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1 EINLEITUNG

1.1. Die Hyperbare Sauerstofftherapie (HBO)

1.1.1. Definition der HBO

Unter der hyperbaren Sauerstofftherapie (hyperbaren Oxygenierung = HBO) versteht
man die Behandlung eines spontan atmenden oder beatmeten Patienten mit reinem
Sauerstoff innerhalb einer Behandlungskammer bei Umgebungsdriicken tber dem
der Meereshohe.

In der Regel werden Uberdriicke von 1 bis 1,8 bar, entsprechend Gesamtdriicken
von 2 bis 2,8 bar, angewendet. Die Behandlungsindikation legt die Druckhthe fest.
Die Anzahl und Dauer der einzelnen Sitzungen sowie die Zwischenintervalle werden
ebenfalls durch die Behandlungsindikation bestimmt.

Die hyperbare Sauerstofftherapie ist heute eine nachgewiesen erfolgreiche und
etablierte Behandlungsmethode.

1.1.2. Geschichtliche Entwicklung der HBO

Die Verwendung von erhéhtem Umgebungsdruck zur Behandlung von Erkrankungen
geht bis in das siebzehnte Jahrhundert zuriick: Henshaw versuchte im Jahr 1662
verschiedene Krankheiten in einer mit Blasebalgen betriebenen Druckkammer zu
behandeln (Henshaw, 1664). Nachdem es beim Bau der Brooklyn-Bridge 1873 in
New York wiederholt zu Dekompressionsunféllen (Caisson-Krankheit) gekommen
war, wurde die Idee der Uberdruckbehandlung wieder aufgegriffen. Der franzosische
Physiologe Paul Bert stellte fest, dass eingeatmete, verdichtete Luft im Blut in
starkerem MalRe gelost wird. Durch eine anschlieRende rasche Abnahme des
AuRendrucks geht der geldste Stickstoff in einen gasformigen Zustand tber. Im Jahr
1875 konnte er beweisen, dass die bei der Dekompression entstehenden
Gasblaschen aus Stickstoff bestehen. Somit forderte er den Einsatz von normobaren
Sauerstoff zur Behandlung der Dekompressionskrankheit (Bert, 1878). Wenige Jahre
spater wurde bei Unfallen auf den Druckbaustellen des Hudson River-Tunnels
zwischen New York und New Jersey unter Moir erstmals Uberdruck in gréRerem
Umfang bei Dekompressionsproblemen der Arbeiter angewendet. Durch langsames
Dekomprimieren der Patienten in hyperbaren Behandlungseinheiten konnte eine
deutliche Besserung der Symptome erzielt werden (Moir, 1896). Somit entstanden

1885 die ersten Dekompressionskammern in Amerika.
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Der gezielte klinische Gebrauch von Sauerstoff unter hyperbaren Bedingungen
begann Mitte des 20. Jahrhunderts. Churchill-Davidson und Mitarbeiter versuchten
1955 den Effekt ihrer Strahlentherapie bei Karzinompatienten durch hohe
Sauerstoffpartialdriicke zu vergrof3ern (Churchill-Davidson et al., 1955). Ein Jahr
spater gelang es Prof. Boerema von der Universitdt Amsterdam die fir den
Herzstillstand zur Verfigung stehende Zeit bei Operationen am offenem Herzen
durch hyperbaren Sauerstoff in einer Uberdruckkammer zu verlangern (Boerema et
al., 1956). Vier Jahre spéater konnte seine Arbeitsgruppe nachweisen, dass Leben
ohne Erythrozyten  durch  Atmung  von reinem Sauerstoff  unter
Uberdruckbedingungen moglich ist. Dariiber hinaus konnten sie tierexperimentell
nachweisen, dass lebenswichtige = Organfunktionen  unter  hyperbaren
Sauerstoffbedingungen auch ohne Blut aufrechterhalten werden kénnen (Boerema et
al., 1960). Da der Einsatz von Herz-Lungen-Maschinen bis dahin nur in
unzureichendem MalRe moglich war, entstanden in den folgenden Jahren weitere
Zentren mit Uberdruckkammern. Zunachst war angestrebt, sie vor allem im Bereich
der Herz- und Gefal3chirurgie einzusetzen (Kindwall, 1994). Brummelkamp und
Boerema berichteten 1961 Uber den Einsatz von hyperbarer Oxygenierung bei der
Behandlung von Gasbrandinfektionen (Brummelkamp et al., 1961). Im darauf
folgenden Jahr wurde erstmals der Nutzen der HBO bei der Behandlung einer
Kohlemonoxidvergiftung von Sharp und Smith in Glasgow beschrieben (Smith et al.,
1962).

Mit Einfihrung der Herz-Lungen-Maschine und suffizienter Bypasstechniken in die
tagliche klinische Praxis nahm das Interesse der Kardiochirurgie an der hyperbaren
Sauerstofftherapie ab und andere Indikationen gewannen zunehmend an Bedeutung.
In den siebziger Jahren wurde eine Vielzahl von Erkrankungen, weniger auf
wissenschaftlicher als auf spekulativer Basis, mit hyperbarer Oxygenierung
behandelt (Kindwall, 1994). Auf Grund dieser Entwicklung wurde 1976 in Bethesda /
USA ein interdisziplinarer Fachausschuss fur HBO, die Undersea Medical Society
(UMS), gegriindet. Als fiihrende Fachgesellschaft fir Tauch- und Uberdruckmedizin
legte die UMS Richtlinien fur die Indikationen der hyperbaren Sauerstofftherapie fest
(Undersea Medical Society, 1977). Die Liste der Indikationen wird seither durch das
Komitee der UMS, heute die Undersea and Hyperbaric Medical Society (UHMS), alle
drei Jahre Gberarbeitet (Undersea and Hyperbaric Medical Society, 1992).
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In Deutschland wurden die ersten ernstzunehmenden Anwendungen nach
Installation einer Druckkammer im Schifffahrtsmedizinischen Institut in Kiel-
Kronshagen 1961 durchgefiihrt. Dort fuhrte man vier Jahre spater die erste
erfolgreiche hyperbare Sauerstofftherapie nach dem Boerema-Schema bei Verdacht
auf Gasgangran der unteren Extremitat durch. Zunachst stieg die Anzahl der
Mehrpersonenkammern kontinuierlich an. Durch Todesfalle aufgrund menschlichen
Versagens und unzulanglicher Technik kam es Mitte der siebziger Jahre zu einem
empfindlichen Ruckschlag. In der Folge wurde 1983 die Deutsche Gesellschaft fur
Tauch- und Uberdruckmedizin (GTUM e.V.) gegriindet. Ziel der GTUM war und ist
es, tauchmedizinische Informationen zu sammeln, Studien zu sichten und
anzuregen, daraus gesicherte Erkenntnisse abzuleiten und in Form von
Empfehlungen zu veréffentlichen (Welslau et al.,, 1997). Dies geschieht in enger
Kooperation mit anderen nationalen und internationalen Fachgesellschaften. Die
Zahl der Uberdruckeinheiten stieg in Deutschland erst ab 1989 wieder an. Da die
HBO durch neue fundierte physiologische und klinische Erkenntnisse in
verschiedenen medizinischen Bereichen anerkannt ist, sind derzeit ca. 25
Druckkammern in Betrieb. Dennoch hat die hyperbare Sauerstofftherapie bei uns,
verglichen mit dem europdaischen Ausland, einen geringeren Stellenwert. In Italien
zum Beispiel, ist die HBO ein fakultativer Bestandteil der Weiterbildung zum

Anéasthesisten.

1.1.3. Wirkungsmechanismen der HBO
Die Wirkungen der hyperbaren Oxygenierung auf den menschlichen Organismus
lassen sich auf physikalische, physiologische und biochemische Grundprinzipien

zuruckfuhren. Sie sind durch umfangreiche Studien hinreichend belegt.

1.1.3.1. Physikalische Grundlagen

Die hyperbare Sauerstofftherapie verwendet als physikalisches Hilfsmittel einen
erhéhten Umgebungsdruck. Dieser wirkt bei einigen wenigen Indikationen, wie zum
Beispiel der Dekompressionskrankheit oder der Gasembolie, auch als eigenstandige

therapeutische Komponente.

Druck (p) wird definiert als eine Gewichtskraft (F), die auf einer Flache (A) lastet:
p=F/A.
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Das internationale System der Einheiten (Sl) gibt als MaReinheit fur den Druck
Pascal (Pa) an. In der Praxis sind weitere Einheiten im Gebrauch, wie zum Beispiel
bar oder mmHg (1 bar = 100 kPa, 1 mmHg = 133 kPa) (Tipler, 1994).

Die wichtigsten Auswirkungen des erhdhten Umgebungsdrucks lassen sich mit drei

physikalischen Gesetzen beschreiben:

Gesetz von Boyle und Mariotte

Bei der Applikation von Uberdruck kommt es zur mechanischen Kompression
gasgefullter flexibler Hohlraume. Bei gleichbleibender Temperatur ist dabei das
Produkt aus Druck (p) und Volumen (V) konstant:

p X V = konst.

Om (\/ 1 bar

10m /\ 2 bar
N .
O
2
o
Q m 3bar D
[}
o
5

0
30m N\ 4 bar
40 m Q 5 bar
1 1/2 1/3 1/4 1/5
Volumen

Abb.1: Veranderung der Grof3e einer Luftblase in Abhangigkeit von Druck bzw.
Tauchtiefe in Wasser entsprechend dem Gesetz von Boyle und Mariotte (hach
Jaeger et al., 2002).

Das Gasvolumen verhélt sich umgekehrt proportional zum Druck. Das bedeutet, bei
Erhohung des Drucks verringert sich das Gasvolumen und bei Abnahme des

Umgebungsdrucks nimmt das Volumen zu. Hiervon betroffen sind sowohl
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anatomisch vorgegebene Hohlraume als auch Gasblasen im Gewebe oder
GefalRsystem (Scheid, 1994; Oriani et al., 1996).

Gesetz von Dalton
Der Gesamtdruck eines Gasgemisches setzt sich aus der Summe der Partialdriicke
seiner Komponenten zusammen:

Pges- =pP1+ P2t pst..
Unter hyperbaren Bedingungen steigt der Sauerstoffpartialdruck (pO,) in der
Inspirationsluft bereits bei Luftatmung proportional zur Gesamtdruckerhéhung. Bei
Atmung von reinem  Sauerstoff steigt der pO, entsprechend zur
Gesamtdruckerhdhung an und entspricht in diesem Fall dem einwirkendem
Umgebungsdruck (Scheid, 1994; Oriani G. et al., 1996).

Gesetz von Henry
Bei konstanter Temperatur ist die in einer Flissigkeit geldste Menge eines Gases (C)
direkt abhangig vom Partialdruck des betreffenden Gases (p) und vom
Loslichkeitskoeffizienten des Gases in der betreffenden Flissigkeit (k):

Cx = kx X px
Das bedeutet, dass unter normalem Umgebungsdruck von jedem in der Atemluft
vorhandenen Gas eine dem Gaspartialdruck entsprechende Menge im Blut sowie in
den Korpergeweben gelost vorhanden ist. Begibt sich ein Mensch in eine
Wassertiefe, die einer Partialdruckverdoppelung entspricht, so verdoppelt sich auch
die im Blut und in den Geweben geldste Gasmenge (Flook, 1987).

