NBR-Gruppe.
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Abbildung 11: Erythropoetin-Konzentration im Plasma; Mittelwerte * Standardfehler (SEM);
Einheiten = mlU/ml; HBR = Hypoxische Bettruhe, NBR = Normoxische Bettruhe;
BDC = Baseline-Daten, R 2 = 2 Tage nach Ende der Intervention; # = Signifikanter Unterschied
zwischen HBR und NBR; * = Signifikanter Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt
2 und den Zeitpunkten BDC, 5, 14, 21, R2; p = Signifikanter Unterschied in der HBR-Gruppe
zwischen R 2 und den Zeitpunkten BDC, 2, 5, 14, 21; + = Signifikanter Unterschied in der NBR-
Gruppe zwischen Zeitpunkt 2 und den Zeitpunkten BDC und R2; ~ = Signifikanter Unterschied
in der NBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt BDC und Zeitpunkt 14

3.3.2. (Differential-)Blutbild

Mit Beginn der Bettruhephasen (ZP 2) kam es in beiden Gruppen zu einem
signifikanten Anstieg der Erythrozytenzahlen, der Hdmoglobin-Konzentration und des
Hamatokrits im Sinne einer Hamokonzentration. Im weiteren Verlauf der NBR-
Intervention waren die Werte annahernd konstant. Im Gegensatz dazu erfolgte in der
HBR-Gruppe ein weiterer signifikanter Anstieg der drei Parameter bis zu einem

Maximum an Zeitpunkt 14.

Im Intergruppenvergleich zeigten sich signifikante Unterschiede an den ZP 14 und 21
mit hoheren gemessenen Werten (Erythrozyten, Hamoglobin, Hamatokrit) in der
HBR-Intervention. Nach Beendigung der Bettruhephasen folgte in beiden Gruppen

ein Abfall der drei Parameter, teilweise unterhalb der Ausgangswerte (Abb. 12/13).
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Unter Hypoxie kam es zu einem signifikanten Anstieg der Retikulozytenzahlen mit
Maximalwerten an Zeitpunkt 5. Auch unter Normoxie konnte ein signifikanter Peak
der Retikulozytenzahlen zum Zeitpunkt 5 beobachtet werden. In der HBR-Gruppe
fanden sich wahrend der gesamten Interventionsdauer (mit Ausnahme von ZP 2) und
wahrend der Erholungsphase (R 2, R 4) signifikant hdhere Werte als in der NBR-
Gruppe.

Eine ausfuhrliche Tabelle der gemessenen Werte (Erythrozyten, Hamoglobin,

Hamatokrit, Thrombozyten, Retikulozyten, Differentialblutbild) ist im Anhang zu

finden.
6.5 Erythrozyten Hamoglobin
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Abbildung 12: Mittelwerte * Standardfehler (SEM); Einheiten = Tsd./ul (Erythrozyten) bzw.
g/dl (Hamoglobin); HBR = Hypoxische Bettruhe, NBR = Normoxische Bettruhe; BDC =
Baseline-Daten, R 2/4 = 2/4 Tage nach Ende der Intervention; # = Signifikanter Unterschied
zwischen HBR und NBR; * /| + = Signifikanter Unterschied in der HBR/NBR- Gruppe zwischen
jeweiligem Zeitpunkt und Baseline-Daten (BDC); ~ = Signifikanter Unterschied in der NBR-
Gruppe zwischen Zeitpunkt R 4 und den Zeitpunkten 2, 5, 14, 21 und R 2; p = Signifikanter
Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen den Zeitpunkten R 2/4 und den Zeitpunkten 5, 14 und
21; 1 = Signifikanter Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt 2 und den Zeitpunkten
14, 21, R 4; § = Signifikanter Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt 5 und
Zeitpunkt 14
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- Hamatokrit
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Abbildung 13: Mittelwerte * Standardfehler (SEM); Einheit = %; HBR = Hypoxische Bettruhe,
NBR = Normoxische Bettruhe; BDC = Baseline-Daten, R 2/4 = 2/4 Tage nach Ende der
Intervention; # = Signifikanter Unterschied zwischen HBR und NBR; * / + = Signifikanter
Unterschied in der HBR/NBR- Gruppe zwischen jeweiligem Zeitpunkt und Baseline-Daten
(BDC); p = Signifikanter Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen den Zeitpunkten R 2/4 und
den Zeitpunkten 5, 14 und 21; t = Signifikanter Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen
Zeitpunkt 2 und den Zeitpunkten 14, 21, R 4; ~ = Signifikanter Unterschied in der NBR-Gruppe
zwischen Zeitpunkt R 4 und den Zeitpunkten 2, 5, 14, 21 und R 2
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Abbildung 14: Mittelwerte * Standardfehler (SEM); Einheiten = Tsd./ul; HBR = Hypoxische
Bettruhe, NBR = Normoxische Bettruhe; BDC = Baseline-Daten, R 2/4 = 2/4 Tage nach Ende der
Intervention; # = Signifikanter Unterschied zwischen HBR und NBR; * / + = Signifikanter
Unterschied in der HBR/NBR- Gruppe zwischen jeweiligem Zeitpunkt und Baseline-Daten
(BDC); ~ = Signifikanter Unterschied in der NBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt 5 und den
Zeitpunkten 14, 21, R 2 und R 4; p = Signifikanter Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen
den Zeitpunkten R 2/4 und den Zeitpunkten 5 und 14; § = Signifikanter Unterschied in der HBR-
Gruppe zwischen Zeitpunkt 2 und den Zeitpunkt 5 und 14; t = Signifikanter Unterschied in der
HBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt 5 und Zeitpunkt 21
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3.3.3. Hamolyse-Evaluation