1.1.3.2. Physiologische Grundlagen

Der Sauerstofftransport im Blut erfolgt unter Normalbedingungen tberwiegend durch
die chemische Bindung von Sauerstoff an das Hamoglobin der Erythrozyten. Die
grundlegende Wirkung der HBO besteht in einer massiven Erhéhung der
physikalisch geldosten Sauerstoffmenge im Blutplasma und konsekutiv auch in den
Korpergeweben. Wahrend der hamoglobingebundene Sauerstofftransport bei einer
Sattigung von 98% unter Normalbedingungen nur geringfiigig zu verbessern ist, kann
die physikalisch im Plasma geloste Sauerstoffmenge proportional zum
Umgebungsdruck und dem Sauerstoffanteil im Atemgas gesteigert werden (Oriani et
al. 1996).
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Unter Normalbedingungen, d. h. bei Atmung von Luft (mit 21 % Sauerstoffanteil) und
einem atmosphéarischen Umgebungsdruck (= 760 mmHg), betragt der arterielle
Sauerstoffpartialdruck ungefahr 100 mmHg. Bei Atmung von 100 % Sauerstoff und
einem atmospharischen Umgebungsdruck kann der Sauerstoffpartialdruck in der
Alveole maximal 713 mmHg betragen. Durch eine Erh6hung des Umgebungsdruckes
lasst sich der Sauerstoffpartialdruck weiter steigern. So kann der
Sauerstoffpartialdruck bei Atmung von 100% Sauerstoff und einem Umgebungsdruck
von 3 bar, entsprechend etwa 20 Metern Meerwassertiefe, maximal 2233 mmHg
betragen (Bock et al., 1994).

Entsprechend der Hufner-Zahl bindet ein  Gramm H&moglobin  unter
Standardbedingungen in vivo maximal 1,34 ml Sauerstoff. Bei einem Hamoglobin
von 15 g/dl betragt folglich die gebundene Sauerstoffmenge 20 ml/dl Blut. Die unter
diesen Bedingungen physikalisch im Plasma gel6ste Sauerstoffmenge betragt 0,3
ml/dl, errechnet aus dem Produkt aus Sauerstoffpartialdruck und
Ldslichkeitskoeffizient von Sauerstoff im Blut (0,003). Die Zunahme der physikalisch
gelosten Sauerstoffmenge verhdlt sich linear zum Anstieg des alveolaren

Sauerstoffpartialdrucks wéahrend der HBO.

Erhoht man den arteriellen Sauerstoffpartialdruck auf 2000 mmHg, entspricht die
Menge von physikalisch gelostem Sauerstoff 6 ml/dl Blut (Tibbles and Edelsberg,
1996). Dies entspricht der Menge Sauerstoff, welche der Koérper ublicherweise
verbraucht. Somit kann bei einer normalen Sauerstoffausschépfung des Organismus
der Sauerstoffbedarf ohne Hamoglobin aus der physikalisch geldsten Fraktion
gedeckt werden (Tibbles and Edelsberg, 1996). Die Diffusionsstrecke fur Sauerstoff
im Kapillarbereich vergroRert sich von normalerweise 64 um auf 247 um (Krogh-
Erlang-Modell) (Bosan and Walley, 2001). Dieser Effekt wird bei der hyperbaren
Oxygenierung genutzt, um unter normobaren Bedingungen unzureichend
oxygeniertes Gewebe ausreichend mit Sauerstoff zu versorgen. Boerema stellte
bereits 1960 tierexperimentell fest, dass in der hyperbaren Sauerstofftherapie der
Gesamtbedarf des Organismus an Sauerstoff mit dem in Plasma gelésten Sauerstoff
gedeckt werden kann. Somit ist bei normaler Sauerstoffausschopfung des Koérpers
ein Leben ohne Erythrozyten in einer Druckkammer unter reiner Sauerstoffatmung

maoglich (,life without blood”) (Boerema et al., 1960).
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Der erhohte arterielle Sauerstoffpartialdruck l6st im Rahmen der metabolischen
Autoregulation eine arteriolare Vasokonstriktion aus und bewirkt damit den Anstieg
des prékapillaren Widerstandes. Durch die daraus resultierende Abnahme des
hydrostatischen Drucks nimmt der effektive kapillare Filtrationsdruck ab und das
Filtrations-/ Reabsorptionsverhéltnis verschiebt sich zu Gunsten der Reabsorption.
Hierdurch lasst sich der antiodemattse Effekt der HBO begriinden (Nylander et al.,
1985; Moon, 1994).

1.1.3.3. Biochemische und zelluldre Grundlagen

Erhohte Sauerstoffpartialdricke um 400 mmHg wirken auf einige Bakterien
bakterizid, wie z. B. auf Clostridium perfringens beim Gasbrand (Mader, 1987).
Dartber hinaus wird die Produktion des von diesen Erregern gebildeten a-Toxins
durch die HBO gehemmt (Hill and Osterhout, 1972). Gegeniber anderen Keimen,
wie z. B. Escherichia coli, Staphylokokken- und Pseudomonaden-Stammen, wirkt der
erhohte Sauerstoffgehalt im Blut bakteriostatisch. Die Wirkung der hyperbaren
Oxygenierung auf anaerobe Mikroorganismen erklart sich durch die vermehrte
Bildung von freien Sauerstoffradikalen und dem Fehlen radikalabbauender Enzyme
wie der Superoxiddismutase, Katalase und Peroxidase (Mader et al., 1980; Park et
al., 1991). Zusatzlich ist hyperbarer Sauerstoff in der Lage, die Wirkung von

Antibiotika auf Mikroorganismen zu verstarken (Knighton et al., 1984).

Bei einer Gewebehypoxie mit Sauerstoffpartialdricken unter 40 mmHg wird die
Proliferation von Fibroblasten und der Aufbau einer Kollagenmatrix als Grundlage fur
die Angioneogenese verhindert. Auch die meisten an der Wundheilung beteiligten
Zelltypen bendtigen ein Mindestmald an Sauerstoff flr die Aufrechterhaltung ihres
Zellstoffwechsels, fur die Proliferation sowie flr die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Durch eine zeitweilige Anhebung des Gewebe-
Sauerstoffpartialdrucks auf Werte von dber 50 mmHg wird die Zellteilung von
Fibroblasten mit der sekundaren Einsprossung von Kapillaren initiiert. Die
Aminosaure Prolin wird namlich sauerstoffabhangig im Kollagenmolekil hydroxiliert.
Dieser Syntheseschritt wird als limitierend fur die extrazellulare Kollagenablage
angesehen (Nemiroff, 1988; Nemiroff and Rybak, 1988). Sauerstoff ist dartber
hinaus fir die Quervernetzung und damit fir die Endfestigkeit des Ersatzgewebes

essentiell, da er als Substrat fur die zustandige Lysin-Hydroxylase dient (Siddiqui et
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al., 1996). Zudem liel3 sich nachweisen, dass mit hyperbarem Sauerstoff eine
dosisabhangige Stimulation der Fibroblastenproliferation mdglich ist (Brismar et al.,
1997). Tierexperimentell wurde eine raschere Einheilung von autogenen

Knochentransplantaten beschrieben (Sawai et al., 1996).

Phagozytierende Leukozyten gehdren zur wichtigen ersten Abwehrlinie gegen die
Besiedelung und Invasion von Wunden mit Mikroorganismen. Die Fahigkeit zur
Phagozytose ist dabei abhangig von einem Mindestsauerstoffpartialdruck. Die
Leukozyten besitzen ein NADPH (Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat)-
gekoppeltes Oxygenase-Enzym, welches durch die Phagozytose aktiviert wird.
Dieses Enzym ist bei der Produktion einer Reihe von bakteriziden Oxidantien und
Sauerstoffradikalen, die zur Infektabwehr beitragen, erforderlich. Eine lokale Hypoxie
kann somit die Leukozytenaktivitat beeintrachtigen und die Infektanfalligkeit erhéhen
(Mandell, 1974; Allen et al., 1997). Mader et al. zeigten, dass durch hyperbare
Oxygenierung die Phagozytoseleistung von Leukozyten, die aus infiziertem Knochen

kultiviert wurden, gesteigert werden konnte (Mader et al., 1980).

1.1.4. Indikationen der HBO

Basierend auf umfassenden physiologischen Erkenntnissen und Kklinischen
Erfahrungen  wurde eine Reihe von Indikationen  zur  hyperbaren
Sauerstoffbehandlung festgelegt. Die Liste der Indikationen zur hyperbaren
Oxygenierung ist international nicht einheitlich. Als allgemein anerkannt gilt im
Besonderen die in dreijdhrigem Abstand von der UHMS aktualisierte Aufstellung.
Darin aufgenommen werden Krankheitsbilder, bei denen die hyperbare
Sauerstofftherapie einen nachgewiesenen therapeutischen Nutzen bringt oder sich
auf eine gesicherte theoretische Grundlage stitzt. Dabei werden von der UHMS als
Evidenzkriterien neben nachgewiesenen physiologischen Grundlagen prospektive
klinische Studien, tierexperimentelle Studien, in vivo oder in vitro Studien zur
Effektivitdt und auch extensive klinische Erfahrungen renommierter hyperbarer

Therapiezentren akzeptiert.

Zu den allgemein anerkannten Indikationen der hyperbaren Oxygenierung gehéren
die Dekompressionskrankheit, die schwere arterielle Gasembolie, die akute

Kohlenmonoxidintoxikation und die clostridiale Myonekrose bzw. Gasbrand (Mielke et
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al., 1996). Zusatzlich wurden von den medizinischen Fachgesellschaften, namlich
der UHMS in den USA, der European Conference on Hyperbaric Medicine (ECHM),
der europdischen Fachgesellschaft (European Undersea & Baromedical Society =
EUBS) sowie der Deutschen Gesellschaft fiir Tauch- und Uberdruckmedizin (GTUM
e.V.) weitere Indikationen erarbeitet. Die ECHM und die GTUM empfehlen die
Durchfihrung einer hyperbaren Sauerstoffbehandlung unter anderem auch bei
akuten hypoxischen cochledren Funktionsstorungen wie dem akuten HOrsturz und

dem Schalltrauma (European Undersea Conference on Hyperbaric Medicine, 2004).

1.1.4.1. Gasblasenerkrankungen

Unter den Gasblasenerkrankungen werden die Dekompressionskrankheit sowie die

Luft- und Gasembolie zusammengefasst.

Dekompressionskrankheit

Bei der Dekompressionskrankheit entstehen durch zu rasche Drucksenkung, z. B.
beim Auftauchen im Rahmen von Tauchgéngen, Mikrogasblasen im Blut und im
Gewebe. Die Atemgase werden entsprechend ihrem Partialdruck und ihrem
Loslichkeitskoeffizienten (Gesetz von Henry) physikalisch bis zur Sattigung im Blut
und in den Geweben gel6st. Bei Druckminderung werden insbesondere
Stickstoffmolekile aus der physikalischen Losung freigesetzt. So kommt es vor allem
in Zellen mit hohem Lipidanteil zur Bildung von Inertgasblaschen. Die intrazellularen
Blaschen fuhren direkt zum Zelluntergang. Durch die Destruktion von Fettgewebe
kann es zu embolischen Ereignissen kommen. Die interstitielle Blaschenbildung fuhrt
zu einer Verschlechterung der nutritiven Versorgung des Gewebes. Die intravasale
Bildung von Gasblasen kann Embolien und bei Verlegung der Endstrombahn

ischamische Infarkte verursachen (Buhlmann, 1993).

Luft- und Gasembolien

Die Gasembolie ist die Verlegung der arteriellen Strombahn durch intravasale
Gasblasen. Luft kann nach einem Barotrauma der Lunge in die pulmonale
Strombahn oder iatrogen im Rahmen von Interventionen oder Eingriffen in das
arterielle Gefal3system gelangen. Hierflir besteht bei herz-, gefal3-, thorax- und
neurochirurgischen Eingriffen sowie bei Transplantationen innerer Organe ein

erhohtes Risiko.
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Die HBO st die einzige kausale Therapie bei Gasblasenerkrankungen. Durch die
hyperbare Sauerstofftherapie wird eine Abnahme der Blaschengrol3e erzielt sowie
eine  Neubildung von Blaschen unterbunden. Die ErhOhung des
Sauerstoffpartialdruckes fuihrt zu einer besseren Versorgung des Gewebes mit
Sauerstoff bzw. der minderperfundierten Gefallbezirke und zu einer Erh6hung des
Diffusionsgradienten  fur Stickstoff. Der hohe Sauerstoffanteil 16st eine
Vasokonstriktion aus und fiihrt damit zur Reduktion von Odemen. Im Verlauf kommt
es zur Ruckbildung der Symptomatik. Haufig sind Wiederholungsbehandlungen bis
zur vollstandigen Beschwerdefreiheit erforderlich (Rivera, 1964; Peirce, 1980). Das
Behandlungsschema richtet sich nach Symptomatik und Menge des embolisierten
Gases (Kol et al., 1993).