Es fand sich wahrend der Intervention eine signifikant hdhere Hamolyserate unter
hypoxischen Bedingungen (HBR) als unter Normoxie (NBR). Diese normalisierte sich
bereits in der fruhen Erholungsphase und naherte sich wieder den Ausgangswerten
an. Innerhalb der NBR-Gruppe zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in

Bezug auf die einzelnen Messzeitpunkte.

Hamolyse

Kondition
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0,6 @ NBR

%
%
%
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Prozensatz der Hamolyse (%)

0,14

1 | I I J I I
BDC 2 5 14 21 R2 R4

Zeitpunkt
Abbildung 15: Mittelwerte * Standardfehler (SEM); Einheit = %; HBR = Hypoxische Bettruhe,
NBR = Normoxische Bettruhe; BDC = Baseline-Daten, R 2/4 = 2/4 Tage nach Ende der
Intervention; # = Signifikanter Unterschied zwischen HBR und NBR; p = Signifikanter

Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen den Zeitpunkt R 4 und Zeitpunkt 5
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3.4. Psychoneuroendokrines System

3.4.1. Kurzfragebogen zur aktuellen Beanspruchung (KAB)

Die Auswertung des Kurzfragebogens zur aktuellen Beanspruchung ergab keine
Hinweise auf relevant erhdhte psychische Stresspegel innerhalb der beiden
Bettruhegruppen (HBR und NBR). Die Punktezahlen bewegten sich wahrend des
Beobachtungszeitraums innerhalb der Normwerte (2,4 — 2,8) mit nur geringflgigen
Anderungen zwischen Morgen- und Abendwerten. Mit Beginn der Bettruhephasen
zeigten sich unter hypoxischen Bedingungen tendenziell hdhere Werte im Vergleich
zu normoxischen Bedingungen. Diese waren am Abend ausgepragter als am
Morgen. Ein einmaliger statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen (HBR/NBR) konnte am Zeitpunkt (ZP) 5 wahrend der morgendlichen
(2,47 £1,27/1,78 £0,86; p = 0,046) und abendlichen (2,64%1,42/1,73 +0,72;

p = 0,018) Messung nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: Kurzfragen zur aktuellen Belastung (KAB); Mittelwerte * Standardfehler (SEM);
Einheiten = Punkte; HBR = Hypoxische Bettruhe, NBR = Normoxische Bettruhe; BDC =
Baseline- Daten, R 2/4 = 2/4 Tage nach Ende der Intervention; # = Signifikanter Unterschied
(p < 0,05) zwischen HBR und NBR
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3.4.2. State-Trait-Angstinventar (STAI)

Betrachtet man die Resultate des STAI wurden die Schwellenwerte
(State: 36,83 + 9,82; Trait: 34,45 + 8,83), die auf psychisches Ungleichgewicht bzw.
Angst hinweisen, wahrend des Beobachtungszeitraums in beiden Gruppen nicht
(iberschritten *® . Hinsichtlich der Angst als aktuellen Zustand (State) zeigten sich, wie
schon im Kurzfragebogen zur aktuellen Beanspruchung, tendenziell héhere Werte in
der HBR-Gruppe als in der NBR-Gruppe. Diese Unterschiede waren zu keinem
Zeitpunkt signifikant. Vergleicht man die Mittelwerte der beiden Gruppen hinsichtlich
der Angst als Eigenschaft (Trait) zeigte sich ebenfalls ein biphasischer, jedoch nicht

signifikanter Verlauf.

Tabelle 5: State-Trait-Angstinventar (STAI)

BDC 2 5 14 21 R2 R4
e 33,07 = 36,36 = 35,5+ 36,21 = 36,21 = 35,64 + 30,36 =
STAI 9,23 12,45 9,01 10,53 11,74 11,24 6,21
(State) — 30,54 + 32,69 29,92 + 31,62 = 33,38 = 33,85 32,46 =
8,05 10,34 7,58 9,62 10,82 11,21 11,2
HBR 33,14 = 35,29 = 35,43 = 33,64 = 34,14 = 35,36 = 32,64 =
STAI 5,29 ,56 7,15 6,5 5,04 7,59 5,49
(Trait) 33,23 31,77 = 32,62 = 35,46 = 35,15 34,92 = 34,15
NBR 6,66 4,97 4,99 6,35 6,52 8,38 8,5

Mittelwerte * Standardabweichung (SD); Einheiten = Punkte; HBR = Hypoxische Bettruhe,
NBR = Normoxische Bettruhe; BDC = Baseline-Daten, R 2/4 = 2/4 Tage nach Ende der

Intervention

3.4.3. Posttraumatische Stress Skala-10 (PTSS-10)

Nach Auswertung der Ergebnisse der PTSS-10 konnten in der HBR-Gruppe sowohl
in Teil A far das Item ,Angst” als auch in Teil B signifikant hdhere Testergebnisse
(p = 0,031 bzw. p = 0,045) nach Beendigung der Intervention (Zeitpunkt R 4) in
Bezug auf die Baseline-Daten festgestellt werden. Zwischen den beiden
Bettruhegruppen fanden sich keine statistisch relevanten Unterschiede. Auffallend
waren auch hier wieder die tendenziell hdheren Werte der HBR-Gruppe im Vergleich
zur NBR-Gruppe.

In beiden Gruppen ergaben sich unter Berlcksichtigung des Gesamt-Scores keine

Hinweise auf die Entwicklung einer posttraumatischen Belastungsstérung.
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Abbildung 17: Posttraumatische Stress Skala-10 (PTSS-10) Teil A; Summe = Anzahl der
Probanden (n=14); HBR = Hypoxische Bettruhe, NBR = Normoxische Bettruhe;
BDC = Baseline-Daten, R 4 = 4 Tage nach Ende der Intervention; * = signifikanter Unterschied
in der HBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt BDC und Zeitpunkt R 4

Tabelle 6: Posttraumatische Stress Skala-10 (PTSS-10) Teil B

BDC R4
PTSS-10 HBR 15,5 + 3,82 18,71+ 7,62
Tele NBR 14,77 £ 4,57 16,54 + 7,4

Mittelwerte * Standardabweichung (SD); Einheiten = Punkte; HBR = Hypoxische Bettruhe,
NBR = Normoxische Bettruhe; BDC = Baseline-Daten, R 4 = 4 Tage nach Ende der Intervention;

* = Signifikanter Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen ZP R 4 und Baseline-Daten (BDC)
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3.4.4. Cortisol

Das freie Cortisol im Speichel der Probanden bewegte sich am Morgen und Abend
innerhalb der Referenzwerte (morgens/abends: < 0,87/0,35 pg/dl). In beiden
Gruppen scheinen die initial (BDC) gemessenen Cortisol-Konzentrationen mit Beginn
der Intervention leicht abzufallen. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang konnte

weder in Bezug auf die Intervention (HBR, NBR) noch den Zeitpunkt gefunden

werden.
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Abbildung 18: Freie Cortisol-Konzentration im Speichel; Mittelwerte * Standardfehler (SEM);
Einheiten = pg/dl; HBR = Hypoxische Bettruhe, NBR = Normoxische Bettruhe;

BDC = Baseline- Daten, R 2 = 2 Tage nach Ende der Intervention

3.4.5. Katecholamine

Die Katecholamin-Konzentrationen bewegten sich Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum innerhalb der Referenzwerte (Adrenalin < 20 pg/24h;
Noradrenalin < 100 ug/24h ") und variierten nur geringfiigig zwischen HBR und
NBR. Es imponierten tendenziell hdhere Noradrenalin-Konzentrationen in der HBR-
Gruppe als in der NBR-Gruppe ohne Nachweis statistischer Signifikanz.
Demgegenluber fand sich in beiden BR-Gruppen im gesamten Tagesprofil
(Morgen/Abend) ein signifikanter Abfall der Noradrenalin-Konzentration an Zeitpunkt
14 gegenuber den Zeitpunkten BDC, 2, 4 und einem anschlielenden signifikanten
Anstieg an ZP R 2 gegenuber ZP 14.
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Daruber hinaus konnten in der NBR-Gruppe (Noradrenalin Tag) zwischen Zeitpunkt
21 und Zeitpunkt R 2 sowie in der HBR-Gruppe (Noradrenalin Nacht) zwischen
Zeitpunkt 14 und Zeitpunkt 21 signifikante Anstiege verzeichnet werden.