1.1.4.2. Kohlenmonoxidintoxikation

Die akute Kohlenmonoxidvergiftung entsteht durch akzidentelle oder suizidale
Inhalation im Rahmen von unvollstandigen Verbrennungsvorgangen. Sie ist in
Europa und Nordamerika die haufigste Vergiftungsursache. Inhaliertes
Kohlenmonoxid verdrangt auf Grund seiner 200- bis 300fachen Affinitat zu
Hamoglobin den Sauerstoff aus seiner Bindung. Somit reduziert sich die Féahigkeit
des Hamoglobins Sauerstoff zu transportieren. Daraus ergibt sich die
Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve des Hamoglobins und in der Folge
eine progrediente zellulare Hypoxie. Am sensibelsten reagieren ZNS und Myokard
(Inagaki et al., 1997; Williams et al., 1992). Das Ausmal} des daraus resultierenden
Schadens wird durch die Kohlenmonoxidkonzentration der Atemluft, die

Expositionsdauer und die Intensitat der Atmung bestimmit.

Die Wirkungsweise der HBO basiert auf sofortige Sicherstellung der
Gewebsoxygenierung Uber den im Plasma gelosten Sauerstoff. Durch eine
reduzierte Halbwertszeit des CO-Hb wird die Abgabe des Kohlenmonoxids aus dem
Blut beschleunigt. Die Abbaugeschwindigkeit des Kohlenmonoxids steht in einem
linearen Verhdltnis zum Sauerstoffpartialdruck der zugefuhrten Atemluft. Somit wird
die Halbwertzeit von CO von 320 Minuten bei Raumluft auf 23 Minuten bei 3 bar
HBO reduziert (Meyers and Thom, 1994). Die Diffusionsgeschwindigkeit und die
Diffusionsstrecke des Sauerstoffs nehmen zu. Die intrazellulare Bindung von CO-

Molekilen an die Cytochrom-C-Oxydase, die fur den Sauerstofftransport innerhalb
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der Zelle verantwortlich ist, wird antagonisiert. Darlber hinaus fuhrt die HBO zu einer
Vasokonstriktion und wirkt somit rickbildend auf ein begleitendes Hirnddem (Jiang
and Tyssebotn, 1997).

1.1.4.3. Gasbrand

Gasbrand ist eine myonekrotische anaerobe Weichteilinfektion mit gasbildenden

Clostridien, deren Exotoxine zu einer ausgedehnten Gewebezerstérung und zu
einem septischen Multiorganversagen fuhren. Auf Grund des fulminanten Verlaufs
mit einer Mortalitéat von 100% bei ausbleibender Therapie ist bereits bei vorliegendem

Verdacht ein sofortiger Beginn der vielschichtigen Behandlung erforderlich.

Die hyperbare Oxygenierung wirkt auf die anaeroben Bakterien bakterizid. Die
erhohten  Sauerstoffpartialdricke im  Gewebe  hemmen  zudem  die
Exotoxinproduktion. Dies ist insbesondere beim vom Clostridium perfringens
gebildete a-Toxin, das fur die systemische Manifestation verantwortlich ist,
nachzuweisen (Van Unnik, 1965; Kaye, 1967; Demello und Hitchcock, 1973). Die
hyperbare Sauerstofftherapie wird additiv zu einer frihen und aggressiven
chirurgischen Wundversorgung, einer hochdosierten Antibiotikatherapie und einer
intensivmedizinischen Betreuung eingesetzt. Sie fuhrt bei rechtzeitiger Anwendung
zu einer signifikanten Reduktion von Morbiditat und Mortalitat (Hart und Lamb, 1983).
Bakker und Kox wiesen bei 409 Fallen von Gasbrandinfektionen nach, dass durch
die frihe Anwendung der HBO, in Kombination mit Wundversorgung und Antibiotika,
die Amputationsrate und die Mortalitat signifikant gesenkt werden konnten (1988).

1.1.4.4. Innenohrfunktionsstérungen (akuter Horsturz und akutes Schalltrauma)

Der Horsturz ist eine ohne erkennbare Ursache plétzlich auftretende, meist einseitige
Schallempfindungsstorung. Parallel kbnnen Ohrgerdusche, ein Druckgefuhl im Ohr,
Schwindel und Doppeltonhdren (Diplakusis) auftreten. Als Ursache fir einen Horsturz
kommt eine grofRe Zahl pathogener Faktoren wie z.B. Durchblutungsstoérungen, virale
Infektionen, ein vaskularer endolymphatischer Hydrops, medikamentdse

Schadigungen, Stress, etc. in Frage (Morgenstern, 1994).

Unter einem akuten Schalltrauma versteht man die Schadigung des Hororgans durch

Schall. Je nach Larmquelle und ihren Auswirkungen auf das Gehor unterscheidet
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man zwischen Explosionstrauma, Knalltrauma und dem akuten Larmschaden. Allen
gemeinsam ist, dass eine kurzzeitige Larm- und Druckbelastung das Hororgan
verletzt, indem unter anderem die Sinneszellen im Innenohr direkt geschadigt werden

und begleitend Ohrgerausche (Tinnitus) auftreten (Kellerhals, 1972).

Nach Beck reagieren die Stria vascularis und die Zellen des cortischen Organs auf
die unterschiedlichen Noxen in immer gleicher Weise. Ein Odem fiihrt zum
Verschluss der funktionellen EndgefalRe und blockiert die Mikrozirkulation. Der
daraus resultierende Sauerstoffmangel in der Hérschnecke fuhrt zu einem Erliegen
des Funktionsstoffwechsels, woraus letztlich der Horverlust resultiert (Beck, 1984;
Yamane et al., 1991). Histologisch werden Veranderungen der Mitochondrien und
des Zytoskeletts, eine Ablésung der Haarzellen von der Tektorialmembran (Tonndorf,
1980) und / oder eine Schwellung sowie morphologische Strukturverdnderung der
Nervenfaserenden beobachtet (Pilgramm, 1984). Diese Vorgange scheinen auch fur
die Entstehung des den Horverlust begleitenden Tinnitus verantwortlich zu sein.

Die genannten Innenohrfunktionsstorungen beruhen in den meisten Fallen auf einer
zu geringen Versorgung der Horsinneszellen mit Sauerstoff (Lamm at al., 1995).
Somit ergibt sich als priméares Behandlungsziel eine Verbesserung von Durchblutung
und Stoffwechsel des Innenohres, um dadurch das Sauerstoffangebot fir die
Sinneszellen zu normalisieren. Klinisch bedeutet dies eine Wiederherstellung des
Horvermogens, eine Beseitigung der Ohrgerausche, sowie eine Normalisierung der
vestibularen Funktion, sofern gleichzeitig Schwindel vorhanden ist.

Die hyperbare Sauerstofftherapie wird dabei in der Regel nach erfolgloser
Infusionsbehandlung eingesetzt. Dies Vorgehen entspricht den Vorgaben der
Deutschen Gesellschaft fir Hals- Nasen- Ohrenheilkunde, Kopf- und Halschirurgie
sowie den meisten prospektiven und retrospektiven Publikationen (AWMF und
Deutsche Gesellschaft fur HNO-Krankheit, 1996; Ganzer, 1998). Patienten, die mit
konservativen Verfahren (z.B. Infusionstherapie mit Rheologika, Vasodilatativa
Lidocain bzw. Glukokortkoide i.v./p.0.) erfolglos vorbehandelt wurden, profitieren in
80% bei Horstorungen und in 85% bei Tinnitus von der hyperbaren
Sauerstoffbehandlung, falls der Therapiebeginn bis zur sechsten Woche erfolgt. Bei

einem spateren Therapiebeginn, jedoch noch vor Ablauf von drei Monaten, ist mit
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einem Horerfolg bei 38% der Patienten und mit einer Tinnitusreduktion in 51% zu
rechnen. Bei Therapiebeginn mit HBO nach mehr als 3 Monaten kann nicht mit
einem Horgewinn gerechnet werden, der Tinnitus bessert sich jedoch noch bei einem
Drittel der Patienten (Lamm et al., 1998).

1.1.5. Komplikationen der HBO

Bei der hyperbaren Sauerstofftherapie kdnnen Komplikationen sowohl durch den
erhohten Umgebungsdruck, als auch durch den erhdéhten Sauerstoffgehalt im Blut
auftreten. Schwerwiegende Komplikationen, wie folgentréachtige Barotraumata oder
toxische Sauerstoffwirkungen, stellen im Routinebetrieb eine Raritat dar. In Studien
mit grol3en Patientenkollektiven wurden keine Folgeschaden nachgewiesen. Zudem
reduziert ein standardisiertes Voruntersuchungsprogramm das individuelle Risiko

auftretender Nebenwirkungen (Plafki et al., 2000).

Im Rahmen des ansteigenden Umgebungsdruckes ist bis zum Erreichen des
Behandlungsdruckes ein regelmafiger Druckausgleich zur Beluftung des Mittelohres,
z. B. durch Kau- oder Schluckbewegungen, erforderlich. Ansonsten kann ein
schmerzhaftes Druckgefuihl im Ohrbereich entstehen. Druckausgleichprobleme
kbnnen insbesondere bei Erkaltungen, Heuschnupfen oder behinderter
Nasenatmung auftreten. Zur Behebung der Symptomatik kann die Behandlung
abgebrochen und nach wenigen Tagen Pause fortgesetzt werden. Der
Patientenanteil, der im Therapieverlauf Druckausgleichprobleme angibt, erscheint mit
Uber 17% zunachst hoch. Da es sich dabei jedoch in den meisten Féllen um
einmalige Ereignisse handelt, kommen diese bezogen auf die Uberdruckexpositionen
in nur 1,9% der Falle vor (Plafki et al., 2000). Wird der Druckaufbau trotz auftretender
Beschwerden fortgesetzt, kann es zum manifesten Barotrauma kommen. Das
Barotrauma des Mittelohres ist mit 3,8% die haufigste Komplikation und reicht von

Reizungserscheinungen des Trommelfells, Mittelohrerguss bis zur Trommelfellruptur.

Druckausgleichprobleme kénnen auch im Bereich der Nasennebenhdhlen auftreten
und aul3ern sich in ziehenden Schmerzen im Bereich der Stirn und des Oberkiefers.
Sie sind in der Regel harmlos und mit abschwellenden Nasentropfen gut

behandelbar.
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Die aktuellen Hypothesen zu den Ursachen toxischer Sauerstoffeffekte beruhen im
Wesentlichen auf den Wirkungen entstehender freier Sauerstoffradikale. Diese
fuhren zur Zerstérung von Sulfhydrylbindungen in organischen Molekilen, zur
Peroxidation von Lipiden in Zellmembranen und zur Blockierung der Synthese von
Neurotransmittern wie GABA (Gamma-Aminobuttersaure), Dopamin, Decarboxylase
oder Glutathiondecarboxylase (Wood, 1980; Mialon et al., 1995; Camporesi, 1996).
Die Ublichen HBO-Behandlungsprofile sind SO angelegt, dass

Sauerstoffunvertraglichkeiten sehr selten vorkommen.

Zeichen der Sauerstofftoxizitdt auf das ZNS treten plotzlich und oft ohne jegliche
Vorwarnung auf. Unwohlsein, Ubelkeit, Kribbelparasthesien an Fingern und im
Gesicht, Seh- und Horstérungen konnen generalisierten Krampfanféllen
vorausgehen, sind aber nicht obligatorisch (Kindwall, 1995). Die Krampfe werden
groR3en Studien zufolge mit einem Risiko von 1:10.000 bis 1:20.000 Behandlungen
beobachtet. Nach Unterbrechung der 100%igen Sauerstoffatmung kommt es
innerhalb von Minuten zu einem spontanen und vollstandigen Sistieren der
Symptome. Spatfolgen, wie Defizite der ZNS-Funktion oder EEG-Veranderungen,
werden nach hyperoxischen Krampfanféallen nicht beobachtet (Welslau and Almeling,
1996).