Betrachtet man die Liniendiagramme der gemessen Adrenalinwerte, so ist ein
nahezu identischer Verlauf der beiden Kurven festzustellen ohne signifikante

Veranderungen hinsichtlich der Intervention oder des Zeitpunkts.
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Abbildung 19: Katecholamin-Konzentrationen im Urin; Tag: 7:00-19:00 Uhr, Nacht: 19:00-
7:00 Uhr; Mittelwerte * Standardfehler (SEM); Einheiten = pg/12 Stunden; HBR = Hypoxische
Bettruhe, NBR = Normoxische Bettruhe; BDC = Baseline-Daten, R 2 = 2 Tage nach Ende der
Intervention; p = Signifikanter Unterschied in der HBR/INBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt 14 und
den Zeitpunkten BDC, 2, 4, R 2; Noradrenalin (Tag): * = signifikanter Unterschied in der NBR-
Gruppe zwischen Zeitpunkt 21 und Zeitpunkt R 2; Noradrenalin (Nacht): * = signifikanter
Unterschied in der HBR-Gruppe zwischen Zeitpunkt 14 und Zeitpunkt 21
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4. Diskussion

4.1. Wechselwirkungen des purinergen und hamatologischen System

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit den Auswirkungen von (normobarer)
Hypoxie und simulierter Schwerelosigkeit (Bettruhe) auf das purinerge,
hamatologische und psychoneuroendokrine System. Nach Auswertung der Daten
bestatigte sich unsere Hypothese, dass Hypoxie und simulierte Schwerelosigkeit
(Bettruhe) die Adenosin-Kinetik beeinflussen. So konnten wir zeigen, dass
hypoxische Bettruhe zu einer signifikanten Erhdhung der extrazellularen Adenosin-
Konzentration fuhrt. Interessanterweise war auch unter normoxischen Bedingungen
eine erhohte Adenosin-Freisetzung zu verzeichnen, wenn auch geringer ausgepragt
als unter Hypoxie.

Uber mehrere Mechanismen fiihrt Gewebehypoxie zu einer direkten oder indirekten
Freisetzung von Adenosin (s. Einleitung). Eine vermehrte ATP-Freisetzung mit der
Folge einer extrazellularen Adenosin-Akkumulation durch Phosphohydrolyse konnte
auch im Rahmen einer Hyperkapnie oder als Reaktion auf eine Zelldeformation

beobachtet werden * 26

. Neben diesen spezifischen Freisetzungsmechanismen
scheint auch ein direkter Zelluntergang im Sinne einer intravaskularen Hamolyse fur
eine extrazellulare Anreicherung von Adenosin-Verbindungen verantwortlich zu sein
> Sikora et al. stellten nach in vitro Versuchen die Hypothese auf, dass alleine eine
intravaskulare Hamolyse fur die extrazellulare ATP-Akkumulation verantwortlich sei.
Die bisher propagierten spezifischen Freisetzungsmechanismen, wie Hypoxie,
Hyperkapnie, Scherkrafte etc., wirden lediglich eine Hamolyse induzieren und keine
selektive ATP-Freisetzung aus Erythrozyten bewirken .

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir inwiefern eine Hamolyse in unserer Studie
eine mogliche Ursache fur die erhohten Adenosinspiegel darstellte. Wir stellten
signifikant hohere Hamolyseraten unter hypoxischen im Vergleich zu normoxischen
Bedingungen fest. Diese normalisierten sich bereits in der frihen Erholungsphase
(R) und naherten sich wieder den Ausgangswerten. Als Ursache vermuteten wir eine
Induktion der Neozytolyse unter Hypoxie. Wir untersuchten daher i) die
Erythropoetin-Konzentration im Plasma sowie ii) die Retikulozytenzahl im Serum und
deren wechselseitige Zusammenhange in den beiden Interventionen.

Die EPO-Konzentration in der HBR-Gruppe stieg bereits zu Beginn signifikant an mit
entsprechend hdchsten Retikulozytenzahlen (122,43 + 36,67 x 10°/ul) an dem auf die

maximale EPO-Konzentration folgenden Messzeitpunkt (ZP 5).
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Unter Berucksichtigung der Reifungszeit von Retikulozyten im peripheren Blut,
konnten wir die hochsten Hamoglobin-Konzentrationen (17,5 + 1,03 g/dl) bzw.
Erythrozytenzahlen (6,22 + 0,37 Mio./ul) vierzehn Tage nach Beginn der hypoxischen
Bettruhe beobachten. Diese Veranderungen standen in positiver Korrelation zur
erhdhten Hamolyserate unter hypoxischer Bettruhe (HBR).

Zudem zeigten Feuerecker et al., dass prolongierte Bettruhe durch
FlUssigkeitsumverteilungen und damit verbundene Scherkrafte ein Ablésen von
Adhasionsmolekiilen bewirkt®’ . Sollten sich diese Scherkrafte auch auf Erythrozyten
auswirken, konnte dies die nachfolgende Hamolyse und den extrazellularen
Adenosin-Anstieg erklaren. Dies erscheint umso wahrscheinlicher, da Hypoxie
Erythrozyten in ihrer Dehnbarkeit herabsetzt und ihre Anfalligkeit fur Zellschaden

ansteigen lasst >% ®

. Wahrend PlanHab waren FlUssigkeitsverschiebungen am
auffalligsten unter der hypoxischen Bettruhe, so dass diese Hypothese unterstutzt
wird (Ergebnisse durch die Studienpartner Keramidas et al. verdffentlicht *° ).
Betrachtet man nun die Veranderungen unter normoxischer Bettruhe (NBR), fallt auf,
dass auch hierunter die extrazellulare Adenosinkonzentration anstieg, allerdings
ohne eine damit einhergehende gesteigerte Hamolyse als mdgliche Erklarung.
Moglicherweise war die Sensitivitat der von uns verwendeten Messmethode zur
Hamolysebestimmung nicht hoch genug, um den Grad der Hamolyse linear zu
quantifizieren und abzubilden. Sie wird aber durch einen Retikulozytenanstieg, der
auch unter normoxischer Bettruhe nachzuweisen war, unterstutzt.