Die Schadigung der Lunge tritt langsam und nach langerfristiger Exposition, d.h.
nach mehrstindiger Einzelsitzung oder mehrwdchigen HBO-Wiederholungen, mit
erhohten Sauerstoffpartialdriicken auf. Eine tracheobronchiale Irritation mit Husten
und brennende thorakale @ Schmerzen konnen  Fruhindikatoren  einer
Lungenschadigung sein. Darauf folgt ein Abfall der Vitalkapazitat und der
Compliance in der Lungenfunktion. Dies kann im Extremfall in ein akutes
Lungenversagen (adult respiratory distress syndrom = ARDS) munden.
Lungenkomplikationen wurden bisher nur als &auflerst seltene Einzelfalle
beschrieben. Bei Patienten mit deutlich eingeschrankter Lungenfunktion sollte die

Therapie kritisch abgewogen werden (Marroni et al., 1996; Mueller et al., 1998).

Bei Patienten, die zu Klaustrophobie neigen, treten in der Druckkammer gelegentlich
Beklemmungsgefuhle auf. In manchen Fallen ist eine Problemlésung durch

Kommunikation Gber die Gegensprechanlage, Einschleusung eines weiteren Helfers
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oder Applikation eines leichten Beruhigungsmittels mdglich. Daraus resultierende
Therapieabbriiche finden sich etwa in gleicher Haufigkeit wie bei den Patienten mit
Druckausgleichproblemen.

Die Auswirkungen der hyperbaren Sauerstofftherapie auf die Immunabwehr werden
kontrovers diskutiert. Immunologische Nebenwirkungen im Sinne einer erhohten
Infektanfalligkeit oder Beeinflussung chronisch entzindlicher Erkrankungen sind

bislang nicht nachgewiesen worden.

1.2. Das Immunsystem des Menschen

Die korpereigene Immunabwehr ist ein hochdifferenziertes System, das aus
Organen, Zellen und Eiweil3kdrpern besteht und dem Organismus einen spezifischen
Schutz gegen korperfremde Substanzen und Krankheitserreger bietet. Entscheidend
dabei ist, dass das Immunsystem zwischen kdrpereigenen und korperfremden
Strukturen differenzieren kann, so dass normalerweise keine immunologische
Reaktion gegen die eigenen gesunden Strukturen erfolgt. Diese Fahigkeit wird als
immunologische Selbsttoleranz bezeichnet. Nur das komplexe Zusammenwirken der
beteiligten Komponenten ermdglicht, dass Immunabwehr und Selbsttoleranz im
Gleichgewicht bleiben. Falls dennoch gesunde korpereigene Strukturen vom
Immunsystem angegriffen werden, konnen daraus Autoimmunerkrankungen
resultieren. Andererseits kann eine zu grol3e Toleranz, beispielsweise gegenuber
krankhaften korpereigenen Zellen, ein Tumorwachstum nach sich ziehen (Staines et
al., 1999).

1.2.1. Prinzipien der angeborenen und erworbenen Im  munitat

Das Immunsystem besteht aus einer angeboren und einer erworbenen
Immunabwehr. Die angeborene bzw. unspezifische Immunreaktion ist der
erworbenen bzw. spezifischen Immunantwort vorgeschaltet. Die beiden
Immunreaktionen agieren jedoch nicht unabhéngig voneinander, sondern sind eng

miteinander verzahnt (Kaufmann, 2008).

Das angeborene Immunsystem reagiert sehr schnell und dammt die Erregerzahl ein.
In der Regel ist es jedoch fir eine vollstandige Eliminierung des pathologischen

Keims zu schwach. Parallel steuert es den Ablauf der erworbenen Immunitat. Sehr
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frih nach Infektion entscheidet sich, welcher Arm der erworbenen Immunitét aktiviert
wird. Die angeborene Immunitét, als erste Abwehrlinie, wird von verschiedenen
Zellen und Faktoren getragen. Zahlreiche Zellen und Faktoren des angeborenen
Immunsystems werden von der erworbenen Immunitat als Effektoren genutzt. Die
wichtigsten Zellen der angeborenen Immunantwort sind Granulozyten, Phagozyten
und naturliche Killerzellen. Zu den humoralen Tréagern z&hlen das
Komplementsystem und die Akutphaseproteine (Abbas et al.,, 1996; Fearon and
Locksley, 1996).

Das entscheidende Merkmal der erworbenen Immunabwehr ist die vollstdndige
Elimination des Erregers durch eine fur das auslosende Antigen spezifische
Immunantwort. Unterstitzend kann dabei ihr immunologisches Gedachtnis wirken,
indem ein bestimmter Mikroorganismus bei erneuter Begegnung wiedererkannt wird
und dadurch die Reaktion schneller und effektiver ablauft. Wesentliche Bestandteile
des spezifischen Abwehrsystems sind als zellulare Faktoren die B- und T-
Lymphozyten sowie die Antigenprasentierenden Zellen (APZ). Die B-Zellen reifen im
Knochenmark und vermitteln die humorale Immunabwehr. Sie erkennen Antigene
und synthetisieren als Plasmazellen die dazu passenden spezifischen Antikorper. Die
T-Zellen reifen im Thymus und werden aufgrund zweier Oberflachenstrukturen in
CD4+ und CD8+ T-Zellen unterteilt. CD4+ Zellen, auch T-Helferzellen genannt,
unterstiitzen Makrophagen und B-Zellen in ihrer Funktion. Die CD8+ Zellen bzw.
Suppressor-/ zytotoxischen T-Zellen spielen bei der Bekampfung virusinfizierter
Zellen eine wichtige Rolle (Janeway et al., 1997; Georgi und Bierbach, 2007).

1.2.2. CD-Nomenklatur

Alle Zellen des Immunsystems stammen von pluripotenten CD34+ Stammzellen im
Knochenmark ab. Sie kénnen entsprechend ihrer Differenzierung in lymphatische
und myelomonozytare Zellreihen unterschieden werden. Aus der lymphatischen
Zellreihe gehen T- und B-Zellen sowie eine dritte Population von Lymphozyten, die
naturlichen Killerzellen, hervor. Monozyten, polymorphkernige Granulozyten,
Mastzellen und vermutlich auch dendritische Zellen sind myelomonozytaren
Ursprungs (Janeway et al., 1997). Lymphatische und myelomonozytare Zellen des
Immunsystems konnen heute Uber Oberflachenantigene unterschieden werden.

Einige dieser Membranstrukturen sind spezifisch fir Zellen einer bestimmten Linie,
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wahrend die Expression anderer je nach Aktivierungs- oder Differenzierungsgrad
wechselt. Nach einer internationalen Absprache mit einheitlicher Nomenklatur wird
ein  Oberflachenmolekil, das eine  bestimmte  Zelllinie  oder ein
Differenzierungsstadium mit bekannter Struktur aufweist und das mit einer
bestimmten Gruppe (cluster) monoklonaler Antikdrper reagiert, als Mitglied eines
cluster of differentiation (CD) bezeichnet. Alle Oberflachenantigene der Leukozyten
mit  definierter  Struktur  erhalten daher eine CD-Bezeichnung. Die
Oberflachenmolekile lassen sich mit fluoreszierenden Antikérpern darstellen und
durchflusszytometrisch analysieren. Durch diese Technik kénnen die Zellen nach
GroRe, Granularitat und Fluoreszenzintensitat unterschieden werden. Durch den
Bestand einer Palette von charakteristischer Oberflachenmolekiile, kdnnen die

unterschiedlichen Zellen des Immunsystems differenziert werden (Kaufmann, 2008).

1.2.3. B-Lymphozyten

Etwa 15% der Lymphozyten im peripheren Blut sind B-Zellen. Sie nutzen zur
Antigenerkennung oberflachenstandige Antikorper. Bei den benutzten Oberflachen-
Immunglobulinen (Ig) handelt es sich um IgM- und IgD-Rezeptoren. Auf
Antigenkontakt hin entstehen aus ruhenden B-Lymphozyten Plasmazellen, die
spezifische Antikorper einer Klasse sezernieren (Rajewsky, 1996; McHeyzer-
Williams et al., 2003). Die Immunglobulinklassen werden unterschieden in IgM, IgG,
IgA, IgE und IgD. Makrophagen und Granulozyten tragen Rezeptoren fiur das Fc-
Stuck einiger lgG-Unterklassen (FcyR). Die Bindung dieser IgG an Mikroben
unterstitzt die Keimaufnahme und anschliel3ende Abtétung durch diese Phagozyten.
Dieser Vorgang wird als Opsonierung bezeichnet. Eosinophile und Mastzellen
exprimieren einen Rezeptor fur das Fc-Stick der IgE-Antikérper (FceR). Durch das
Beladen mit IgE werden Helminthen von diesen Effektorzellen erkannt und
angegriffen (Yazdanbakhsh et al., 2002). Nicht opsonierende 1gG-Subklassen wirken
in erster Linie als neutralisierende Antikorper, d.h. sie neutralisieren die Toxizitat
mikrobieller Produkte oder interferieren mit der Anheftung von Erregern (Viren) an
Wirtszellen. In den Schleimhauten findet man hauptsachlich IgA-Antikorper, die dort
wesentliche Abwehrfunktionen Gbernehmen, in dem sie die Erregeradhéasion an das
Schleimhautepithel unterbinden (Fujihashi et al., 2005). Alle B-Zellen tragen auf ihrer
Oberflache das Antigen CD19. Monoklonale Antikdrper gegen CD19 werden daher
als B-Zell-Marker verwendet (Staines et al., 1999).
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1.2.4. T-Lymphozyten

Normalerweise machen die T-Lymphozyten ca. 70% der zirkulierenden
Gesamtlymphozyten aus. Vier wichtige Grundfunktionen werden von den T-Zellen
bzw. den T-Zellsubpopulationen vermittelt. Die T-Helferzellen vom Typ 1 (Thl)
produzieren Zytokine, welche professionelle Phagozyten und zytolytische T-Zellen
aktivieren. Die T-Helferzellen vom Typ 2 (Th2) produzieren Zytokine, welche
humorale Abwehrmechanismen aktivieren. Die zytotoxischen T-Lymphozyten sind
zytolytisch, d.h. sie zerstbéren die Wirtszelle durch direkten Zellkontakt.
Regulatorische T-Zellen produzieren Zytokine, welche die Immunantwort
unterdricken (Ehlers und Holscher, 2004).

T-Lymphozyten benutzen zur Antigenerkennung einen T-Zell-Rezeptor (TZR), der mit
dem fur die Signaltransduktion verantwortlichen CD3-Komplex assoziiert ist. Der
TZR/CD3-Molekilkomplex stellt das charakteristische Merkmal aller T-Lymphozyten
dar. T-Lymphozyten erkennen Erregerantigene nicht direkt, sondern sind fur einen
Komplex spezifisch, der aus einer kérpereigenen Referenzstruktur plus Peptid des
Erregers besteht. Als korpereigene Referenzstruktur dienen Produkte des Haupt-
Histokompatibilitats-Komplexes (major histocompatibility complex = MHC)
(Krogsgaard and Davis, 2005). Fir die Antigenprasentation sind zwei MHC-Klassen
verantwortlich, die MHC-Klasse Il und die MHC-Klasse I. T-Lymphozyten exprimieren
entweder das CD4- oder das CD8-Molekul. Erstgenanntes Molekul zeigt Spezifitat fur
das MHC-Klasse-lI-Molekul und zweitgenanntes fur das MHC-Klasse-I-Molekdl
(Yewdell et al., 2003; Watts, 2004).