Dieser  Retikulozytenanstieg  scheint  hier  jedoch hauptsachlich  ein
Hamokonzentrations-Effekt bei initialer Reduktion des Plasmavolumens, als eine
Folge einer gesteigerten EPO-Produktion, zu sein. Betrachtet man diese namlich
unter normoxischer Bettruhe, so fallt zu Beginn der Intervention zunachst eine EPO-
Suppression auf. Dieses Ergebnis steht jedoch nicht im Widerspruch zu einer
gesteigerten (und nicht ausreichend durch unsere Methode detektierten) Hamolyse,
denn wie in der Einleitung erwahnt, zeigten schon frihere Studien denselben Effekt.
Auch hier wurde die Vermutung einer durch reaktiv-erniedrigte EPO-Spiegel (bei
zentraler Hypervoldmie) induzierten Neozytolyse nahegelegt '® %% ™. Somit scheint
eine Neozytolyse unter diesen Bedingungen sowohl bei erhdhten als auch bei

erniedrigten EPO-Spiegeln aufzutreten.
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Des Weiteren interessierte uns inwiefern die durch Bettruhe induzierte Inaktivitat das
Verhaltnis der Zusammensetzung der Korpermasse (Fett/Muskelmasse) beeinflusst
und damit eventuell auch Veranderungen im purinergen System hervorruft.

In zahlreichen Studien, die sich mit den Folgen von korperlichem Training auf die
oxidative Muskelkapazitat befassen, zeigen sich widersprichliche Ergebnisse
betreffend Beeinflussung der extrazelluliren ATP-Konzentration ** *° . Die
Auswirkungen korperlicher Inaktivitat auf das purinerge System sind hingegen

t. 35 1. wiesen

bislang nur wenig untersuch . Unsere Studienpartner Debevec et a
wahrend PlanHab bei allen Studienteilnehmern einen gesteigerten muskularen
Katabolismus mit signifikanter Reduktion des Korpergewichts nach, der somit eine
mogliche Erklarung fur die gesteigerten Adenosinkonzentrationen bietet.
Interessanterweise wurde der beobachtete Katabolismus aber durch Hypoxie nicht
verstarkt und trat auch in der Intervention ohne Bettruhe auf. Erklarbar ist dies
modglicherweise durch ein vermindertes Appetitempfinden mit konsekutiv
verminderter Kalorienzufuhr unter solchen Studienbedingungen im Allgemeinen.

Es bleibt hier noch zu erwahnen, dass alle drei Interventionen wahrend PlanHab
einen einzigen Faktor tatsachlich alle gemeinsam teilten, und das war eine strikt
kontrollierte und standardisierte Ernahrung wahrend der Studienperiode in allen drei
Kampagnen. Eventuell ist dieser Faktor am Ende erklarend fur die Beobachtungen,

die wir im purinergen System wahrend PlanHab gemacht haben.

Auch die ausgepragten Veranderungen des Plasmavolumens unter Hypoxie sollten
in weiteren Studien naher betrachtet werden, um deren Ursache(n) zu klaren.
Wahrend PlanHab unterschieden sich Flussigkeitsaufnahme und Diurese in den
drei Interventionenen nicht, so dass eine gesteigerte Diurese als Erklarung

19 Ebenso verhielt es sich mit den

ausgeschlossen werden konnte
Katecholaminkonzentrationen, d.h. auch eine vermehrte periphere Vasokonstriktion
mit zentraler Hypervolamie bei erhdhtem Sympathikotonus unter Hypoxie kam nicht
als Ursache in Frage *°.

Des Weiteren kdnnen sowohl Hypoxie als auch Bettruhe eine Hypoproteinamie

induzieren '* 77 102

, SO dass eine Verringerung des onkotischen Drucks als Folge
eines Verlustes von Plasmaproteinen als Ursache fur Plasmaveranderungen denkbar
ist. Eine Proteinbestimmung war im Rahmen von PlanHab allerdings leider nicht

moglich, so dass diese Hypothese nicht naher verifiziert werden konnte.
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Auch die erhohten EPO-Konzentrationen in der HBR-Gruppe kdnnten, zumindest bis
zu einem gewissen Grad, Uber eine downregulation der Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Achse zu einer Plasmavolumen-Reduktion beitragen *° . Fiir eine klare

Definition dieser Mechanismen bedarf es weiterer Studien.

4.2. Psychoneuroendokrines System

In unserer Untersuchung wurde der psychische Zustand durch drei verschiedene
Fragebogen evaluiert. Daruber hinaus wurden die Konzentrationen der
Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin im Urin sowie die Cortisol-Konzentration
im Speichel bestimmt.

Wir konnten zeigen, dass 21-tdgige, normoxische Bettruhe keinen Einfluss auf den
emotionalen Zustand der Probanden hatte. Unter hypoxischen Bedingungen konnten
im Intergruppenvergleich hohere Belastungswerte gefunden werden. Diese
bewegten sich jedoch wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums innerhalb der
Normwerte fur gesunde Erwachsene. In beiden Bettruhe-Interventionen fielen
interessanterweise die Noradrenalin-Konzentrationen an Zeitpunkt 14 signifikant ab
und stiegen in der Erholungsphase (R 2) wieder an. Die Cortisol-Konzentration im
Speichel zeigte weder in Bezug auf die Intervention noch die einzelnen

Messzeitpunkte signifikante Veranderungen.

Bei der Induktion einer psychologischen Stressantwort scheint die Dauer der
Bettruhephasen eine entscheidende Rolle zu spielen. Analog zu unseren
Ergebnissen wurde in friheren Studien wahrend kurzeren (5/17 Tage) und
geringfugig langeren Bettruhephasen (30 Tage) kein vermehrter emotionaler Stress

festgestellt 1% 2" 80

. Jedoch fuhrte 45-tagige bzw. 120-tagige Bettruhe zu einer
erhdhten psychischen Belastung ' °°. Die von uns gewahlte Interventionsdauer war
dementsprechend mdglichweise zu kurz, um eine signifikante psychologische
Stressantwort zu induzieren.

Da wahrend PlanHab Bettruhe alleine keine signifikanten psychologischen
Veranderungen hervorrief, stellte sich die Frage nach Auswirkungen der Kombination
aus Bettruhe und Hypoxie auf die Stressantwort. Nachweislich kommt es abhangig
von Dauer und Ausmall der Hypoxie zu psychischen Belastungsreaktionen mit
Beeintrachtigung der mentalen und kognitiven Fahigkeiten ' 3% %2 Bei der

Auswertung unserer Daten fand sich auch hier kein Hinweis auf eine signifikante
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Belastungsreaktion.  Unsere  Ergebnisse  widersprechen  damit friheren
Studienergebnissen. Dies kann zum Teil durch eine unterschiedliche Methodik erklart
werden “© % Unterschiede finden sich erneut v.a. in der Dauer der Bettruhephasen
als auch in der Art der eingesetzten Fragebogen. Stavrou et al. zeigten, dass
zehntagige hypoxische Bettruhe negative Auswirkungen auf die Stimmung und die
emotionale Belastbarkeit hat *. Obwohl eine kurzzeitige Exposition somit einen eher
negativen Einfluss auf die psychische Stressantwort nachwies, lie® sich dies fur
einen subakuten Einfluss von hypoxischer Bettruhe Uber 3 Wochen nicht belegen.
Mdglicherweise sind  hierfur  Adaptionsprozesse bzw. GewoOhnungseffekte
verantwortlich. Ob eine langere Interventionsdauer diese Anpassungsvorgange
unterstitzt oder sich —ahnlich normoxischer Bettruhe — eher negativ auf den
psychischen Zustand auswirkt, kann mit der aktuellen Studienlage nicht beantwortet

werden.

In Ubereinstimmung mit friiheren Studien, fanden sich wahrend beider Bettruhe-
Interventionen signifikant geringere Noradrenalin-Spiegel im Urin ** ® _ Diese werden
mit einer verminderten sympathoadrenergen Aktivitdt als Folge von fehlenden
orthostatischen Anpassungsreaktionen wahrend (simulierter) Schwerelosigkeit
erklart. Dabei scheint das Ausmald einer verminderten Noradrenalin-Ausschittung
vom kérperlichen Trainingszustand abzuhangen ® . Nach Ende der Bettruhephase
kam es in beiden Gruppen zu einer Aktivierung des sympathoadrenergen Systems
mit signifikant héheren Noradrenalin-Konzentrationen. Dies dient der Kompensation
der kardiovaskularen Dekonditionierung unter simulierter Schwerelosigkeit beim

Ubergang von liegender zu stehender Position (gesteigerte Orthostasereaktion) %%

197 Méglicherweise haben aber auch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen
(Bestimmung der maximalen  Sauerstoff-Konzentration  (VO.max)  per
Fahrradergometer zum ZP R2) die Freisetzung der Katecholamine artifiziell

verandert und beeinflusst.