1.2.4.1. T-Helferzellen
Unter dem Begriff T-Helferzellen werden die T-Zellen zusammengefasst, die anderen

Zellen des Immunsystems bei der Ausibung ihrer besonderen Funktion zu Hilfe
kommen. Sie unterstitzen die Fahigkeit von Makrophagen zur Antigenprasentation,
die Differenzierung von Vorlauferzellen in zytolytische T-Zellen und die Proliferation
und Differenzierung von B-Lymphozyten in antikdrperbildende Plasmazellen. Sie
reprasentieren somit eine Lymphozytensubpopulation mit immunregulatorischen
Aufgaben. Ihr charakteristisches Merkmal ist der CD4-Rezeptor, der zur

Kontaktaufnahme und interzellularen Adhasion mit antigenprasentierenden Zellen
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dient. Der CD4-Rezeptor bindet an Proteine des MHC Klasse Il. Die MHC-Restriktion
bedeutet, dass die T-Helferzellen nur von APZs aktiviert werden konnen, die den
MHC der Klasse Il tragen (Granucci et al., 2005; Kapsenberg, 2005). Als APZs
dienen Makrophagen, B-Zellen und insbesondere auch dendritische Zellen. Da CD4+
Zellen samtliche Reaktionen Uber die Sekretion von Zytokinen steuern, ist die
Beschréankung auf eine Gruppe von APZs ndétig, um ein Ausufern der Immunreaktion
zu steuern. Hauptaufgabe der Thl ist die Aktivierung der zellularen Immunitat. Sie
beeinflussen aber auch die humorale Immunitat, und zwar insbesondere gegen
Mikroorganismen, die durch Phagozyten abgetttet werden. Th2 stellen die
wesentlichen Vermittler des erworbenen Schutzes gegen Helminthen dar. Die
humorale Immunantwort gegen Toxine und Helminthen unterliegt fast ausschlie3lich
der Kontrolle durch Th2 (Abbas et al., 1996; Romagni, 2005).

1.2.4.2. Suppressor-/ zytotoxische T-Zellen

Suppressor-/ zytolytische T-Zellen wirken regulierend auf die Immunantwort. Sie
drosseln die  Proliferation und Aktivitdit der T-Helferzellen und hemmen die
Antikdrperproduktion der Plasmazellen. Neben ihrer immunsupprimierenden Wirkung
sind die MHC-I-restringierten CD8+ Zellen zur Zytolyse fahig. Die Suppressor-/
zytolytischen T-Lymphozyten enthalten zahlreiche Granula, in denen Perforine und
Granulozyme gespeichert werden. Diese werden wahrend der Erkennung der
Zielzelle freigesetzt und fuhren aktiv zum Zelltod durch Nekrose. Zudem kénnen die
zytotoxischen T-Zellen Uber Oberflachenrezeptoren der Zielzelle ein intrazellulares
System von Proteasen und Nukleasen aktivieren, das zur DNA-Fragmentation und
damit zum Tod der Zielzelle durch Apoptose fihrt. Da MHC-I-Molekile auf fast allen
Wirtszellen exprimiert werden, stellen CD8+ Zellen eine breit wirksame Abwehrwaffe
dar. Da Viren die unterschiedlichsten Zielzellen befallen kdbnnen, sind zytolytische T-
Lymphozyten vom CD8-Phanotyp fur die Virusabwehr pradestiniert (Nagata and
Golstein, 1995; Podack, 2005).

1.2.4.3. Aktivierungsmarker fur T-Lymphozyten

Die Proliferation ruhender reifer T-Zellen wird Uber die Interaktion des Antigen-MHC-
Komplexes mit dem TZR eingeleitet, wodurch die Expression von Interleukin 2 (IL2)
und dem IL2-Rezeptor auf der Zelloberflache induziert wird. Uber den IL2-Rezeptor

wird das Ausmal} der T-Zell vermittelten Immunantwort reguliert. Die Expression des
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Rezeptors wird durch Umweltantigene initial stimuliert. Die klonale Expansion der T-
Zellen héngt von der Ausdehnung, dem Tempo und der Dauer der IL2-Rezeptor
Expression ab (Smith, 1988). Es gibt verschiedene Zelloberflachenproteine auf T-
Zellen, die IL2 binden. Eines davon ist IL2Ra (= CD25), ein Polypeptid, das auf T-
Zellaktivierung hin exprimiert wird. Das Ausmald der Expression von CD25 dient als
Mal3 fur die T-Zellaktivierung (Taniguchi and Minami, 1993, Staines et al., 1999).

Als weiterer Aktivierungsmarker fur T-Zellen dient HLA-DR. Menschliche T-Zellen
exprimieren nach Aktivierung tber bislang unbekannte Mechanismen HLA-Molekile
der Klasse Il. Monozyten exprimieren auch in ruhendem Zustand HLA-DR. Ist die
Expression des HLA-DR-Molekils auf der Zelloberflache der Monozyten vermindert,
so geht dies in vitro mit einer reduzierten Reagibilitat der Zellen gegen bakterielle
Lipopolysaccheride einher. Bei erniedrigter HLA-DR-Expression besteht also eine
erhohte Infektionsgefahr. Eine Reduktion der HLA-DR-Expression findet sich unter
anderem bei Sepsis, Polytrauma oder iatrogener Immunsuppression (Sack et al.,
2000).

1.2.5. Naturliche Killerzellen

Die dritte grof3e Lymphozytengruppe sind die natirlichen Killerzellen (NK-Zellen). Sie
machen ca. 15% der Lymphozyten im peripheren Blut aus. Sie sind reich an Granula,
in denen die typischen Molekiile zytolytischer Zellen gespeichert sind. Daher sind sie
zur Zielzell-Lyse beféahigt, wie zum Beispiel im Rahmen der Virusabwehr durch das
Abtoten der virusinfizierten Wirtszelle (Karre and Zerrahn, 2005). Des weiteren
tragen sie wesentlich zur Lyse von Tumorzellen sowie zur Transplantatabstof3ung
bei. Phanotypisch handelt es sich bei NK-Zellen um CD3 negative CD56+CD16+
Zellen. Sie tragen also keine fur B- und T-Lymphozyten spezifische
Oberflachenmolekile. Die Mehrheit der reifen NK-Zellen exprimiert CD56, eine
Isoform des neuralen Zelladhasionsmolekil (NCAM), sowie CD16 (=FcyRIll), einen
Rezeptor niedriger Affinitat fur die Fc-Fraktion von IgG. Dieser dient NK-Zellen zur
Erkennung von antikérperbeladenen Zielzellen. NK-Zellen besitzen also die Fahigkeit
der antikbrperabhéngigen und antikérperunabhangigen Zytotoxizitdt (Barao and
Ascensao, 1998)
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2 ZIELSETZUNG

Die hyperbare Sauerstofftherapie ist eine zwingend indizierte Behandlungsmethode
bestimmter Erkrankungen, die, bei ihrem verzdgerten Einsatz, einen fulminanten
Verlauf bis hin zu einem letalen Ausgang nehmen kdnnen. Auch bei einigen weniger
schwerwiegenden Krankheiten ist ein therapeutischer Effekt der hyperbaren

Oxygenierung als additives Verfahren nachgewiesen worden.

Die Auswirkungen der hyperbaren Sauerstofftherapie auf den Organismus sind
vielfach erforscht und die Wirkungszusammenhénge zu einem grol3en Teil erfasst
worden. In Bezug auf den Einfluss der HBO auf die zellulare Immunabwehr wurden
zwar eine Reihe von Untersuchungen durchgefiihrt, eine Klarung konnte jedoch

bislang nicht erzielt werden.
Das Ziel dieser Studie ist, quantitative und funktionelle Auswirkungen der hyperbaren

Sauerstofftherapie auf die Lymphozytensubpopulationen im Blut immunologisch

gesunder Probanden mittels Durchflusszytometrie zu analysieren.
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3 PROBANDEN, MATERIAL UND METHODEN

3.1. Probanden

Die Untersuchung wurde von der zustdndigen Ethikkomission genehmigt. Die
Probanden wurden gemafld den dort festgelegten Bestimmungen aufgeklart und
gaben ihr freiwilliges Einverstandnis zur Teilnahme. Es wurden 31 Probanden im
Alter von 30 bis 54 Jahren (Durchschnittsalter 42 Jahre), davon 11 Frauen und 20
Manner, in die Studie aufgenommen. Dabei handelte es sich um Patienten mit
akutem Horsturz oder Schalltrauma, die sich in der Druckkammer der Arbeitsgruppe
Hyperbarmedizin der Technischen Universitat Miunchen einer hyperbaren

Sauerstofftherapie unterzogen.

Als Einschlusskriterien zur Aufnahme der Probanden in die Studie galten:
* Durchfiihrung der HBO nach beschriebenem Therapieprotokoll
* Mindestalter von 18 Jahren

» Schriftliche Einwilligung

Als Ausschlusskriterien galten:
» Kontraindikationen gegen eine HBO-Therapie
* Vorliegen einer chronischen oder akuten Infektion bis zu vier Wochen vor
Untersuchung
* Vorliegen einer Autoimmunerkrankung oder Immunschwache

* Einnahme immunalternierender Medikamenten (Antibiotika, Steroide, etc.)

3.2. Material
3.2.1. Gerate
* Mehrpersonenkammer Haux-Medstar 2000, Fa. Haux-Life-Support, Karlsbad-
Ittersbach.
e Durchflusszytometer FACS Scan mit CONSORT™ 30-Computersystem, Fa.
Becton-Dickinson, Heidelberg
» Simultest IMK Plus-Software, Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg
» Zentrifuge Rotina 48R, Fa. Hettich, Tuttlingen

* Vortexer, Fa. Janke & Kunkel, Staufen

28



» Hamatologieautomat F800, Fa. Sysmex, Norderstedt

» Pipette Reference (variabel), Eppendorf, Hamburg

* Blutabnahmerdéhrchen VACUTAINER® K3 EDTA (lila Verschlusskappe), Fa.
Becton-Dickinson, Heidelberg

* Einmal-Testréhrchen 12 x 75 mm aus Polystyrol mit Verschlusskappe, Fa.

Becton-Dickinson, Heidelberg

Abb. 2: Technische Zeichnung einer Mehrpersonenkammer (mit freundlicher

Genehmigung der Fa. Haux-Life-Support, Karlsbad-Ittersbach)

3.2.2. Reagenzien
* FACS Lysing Solution 10fach-Konzentrat mit < 50% Diethylenglykol und <
15% Formaldehyd, Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg
* Phosphatgepufferte Saline (PBS), pH 7,2, Fa. Biochrom, Berlin
* Phosphatgepufferte Saline (PBS) mit 0,1% Natriumazid, pH 7,2, Fa. Biochrom,
Berlin
» Paraformaldehyd (1%) 1g in 100 ml PBS mit 0,1% Natriumazid geldst, pH 7,4,

Fa. Merck, Darmstadt

3.2.3. Antikorper
 CD3FITC, Klon SK7, IgGy, Becton-Dickinson
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 CD4 FITC, Klon SK3, IgGy, Becton-Dickinson

* CDS8 PE, Klon SK1, IgGik, Becton-Dickinson
 CD14 PE, Klon M®P9, 1gG,y, Becton-Dickinson
 CD16 PE, Klon B73.1, 1gGi«, Becton-Dickinson
* CD19 PE, Klon 4G7, 1gGik, Becton-Dickinson

* CD 25 PE, Klon 2A3, 1gGi«, Becton-Dickinson

» CD45 FTIC, Klon 2D1, 1gGik, Becton-Dickinson
» CD56 PE, Klon MY31, IgGy«, Becton-Dickinson
* HLA-DR PE, Klon L243, 1gG,4, Becton-Dickinson
* FITC, Klon X40, lge1, Becton-Dickinson

* PE, Klon X39, IgG.,, Becton-Dickinson

3.3. Methoden

3.3.1. Durchfiihrung der HBO

Als Voraussetzung fur eine hyperbare Sauerstofftherapie wurde bei jedem
Probanden eine Tauchtauglichkeitsuntersuchung, angelehnt an die
berufsgenossenschaftliche Untersuchung G31 fir Uberdruck, durchgefiihrt. Diese
beinhaltet eine umfassende Anamnese, die Erstellung eines Audiogramms sowie
eine kardiale und pulmonale Untersuchung, inklusive einer Lungenfunktionsprifung.
Vor Beginn jeder Behandlung wurden die Probanden nach ihrem aktuellen Befinden
und subjektiven Veradnderungen des HOrvermdgens befragt. Es wurde die
Lungenfunktion mittels Flowspirometer kontrolliert und eine Otoskopie durchgefihrt.
Probanden mit einer akuten Erkéltung und deshalb zu erwartenden Problemen beim
Druckausgleich wurde zur Prophylaxe eines Mittelohrtraumas ein abschwellendes
Nasenspray verabreicht. Probanden mit Beklemmungszustanden im Rahmen der
Druckkammerbehandlung wurden mit einem niedrig dosierten Benzodiazepin leicht
sediert. Die Therapie wurde in einer Mehrpersonenkammer in Anwesenheit einer
entsprechend ausgebildeten Begleitperson durchgefihrt. In der Druckkammer
wurden die Probanden mittels EKG und Blutdruckmessung uberwacht. Die
Sauerstoffapplikation erfolgte Uber eine Gesichtsmaske, die Uber ein

Schlauchsystem mit der Druckkammer verbunden war.