Im Unterschied zu Studien kurzerer Dauer (weniger als 9 bzw. 16 Tage) unter realer
Schwerelosigkeit mit vermehrter Ausschittung von Glucocorticoiden (und

Katecholaminen) % 94 9

, war die Freisetzung von Cortisol weder unter normoxischer
noch hypoxischer Bettruhe verandert. Unter realen Bedingungen werden vor allem
die Gravitationskrafte wahrend Start und Landung fir eine vermehrte Ausschittung

von Stresshormonen verantwortlich gemacht.
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So wiesen Mills et al. erhdohte Katecholamin-Konzentrationen bei Astronauten
unmittelbar nach ihrer Riickkehr auf die Erde nach ®* . Zudem wurden erhdhte
Cortisol-Konzentrationen im Urin unmittelbar nach dem Start gemessen, die sich im
weiteren Verlauf der Mission wieder normalisierten °® % . Auch in Simulationsstudien,
in denen ein Wechsel aus Bettruhe und Zentrifugation zur Simulation von Start und
Landung stattfand, wurden nach Zentrifugation hohere Katecholamin-

10, 44, 95 D|ese

Konzentrationen als nach alleiniger Bettruhe gemessen
Beobachtungen stitzen die Hypothese, dass akute Veranderungen der g-Krafte und
nicht (simulierte) Schwerelosigkeit fur eine Induktion der neuroendokrinen
Stressantwort verantwortlich sind °.

Somit kann fir das Nichtansprechen der psychoneuroendokrinen Stressantwort

wahrend der Bettruhephasen Folgendes verantwortlich sein:

(i) zu kurze Bettruhephasen, (ii) die angewandten Umweltbedingungen stellten
keinen adaquaten Stressor dar, (iii) die verwendeten Tests waren nicht sensitiv
genug, (iv) die simulierte Schwerelosigkeit und/oder Hypoxie stellten einen

unzureichenden Stimulus dar .
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4.3. Limitationen der Studie

Bei europaischer Forderung bestand das internationale Konsortium aus acht
Partnern mit einer Vielzahl wissenschaftlicher Fragestellungen bei allerdings
begrenzten finanziellen und organisatorischen Mdglichkeiten. Somit konnte ein Teil
der Fragestellungen nicht bericksichtigt werden. Zudem konnte die Studie vor allem
aus sicherheitstechnischen Uberlegungen nicht verblindet stattfinden. Auch konnte
aus ethischen, finanziellen und gesundheitlichen Grinden keine tagliche
Blutentnahme erfolgen. Nuklearmedizinische Untersuchungen zur Bestimmung der
gesamten Erythrozytenmasse und des Plasmavolumens waren aus logistischen und
finanziellen Uberlegungen nicht realisierbar. Auf Grund von Probenknappheit war die
Evaluation einer madglichen Hamolyse-Reaktion nur durch die oben aufgefihrte
Methode (Spektralphotometer) moglich. Diese Bestimmung klassischer Hamolyse-
Marker (z.B. Haptoglobin) war somit leider nicht durchfihrbar. Weiterhin konnte eine
vierte Gruppe mit der Intervention NAMB (mobile Patienten unter Normoxie)
aufgrund finanzieller Restriktionen nicht durchgefihrt werden, so dass eine
Kontrollgruppe fur HAMB fehlte. Diese Gruppe wurde daher in dieser Arbeit
ausgeschlossen. Die Aussagekraft der PlanHab-Studie hatte daruberhinaus
madglicherweise durch eine langere Nachbeobachtungszeit erhdht werden kdénnen.
Von besonderem Interesse ware hier der weitere Verlauf der Erythropoetin- und

Adenosin-Konzentrationen gewesen.
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5. Zusammenfassung

Die Planetary Habitat Simulation (PlanHab) — Studie untersuchte die
Auswirkungen  raumfahrtassoziierter =~ Stressoren -  Bettruhe  (simulierte
Schwerelosigkeit) und Hypoxie — auf die Physiologie des Menschen.

Die Ergebnisse bestatigten unsere Hypothese, dass diese beiden Stressoren das
purinerge und hamatologische als auch das psychoneuroendokrine System
beeinflussen. Wahrend hypoxischer Bettruhe stellten wir eine signifikante
Akkumulation von extrazellularem Adenosin fest, welche am ehesten auf eine
gesteigerte Hamolyse (Neozytolyse) als Reaktion auf erhdhte EPO-Spiegel mit
reaktiver Retikulozytose zurlckzufuhren war. Unter Berlcksichtigung friherer
Ergebnisse erschien das Einwirken von Scherkraften auf Erythrozyten, deren
Zellintegritat durch Hypoxie verandert wurde, am wahrscheinlichsten. Diese These
wurde vor dem Hintergrund einer signifikant erhdhten Reduktion des
Plasmavolumens (und folglich einer zusatzlich einhergehende Hamokonzentration)
unter Hypoxie gestutzt.