Die Probanden wurden Uuber zehn Tage taglich einmal behandelt. Die
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Behandlungsdauer betrug jeweils 110 Minuten und war in drei Phasen aufgeteilt. Die
Probanden inhalierten wahrenddessen durchgehend 100%igen Sauerstoff tber eine
Atemmaske. Auf Unterbrechung durch Raumluftpausen wurde zu Gunsten eines
konstant hohen  Sauerstoffpartialdrucks und der damit verbundenen
Behandlungseffizienz verzichtet. In der initialen Kompressionsphase wurde der
Umgebungsdruck in der Kammer tber 20 Minuten stetig gesteigert. Dabei mussten
die Probanden auf einen regelmafiRigen Druckausgleich im Mittelohr durch Schlucken
oder Valsalvamanoéver achten. Konnte kein adaquater Druckausgleich herbeigefuhrt
werden, musste die Behandlung abgebrochen werden, um eine Schadigung des
Mittelohrs zu verhindern. Bei anhaltenden Druckausgleichsproblemen bestand die
Moglichkeit, ein Trommelfellréhrchen als Druckausgleichshilfe Gber den Zeitraum der
HBO einzubringen. Mit Erreichen des avisierten Gesamtdruckes von 2,5 bar begann
die Isopressionsphase. Der Druck blieb Uber 70 Minuten konstant. AbschlieRend
folgte die Dekompressionsphase mit der kontinuierlichen Druckreduktion bis zum
Erreichen des naturlichen Umgebungsdrucks von 1 bar Uber 20 Minuten. Im
Anschluss fand eine Kontrolluntersuchung, bestehend aus Otoskopie und

Tympanometrie statt.
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Abb. 3: Behandlungsschema

3.3.2. Entnahme und Aufbereitung der Blutproben
Unmittelbar vor der ersten und nach der zehnten HBO-Therapie wurde den

Probanden mittels Punktion einer peripheren Vene 4,0 ml Vollblut in sterilen K3 EDTA
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VACUTAINER® Blutabnahmeréhrchen abgenommen und anschlieBend verarbeitet.
Vor der Farbung wurde aus der Vollblutprobe die Leukozytenzahl sowie ein
Differentialblutbild mittels eines Hamatologieautomats der Firma Sysmex bestimmt.
Der zulassige Bereich fur die Leukozytenkonzentration lag zwischen 3,5 x 103 und
9,8 x 103 Leukozyten/ul. Proben mit einer Leukozytenzahl gréer als 9,8 x 103
Leukozyten/ul wurden mit einfach konzentrierter phosphatgepufferter Saline (PBS),
die 0,1% Natriumazid enthielt, verdinnt.

3.3.3. Farben und Fixieren der Zellen
Zur Gewahrleistung optimaler Ergebnisse wurden die Blutproben innerhalb von
sechs Stunden nach der Entnahme gefarbt. Jeweils 20 pl der

Antikdrperkombinationen wurden in 12 x 75mm-Rdhrchen pipettiert (Tab. 1).

Tabelle 1: Antikoérperansatze

Probe AK-Kombination Rluoreszenz Isptyp
A Anti-CD45 FTIC lgGix
Anti-CD14 PE 19G 20k,
B FITC 9c1
PE 19G2a
C Anti-CD3 FITC lgGix
Anti-CD19 PE 19G 1«
D Anti- CD4 FITC 19G 1k
Anti-CD8 PE lgGix
E Anti-CD3 FITC lgGix
Anti-HLA-DR PE 19G2ak
F Anti-CD3 FITC 190Gk
Anti-CD16 + Anti-CD56 |PE 1gGix
G Anti-CD3 FITC 19G 1«
Anti-CD 25 PE 19G 1«

Probe A wurde bendtigt zur Bestimmung des Lymphozytenakquisitionsfensters und
Probe B zum Setzen von Fluoreszenzmarkern um die negative Population und zum

Nachweis von nicht-antigenspezifischer Antikorperbindung.
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AnschlieBend wurden vorsichtig 100 ul der gut gemischten Vollblutprobe auf den
Boden der R6hrchen pipettiert, bei niedriger Geschwindigkeit drei Sekunden lang
grindlich auf dem Vortexmischer gemischt und 15 bis 30 Minuten bei

Zimmertemperatur (20 bis 25°C) Licht geschutzt inkubiert.

Es wurde 10fache FACS Lysing Solution mit Wasser von Reagenzgute, das
Zimmertemperatur hatte, im Verhaltnis 1:10 auf eine einfache Lysel6sung verdinnt.
Jeweils 2 ml der einfachen Lyselésung wurde in jedes Rohrchen pipettiert und
unmittelbar nach Zugabe bei niedriger Geschwindigkeit drei Sekunden lang auf dem
Vortexmischer gemischt. Es folgte eine 10- bis maximal 12minttige Inkubation bei
Zimmertemperatur im Dunkeln. Die Zellen durften nicht Gber einen langeren Zeitraum
den Lysereagenzien ausgesetzt werden, da dies zu einer Zerstérung der Leukozyten

hatte fUhren kénnen.

Die Rohrchen wurden sofort nach der Inkubation bei 300 x g tUber funf Minuten bei
Zimmertemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und ca. 50 pl
Restflissigkeit im Roéhrchen zuriickbehalten, um ein Aufwirbeln des Zellsediments zu

vermeiden.

Zum Resuspendieren des Zellsediments in der Restflissigkeit wurde erneut bei
niedriger Geschwindigkeit grindlich auf dem Vortexmischer gemischt. AnschlieRend
wurden in jedes Rohrchen 2 ml PBS mit 0,1% Natriumazid pipettiert, bei niedriger
Geschwindigkeit drei Sekunden lang auf dem Vortexmischer gemischt und mit 200 x

g Uber funf Minuten bei Zimmertemperatur zentrifugiert.

Der Uberstand wurde abgesaugt und ca. 50 pl Restflussigkeit im Rohrchen
zurtickbehalten. Um das Zellsediment in der Restflissigkeit zu resuspendieren,
wurde erneut bei niedriger Geschwindigkeit grindlich auf dem Vortexmischer
gemischt. AnschlieRend wurden in jedes Roéhrchen 0,5 ml 1% Paraformaldehyd
pipettiert und bei niedriger Geschwindigkeit drei Sekunden lang grindlich auf dem

Vortexmischer gemischt.

Nun konnten die Zellen im Durchflusszytometer analysiert werden. Die Réhrchen

wurden mit einem Stopfen verschlossen und im Dunkeln bei 2 bis 8°C bis zur
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Analyse im Durchflusszytometer gelagert. Die fixierten Zellen wurden innerhalb von
24 Stunden nach der Blutentnahme analysiert. Zur Reduktion von Zellaggregaten
wurden die Zellen vor der Analyse im Durchflusszytometer grundlich auf dem

Vortexmischer gemischt.

3.3.4. Durchflusszytometrie
3.3.4.1. Allgemeines Funktionsprinzip

Die Durchflusszytometrie mittels eines fluorescence-activated cell sorter (FACS)
bietet die Mdglichkeit, Zellen anhand von Oberflachenantigenen zu unterscheiden
und zu quantifizieren. Dazu werden die zu untersuchenden Zellen mit
fluoreszierenden Antikdrpern gegen ein bestimmtes Oberflachenantigen markiert und
in einem laminaren Flussigkeitsstrom einzelnen nacheinander durch einen Laser
gefuhrt. Auf diese Weise lassen sich beispielsweise Lymphozytensubpopulationen

einer Blutprobe in kurzer Zeit bestimmen (Kleine und Freund, 1996).

580 nm

515 nm FL2

FL1 SSC  Seitwartsstreulicht

Zellfluss

FSC  Vorwartsstreulicht

<

Argonlaser (488 nm)
Probe

Abb. 4: Vereinfachtes Schema eines Durchflusszytometers (nach Rothe, 2007)

Das Durchflusszytometer besteht aus den drei Komponenten: Dem
Flussigkeitssystem, dem optischen System und der Signalverarbeitung (Abb. 4).
Mittels Uberdruck wird die zu untersuchende Zellsuspension durch eine
Stahlkapillare in das Zentrum einer Messklvette transportiert, wo sie von einer
Mantelflissigkeit erfasst und beschleunigt wird. Dieser als hydrodynamische
Fokussierung bezeichnete Vorgang gewahrleistet, dass die Zellen einzeln
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nacheinander den Analysepunkt passieren.

Als optische Signale werden die Fluoreszenz und die Lichtstreuung der Partikel
gemessen (Loken and Lanier, 1984). Lichtquelle ist ein Argonlaser, dessen
Emissionsspektrum im Absorptionsbereich verschiedener kommerziell erhéltlicher
Fluoreszenzfarbstoffe liegt. Zur Durchflusszytometrie verwendet man die
Emissionslinie bei 488 nm und entsprechende Fluorochrome, die bei dieser
Wellenlange angeregt werden. Die absorbierte Lichtenergie hebt die Elektronen auf
ein héheres Energieniveau. Beim Ricksprung auf das Grundniveau kommt es zur

Fluoreszenz, d.h. zur Emission eines Photons (Raffael et al., 1994).

Neben der Fluoreszenz wird als weiterer Parameter das Streulicht gemessen.
Abhangig von verschiedenen physikalischen Zelleigenschaften wird das Licht, das
auf die Zelle trifft, unterschiedlich stark gestreut. Das Vorwartsstreulicht (forward light
scatter, FSC) wird entlang der Achse des Laserstrahls in einem Winkelbereich von 0-
10° gemessen und charakterisiert die Zellgré3e. Das Seitwartsstreulicht (side light
scatter, SSC) wird rechtwinkelig zum Laserstrahl gemessen und korreliert mit dem
Gehalt der Zellgranula in den Zellen. So lassen sich die wichtigsten
Leukozytengruppen voneinander unterscheiden (Rothe, 2007).

Das emittierte Licht wird von einer Sammeloptik aufgefangen, von Filtern nach
Wellenlangenbereichen aufgetrennt und zu unterschiedlichen Detektoren gelenkt.
Hier werden die Lichtimpulse aufgefangen, optoelektrisch verstarkt und an die
Datenverarbeitung  weitergeleitet.  Die  Auftrennung der  verschiedenen
Fluoreszenzintensitaten durch die Lichtfilter gelingt nicht vollstandig, da sich die
Spektren der eingesetzten Farbstoffe zum Teil (berschneiden. Diese
Uberschneidung  wird durch die einstellbare  Farbkompensation am
Durchflusszytometer korrigiert. Hierzu werden bei jedem Versuch Kontrollproben, die
jeweils nur einen bindenden Antikdrper gekoppelt an ein Fluorochrom enthalten,
verwendet. Strahlt ein bestimmtes Fluorochrom in andere Kanéle hinein, kann dieser
Anteil von dem jeweiligen Fluoreszenzsignal tber einen elektrischen Mechanismus

abgezogen werden (Stewart, 2000).
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3.3.4.2. Durchflusszytometrische Analyse

Vorliegende Untersuchung erfolgte in einem Durchflusszytometer FACS Scan. Fur
die Anregung der Fluorochrome Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin
(PE) wurde ein Argonlaser, Spectraphysics Ca. USA 300mW/ 488nm, verwendet. Die
Emissionsspektren der Fluorochrome wurden bei 515nm (FITC) bzw. bei 580nm (PE)
aufgenommen. Die Daten fir geradliniges Streulicht, fur gelbgrine Fluoreszenz
(FITC) und fur orangerote Fluoreszenz (PE), wurden Uber einen Listmodus mit Hilfe
der Simultest IMK Plus-Software in einem dem Durchflusszytometer
angeschlossenem CONSORT™ 30-Computersystem gespeichert und ausgewertet.
Durch die Software wurde automatisch die Erfassung von mindestens 2000
Lymphozyten innerhalb des Lymphozytenfensters gewéhrleistet.

Vor der Bestimmung der Oberflachenantigene wurde durch die Messung mit anti-
CD45 FITC und anti-CD14 PE (Probe A) ein bestmdgliches Lymphozytenfenster
(Lymphozyten-Gate) ermittelt. Dabei wurden 98% oder mehr der normalen, reifen
(nichtblastischen) Lymphozyten in der Probe erfasst und Zelltrimmer, Monozyten
und Granulozyten weitgehend ausgegrenzt. Enthielt das Fenster jedoch 3% oder
mehr Monozyten, wurde das Streulichtfenster mittels Software so begrenzt, dass
mindestens 95% oder mehr in der Probe enthaltene Lymphozyten erfasst wurden.

Die Analyse der Fluoreszenzintensitdtsmarker (Probe B) diente der Negativkontrolle.
Die Software legte im vorher gesetzten Lymphozytenanalysefenster die Fluoreszenz-
1- (FL1) und Fluoreszenz-2- (FL2) Marker fest. Diese Marker definierten die Grenzen
zwischen negativen und positiven gefarbten Ereignissen. Zudem liel3 sich dadurch

eine zu hohe Anzahl an nicht-antigenspezifischen Antikdrperbindungen demarkieren.

3.3.4.3. Darstellung und Auswertung der Messergebnisse

Messergebnisse fir einzelne Parameter kénnen in einem Histogramm mit Haufigkeit
Uber Intensitat abgebildet werden. Fir die Darstellung von Parameterkombinationen,
wie in der vorliegenden Arbeit, eignet sich das Punkthistogramm (dot plot). Aus
diesen Diagrammen lassen sich Bereiche elektronisch auswéahlen (gating). Dadurch
kbnnen die Eigenschaften einzelner Partikelmengen, wie z. B. der
Lymphozytensubpopulationen, gezielt untersucht werden. Mit Hilfe der géngigen

Software kobnnen statistische Aussagen, wie prozentuale Verteilung der
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Populationen, mittlere Signalintensitat, absolute und lokale Maxima der Fluoreszenz

getroffen werden (Raffael et al., 1994).

Durch logarithmische Auftragung der Parameter Zellgrof3e (FSC) gegen Granularitat
(SSC) wurden die Leukozytenpopulationen in einer dot plot-Darstellung dargestellt.
Unter Verwendung des Analysefensters und der Fluoreszenzmarker wurden die
Daten der beschriebenen Antikorperkombinationen erfasst und analysiert (Tab. 1).
Mittels der Software wurden die einzelnen Lymphozytensubpopulationen als
prozentuale Lymphozytenanteile berechnet. Die absoluten Zellzahlen wurden
anhand der Leukozytenzahl und den prozentualen Lymphozytenanteilen ermittelt.
Dafur wurde vor der durchflusszytometrischen Untersuchung ein Differentialblutbild
der jeweiligen Patientenvollblutprobe mit einem Hamatologieautomat erstellt und in

den an das FACS Scan angeschlossenen Rechner eingegeben.

3.4. Statistische Auswertung

Die gemessenen Daten wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm Excel 4.0 von
Windows der Firma Microsoft® mittels eines Computers der Firma Siemens
Ubertragen. Die anschlie3ende statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm
SPSS® Version 16. Die statistische Signifikanz wurde mithilfe des Wilcoxon-Tests fiir
verbundene Stichproben, als verbundenem verteilungsfreien Test, ermittelt. Das
Signifikanzniveau wurde mit 5% (p<0,05) festgelegt und durch Markierung mit * in

den Graphiken angezeigt.

Die grafischen Darstellungen erfolgten (ber Boxplots, die den Median als
durchgezogene Linie in der Box, die Quartile und die Extremwerte anzeigten. Die
Box stellte den Interquartilbereich mit 50% der Werte dar. Die von der Box
ausgehenden Linien fuhrten bis zur 5. und 95. Perzentile. Die maximalen Werte
wurden ober- und unterhalb der Linie jeweils als Einzelpunkte ausgegeben. Bei
nachgewiesener Signifikanz erfolgte die zusatzliche Darstellung der Ergebnisse

mittels Streuungsdiagramm.
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4 ERGEBNISSE

Bei 31 Probanden wurde vor der ersten und nach der zehnten hyperbaren
Sauerstofftherapie vendses Blut aus einer peripheren Vene abgenommen und
durchflusszytometrisch untersucht. Hierbei erfolgte die Immunphanotypisierung der
Lymphozyten mittels monoklonaler Antikbrper gegen die entsprechenden

Subpopulationen.

Die Geschlechterverteilung der 31 Probanden bestand in 11 Frauen und 20
Mannern. Das durchschnittliche Alter lag bei 42 + 12 Jahren (Mittelwert +
Standardabweichung). Es wurde untersucht, ob es nach Durchfihrung der

hyperbaren Sauerstofftherapie zu einer Veranderung der Messgrof3en kam.

Nach der zehntdgigen Behandlung der Probanden stellte sich in der
durchflusszytometrischen Analyse der Blutproben ein Abfall der
Gesamtlymphozytenzahl heraus. Die absolute Zellzahl nahm signifikant ab, ohne

dass sich der prozentuale Anteil an den Leukozyten signifikant &nderte (Abb. 5, 6, 7).
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Abb. 5: Anteil der Gesamtlymphozyten an den Leukozyten
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Abb. 6: Anzahl der Gesamtlymphozyten (*p=0,029)
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Abb. 7: Streuungsdiagramm der Gesamtlymphozytenzahl
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Innerhalb der Lymphozytensubpopulationen kam es zu einer Verschiebung mit
Abnahme der natirlichen Killerzellen zu Gunsten der B- und T-Lymphozyten. Die
NK-Zellen fielen signifikant ab, sowohl prozentual als auch absolut (Abb. 8, 9, 10,
11).
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Abb. 8: Anteil der NK-Zellen an den Lymphozyten (*p=0,00004)
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Abb. 9: Streuungsdiagramm der NK-Zellen prozentual an den Lymphozyten
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Die B- und T-Zellen zeigten eine signifikante Zunahme prozentual an den
Gesamtlymphozyten (Abb. 12, 13, 15, 16). Beztglich ihrer absoluten Zellzahlen kam
es zu keinen signifikanten Veranderungen durch die HBO (Abb. 14, 17).
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Abb. 12: Anteil der totalen T-Zellen an den Lymphozyten (*p=0,001)
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Abb. 13: Streuungsdiagramm der totalen T-Zellen prozentual an den Lymphozyten
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Abb. 15: Anteil der B-Zellen an den Lymphozyten (*p=0,013)
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Abb. 16: Streuungsdiagramm der B-Zellen prozentual an den Lymphozyten
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Das Verhéltnis von T-Helferzellen zu zytotoxischen- / Suppressorzellen verschob
sich wahrend der HBO signifikant in Richtung T-Helferzellen (Abb. 18, 19).
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Abb. 18: Verhaltnis T-Helferzellen zu Suppressor-/ zytotoxische T-Zellen (*p=0,001)
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Es fiel ein signifikanter Abfall der Suppressor-/ zytotoxischen T-Zellzahl auf, die sich
auch in einer signifikanten Abnahme prozentual an den Gesamtlymphozyten zeigte
(Abb. 20, 21, 22, 23).
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Abb. 20: Anteil der Suppressor-/ zytotoxischen T-Zellen an den Lymphozyten
(*p=0,002)
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Abb. 22: Anzahl der Suppressor-/ zytotoxischen T-Zellen (*p=0,001)

1400
=
=3
~~
— 1200
N
@)
m
I 10007
5 o
< o]
c o
- 800 . o
(] o o ()
= o o
(@) o )
N 600+ 2 © o
+ 0® o
[ce] (o} o o
o
o
5 400 o o
™
o) o
© 200

T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400

CD3+/CD8+ Zellen vor HBO (1/ul)
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Gleichzeitig nahmen die T-Helferzellen anteilig an den Gesamtlymphozyten
signifikant zu, ohne dass es zu einer signifikanten Zunahme der absoluten Zellzahl
kam (Abb. 24, 25, 26).
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Abb. 24: Anteil der T-Helferzellen an den Lymphozyten (*p=0,0001)
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Abb. 25: Streuungsdiagramm der T-Helferzellen prozentual an den Lymphozyten
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Der Funktionszustand der T-Lymphozyten wurde anhand der Expression von
Interleukin 2 durch das Oberflachenantigen CD25 und anhand der Expression von
HLA-DR untersucht.
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Abb. 27: Anteil der IL2 Rezeptor-tragenden T-Zellen an den Lymphozyten
(*p=0,0002)
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Abb. 28: Streuungsdiagramm der Interleukin2 Rezeptor- tragenden T-Zellen
prozentual an den Lymphozyten
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Nach der hyperbaren Oxygenierung wurde ein signifikanter Anstieg der Anzahl von
CD25 tragenden T-Zellen verzeichnet, der sich ebenfalls als signifikante Zunahme im
prozentualen Verhéltnis innerhalb der Gesamtlymphozyten wiederspiegelte (Abb. 27,
28, 29, 30).
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Abb. 29: Anzahl der Interleukin2 Rezeptor- tragenden T-Zellen (*p=0,033)
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Die HLA-DR tragenden Zellen blieben durch die hyperbare Sauerstofftherapie
unbeeinflusst (Abb. 31).
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Abb. 31: Anteil der HLA-DR tragenden T-Zellen an den Lymphozyten
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5 DISKUSSION

Sauerstoff ist fur Zellen zur Bildung von energiereichen Phosphatverbindungen
lebensnotwendig. Ein erhohter Sauerstoffpartialdruck, wie im Rahmen der
hyperbaren Sauerstofftherapie, fuhrt zu einer vermehrten Entstehung freier
Sauerstoffradikale in den Zellen. Freie Radikale sind bei der Abt6tung von Pilzen und
Bakterien sehr bedeutsam. Wenn diese hochreaktiven Oxidantien jedoch im
UbermaR auftreten oder die antioxidative Abwehr der Zellen geschwacht ist, kann es
in Form von sogenanntem oxidativen Stress zur Schadigung von korpereigenen
Zellen kommen (Benedetti et al., 2004). Eine daraus resultierende erhohte
Mutageneserate wird als mégliche Ursache fir die Pathogenese von Neoplasien und
Metastasen diskutiert (Rothfuss et al., 2000). Demgegenuber konnte
tierexperimentell in vivo durch eine mehrwdchige hyperbare Sauerstoffexposition ein
Ruckgang grof3er Zellkolonien eines Mammakarzinoms verzeichnet werden (Haroon
et al., 2007). Des Weiteren konnten Rothfuss et al. bei Lymphozyten in vitro bereits
nach einmaliger HBO einen anhaltend protektiven Effekt gegeniiber den toxischen
Eigenschaften des Sauerstoffs feststellen (1998). 24 Stunden bis eine Woche nach
der Behandlung von gesunden Probanden konnte eine Exposition mit

Wasserstoffperoxid keine Schaden an der DNA der Zellen mehr hervorrufen.