Uberraschenderweise fanden sich  allerdings auch erhdhte  Adenosin-
Konzentrationen unter normoxischer Bettruhe. Somit sind rein Hypoxie-assoziierte
Erklarungen flr unsere Beobachtungen nicht vollstandig ausreichend. Zum einen
stellte sich daher die Frage nach der Sensitivitat unserer Hamolysedetektion (auch
unter normoxischer Bettruhe fand sich eine Retikulozytose) und zum anderen auch
inwiefern ein  Muskelkatabolismus unter Bettruhe 2zu diesen purinergen
Veranderungen beitragen konnte. Hierzu fanden Studienpartner heraus, dass ein
ausgepragter Muskelkatabolismus als Folge korperlicher Inaktivitdt und eines
reduzierten Appetitempfindens mit konsekutiv verminderter Kalorien-/ Energiezufuhr
in allen drei Interventionen vorlag. Dies vermag zu Teilen auch als Erklarung fur die
erhohten Adenosinkonzentrationen gelten.

Auf psychoneuroendokriner Ebene lagen unter hypoxischen Bedingungen hohere
emotionale Belastungswerte vor, die jedoch die Normgrenzwerte nie Uberschritten.
Cortisolkonzentrationen im  Speichel zeigten keine Veranderungen und
Katecholaminveranderungen standen eher im Zeichen orthostatischer Regulation als
einer psychischen Stressreaktion.

Die pathophysiologischen Konsequenzen, die sich aus unseren Beobachtungen
ergeben, sind noch weitgehend unklar und werden im Fokus zukUnftiger

Untersuchungen stehen.
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7. Anhang

7.1. Blutbild
Tabelle 7: Blutbild

BDC 2 5 14 21 R2 R4
EE 52+ 5,62 + 5,92 + 6,22 + 6,08 = 5,38 = 515 %
Erythrozyten 0,33 0,33 0,41 0,37 0,48 0,44 0,56
(Mio./pl) R 5,16 + 5,58 + 5,57 + 5,6 % 562 542 + 4,83 +
0,37 0,39 0,37 0,34 0,44 0,82 0,37
HBR 14,63 £ 15,84 + 16,54 17,5 17,09 + 15,33 14,73 £
Hamoglobin 0,74 0,95 1,06 1,03 1,13 1,15 1,65
(g/dl) NER 14,6 = 15,83 15,8 = 16,05 15,72 £ 15,37 13,91+
0,91 1,03 1,03 1,13 1,26 2,03 1,08
EE 43,93 = 47,31 49,63 51,11 50,58 + 44,91 43,26
Hamatokrit 2,11 2,55 2,97 2,84 3,31 3,71 4,77
(%) R 44,15 47,92 + 47,48 47,41 46,42 = 45,47 40,75
2,62 2,95 2,71 3,21 3,38 6,31 2,88
HBR 206,14 + 233,86 24521 260,29 = 237,36 = 210,14 190,36
Thrombozyten 76,65 68,12 51,08 66,18 82,19 80,03 82,1
(Tsd./pl) NER 197,92+ 204,77 215,08 = 221,08 = 200 £ 171,38 = 197,15
45,5 49,37 64,21 75,07 69,38 73,27 66,12
EE 79,41 86,66 + 122,43 + 112,76 + 98,73 £ 91,75 £ 88,57 +
Retikulozyten 23,54 20,98 36,67 37,7 29,4 29,05 33,97
(Tsd./ul) - 61,75 79,16 = 91,42 + 71,22 + 69,39 + 68,99 + 64,97 +
12,06 18,13 27,64 15,11 13,65 21,56 16,28
HBR 84,64 + 84,44 84,06 + 82,36 + 83,61+ 83,63 + 84,04 +
MCVv 4,66 +5,1 4,62 5,11 5,34 4,97 5,12
(f1) NBR 85,98 + 85,99 + 85,38 + 84,62 + 84,13 + 84,11 84,55 +
4,68 4,52 4,55 3,83 3,81 4,2 4,53
28,19 £ 28,28 + 28,05 28,2 28,22 28,56 + 28,62 +
MCH HER 1,9 1,92 2,06 +1,96 2,2 2,15 2,07
(pg) - 28,44 + 28,44 + 28,41 28,68 28,48 28,48 + 28,85 +
1,96 1,91 +2 +1,91 +1,89 2,01 2,03
MCHC HBR 33,29 + 33,49 = 33,33 34,22 + 33,76 = 33,97 + 33,97 =
(g/d) 0,59 0,55 0,98 0,54 0,89 0,85 0,76
NBR 33,02 + 33,04 + 33,26 33,72 33,78 = 33,83 34,08 +
0,79 0,73 +0,8 +0,9 1,09 0,97 0,82

Mittelwerte * Standardabweichung (SD); HBR = Hypoxische Bettruhe, NBR = Normoxische
Bettruhe; BDC = Baseline-Daten, R 2/4 = 2/4 Tage nach Ende der Intervention; MCV = Mittleres

korpuskulares Volumen, MCH

korpuskulare Himoglobin-Konzentration

= Mittleres korpuskuldares Hamoglobin, MCHC
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