Leukozyten sind sowohl bei der Abwehr von korperfremden Mikroorganismen als
auch bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen und chronischen
Entzindungsprozessen von zentraler Bedeutung. Die Lymphozyten tragen die
Hauptverantwortung fur die zellulare Immunabwehr und wirken als Faktoren der
unspezifischen und der spezifischen Immunitat Gber die gesamte Dauer einer
Immunantwort. Zudem sind sie durch die Bildung und Abgabe von I6slichen Faktoren
auch Bestandteil der humoralen Immunreaktion. Durch ihre Fahigkeit Eiweil3-, Fett-
und Kohlenhydratstrukturen zu erkennen und Fremdantigene von korpereigenen
Antigenen zu differenzieren, sind sie dariber hinaus fur die Immunregulation
verantwortlich. Auf diese Weise sind Lymphozyten sowohl an der Kontrolle der
Immunreaktion gegen Krankheitserreger, als auch an der Unterdriickung von

Autoimmunerkrankungen beteiligt (Janeway et al., 1997; Staines et al., 1999).

Die hyperbare Oxygenierung wird zur Behandlung einer Vielzahl von Erkrankungen
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angewendet. Sie kommt in bestimmten lebensbedrohlichen Akutsituationen als
obligatorische BehandlungsmalRnahme zum Einsatz. Andererseits werden auch
Patienten bei elektiver Indikation behandelt. In Anbetracht der inkongruenten
Datenlage in den bisherigen Studien stellt sich die Frage, ob die Durchfihrung einer
hyperbaren Sauerstofftherapie fur die Patienten mdglicherweise ein gesundheitliches
Risiko durch immunalternierende Nebenwirkungen mit sich bringt. Zumal bislang nur
wenige Studien beschrieben sind, in denen der Effekt der HBO mit praxisnahen
Therapieschemata auf das humane Immunsystem untersucht wurde (Juttner et al.,
2003, Weisz et al., 1997).

Eine etwaige immunsuppressive Wirkung der hyperbaren Sauerstofftherapie im
Sinne eines Abfalls der ermittelten Zellpopulationen kdnnte zu einer erhdhten
Infektanfalligkeit fuhren (Brenner et al., 1999). Fur einen immunsuppressiven Effekt
der HBO wurden in der Literatur bereits verschiedene Mechanismen diskutiert.
Neben der unmittelbaren Zytotoxizitat des Sauerstoffs durch die Bildung von
Radikalen (Narkowicz et al., 1993), werden auch sekundére Ursachen, wie die
Sekretion endogener Stresshormone in Erwagung gezogen (Xu et al., 1997). Trifft
dies zu wére auch eine gezielte Applikation der HBO zur Behandlung bestimmter
Autoimmunerkrankungen oder von Transplantatabstol3ungsreaktionen denkbar
(Brenner et al., 1999; Al-Waili et al., 2006).

Die Behandlung in einer Druckkammer wird haufig als Stresssituation erlebt und
kann folglich die Ausschittung von Stresshormonen wie Katecholaminen und
Kortikoiden beeinflussen (Tremellen et al., 1993, Lund et al. 1999). Dabei ist in der
Regel mit einer Abnahme der situativ ausgelosten Reaktionen mit Haufigkeit der
Behandlungen zurechnen. Eine erhéhte Konzentration von Katecholaminen fihrt zu
einer zirkulatorischen Mobilisation von Leukozyten (Shepard, 1997). Die Aktivitat der
NK-Zellen erhéht sich und die Phagozytoseaktivitat wird unterdrickt (Won and Ross,
1975). Kortisol stimuliert die Ausschwemmung von neutrophilen Granulozyten aus
dem Knochenmark in den Kreislauf, unterdriickt aber auch die Aktivitat der

zirkulierenden NK-Zellen (Lang und Verrey, 2007).

Ein Anstieg bestimmter Immunparameter ist nicht grundsatzlich mit einer

verbesserten Abwehrlage gleichzusetzen. Denn eine hdhere Anzahl der
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verschiedenen Lymphozytensubpopulationen innerhalb der Normgrenzen ist nicht
unmittelbar mit einer potenteren Abwehrleistung gleichzusetzen. Durch die
zusatzliche Bestimmung von Oberflachenrezeptoren, die bei der Aktivierung der
Zellen exprimiert werden, kann zumindest eine Aussage Uber deren
Funktionszustand getroffen werden (Weaver, 2000). Letztlich muss eine Anderung
der Abwehrlage in Abstimmung mit klinischen Verlaufsparametern beurteilt werden.
Weisz et al. fihrten bei Patienten mit Morbus Crohn eine hyperbare
Sauerstofftherapie durch. Im Zusammenhang mit den ginstigen klinischen Verlaufen
fiel ein Absinken der IL1-, IL6- und TNFa- Spiegel in den ersten sieben Tagen auf.
Die genannten Zytokine haben eine entziindungsférdernde Wirkung, so dass die
gute Abheilungsrate der akuten Entzindung auf das Absinken der Werte

zuruckgefuhrt werden konnte (Weisz et al., 1997).

5.1. Probandenkollektiv und Methoden

Bei der vorliegenden Untersuchung wéahlten wir die Probanden aus einem Kollektiv
von Patienten mit akuten Innenohrfunktionsstérungen aus. Dadurch waren neben
dem standardisierten Ablauf der hyperbaren Sauerstofftherapie auch ein synchroner
Abnahmezeitpunkt und Verarbeitungszeitraum der Blutproben gewahrleistet. Somit
konnten tageszeitliche Schwankungen der untersuchten Immunparameter von
vornherein ausgeschlossen werden. Eine signifikante Abhangigkeit zwischen der
Anzahl der T-Lymphozyten sowie aktivierten Zellen (HLA-DR) und der zirkadianen
Rhythmik ist belegt (Ritchie et al., 1983).

Bei dem Vergleich der Resultate mit bisherigen Studien muss die Altersverteilung in
den untersuchten Kollektiven mit beriicksichtigt werden. Bekanntermal3en nimmt die
Funktionsfahigkeit des Immunsystems mit zunehmendem Alter ab (Baenkler et al.,
2001). Bestimmte Zellpopulationen andern sich im Laufe der Zeit in ihrem
prozentualen Anteil. So wurde beispielsweise wiederholt ein Anstieg der CD4+ Zellen
mit zunehmendem Alter beschrieben (Reichert et al., 1991; Tollerud et al., 1989). Die
Arbeitsgruppen von Ginaldi und DeMartinis, die immunphéanotypische
Veranderungen von T-Lymphozyten bei alten Personen untersuchten, berichteten
von vermehrten aktivierten T-Zellen, vermehrten NK-Zellen und verminderten
Anteilen an T-Zellen, die Adhasionsmolekile exprimieren (Ginaldi et al., 2000;

DeMartinis et al., 2000). Weksler stellte fest, dass Alterungsprozesse ab einem Alter
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von 70 Jahren relevant werden (1980), so dass bei unserem Probandenkollektiv mit
einem Altersspektrum von 30 bis 54 Jahren keine altersbedingten Veranderungen zu

erwarten waren.

Des Weiteren bericksichtigten wir eine aussagekraftige Geschlechterverteilung
unserer Probanden (11 Frauen, 20 Manner). Eine einseitige Geschlechterverteilung
der Probandengruppen kann ebenfalls Einfluss auf die Ergebnisse haben.
Unterschiede in den Immunparametern zwischen den Geschlechtern sind bekannt.
So ergaben Untersuchungen gesunder Probanden signifikant héhere CD4+ und
signifikant niedrigere CD8+ Zellanteile bei Frauen als bei Mannern (Tollerund et al.,
1989). Eine andere Studie zu Referenzwerten fur Lymphozytenuntergruppen
berichtete von erhdohten CD3+ und CD4+ Zellen bei weiblichen Probanden und
hoheren NK-Zellanteilen bei Mannern und stellte aul3erdem beziglich aller
untersuchter Antigene eine hohere Variabilitdit bei Mannern als bei Frauen fest
(Reichert et al., 1991).

Unterschiedliche immunologische Untersuchungsmethoden kénnen zu
unterschiedlichen Resultaten fiilhren. Altere Studien arbeiteten mit Techniken wie
Rosettenbildung (Nyland et al., 1989) oder Fluoreszenzmikroskopie (Bittermann,
1993). Die neueren Untersuchungen des zellularen Immunsystems werden nahezu
ausschlief3lich mittels Durchflusszytometrie durchgefuhrt (Chen et al. 203, Jaeger et
al. 2002, Xu et al. 1997). Sie stellt die apparative Basis fur eine schnelle und
zuverlassige Charakterisierung von Zellen aufgrund ihrer Streulicht- und
Fluoreszenzeigenschaften  dar. Das  Anwendungsspektrum  reicht  von
Lymphozytentypisierung  Uber  funktionelle  Untersuchungen bis hin zu

Zellzyklusanalysen.

Von Bedeutung in der Diskussion der Ergebnisse verschiedener Arbeiten ist neben
der Analysemethode auch die Methode der Probenaufbewahrung und
Probenverarbeitung (Ashmore et al., 1989). Das Verwenden von Frischblut hat den
Vorteil, dass die Verhdltnisse der Zellanteile am ehesten dem in vivo Zustand
entsprechen. Bei voribergehendem Einfrieren muss durch die dafir notwendige
Vorbehandlung und die mehr oder weniger lange Lagerung der Proben immer mit

einem gewissen Verlust bestimmter Zellpopulationen gerechnet werden (Ekong et
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al.,, 1993). Aus diesem Grund verwendeten wir in dieser Studie Frischblut, das
innerhalb von 24 Stunden nach Blutentnahme gefarbt und im Durchflusszytometer

analysiert wurde.

Auch die Applikationskonditionen der hyperbaren Sauerstofftherapie, das heil3t Héhe
des Uberdrucks, Behandlungsdauer, Intervallzeiten und Anzahl der Wiederholungen
wirken sich entscheidend auf die Zellproliferation und Zellfunktion aus. Granowitz et
al. untersuchten die Auswirkung von erhéhtem Umgebungsdruck und Hyperoxie
unabhéangig voneinander und als Kombination, in Form von hyperbarer
Sauerstofftherapie, auf die Proliferation gutartiger und bdsartiger Mamma-
Epithelzellen in vitro. Dabei stellte sich heraus, dass sich die Proliferation am
deutlichsten durch die HBO hemmen liel3 und zudem die antiproliferative Wirkung

von der Dauer der hyperbaren Oxygenierung abhéngig war (Granowitz et al., 2005).

5.2. Tierexperimentelle Studien

Betrachtet man kontrollierte Tierstudien mit Mausen, fallen bereits kontroverse
Resultate auf (Tab. 2). Nach achttdgiger Exposition mit hyperbarem Sauerstoff
stellten Gadd et al. einen Abfall der Lymphozytenproliferationen und eine signifikante
Zunahme von IL2-Rezeptor Expression auf CD8+ Lymphozyten fest. Beziiglich der
Phagozytoseaktivitat und des respiratory burst neutrophiler Granulozyten konnte die
Arbeitsgruppe von Gadd keine Einflussnahme nachweisen. Das
Behandlungsprotokoll war charakterisiert durch eine taglich zweimal durchgefiihrte
90-minutige Expositionen mit 100%igen Sauerstoff bei 2 bar Gesamtdruck und einer

Pause tUber 100 Minuten zwischen den Expositionen (Gadd et al., 1990).

Saito et al. hingegen konnten eine deutliche Suppression der Antikdrperreaktion
durch die Behandlung mit hyperbarem Sauerstoff nachweisen. Eine Woche nach
Immunisierung von Mausen mit Schafserythrozyten wurde das Ausmal} der
Antikdrperreaktion Gberpruft. Durch tagliche hyperbare Oxygenierung (1,9 bar
Gesamtdruck, 100% O;) Uber 60 Minuten an finf konsekutiven Tagen fiel im
Vergleich zur Kontrollgruppe die Bildung spezifischer B-Zellen und T-Helferzellen
deutlich geringer aus. Zudem war die Produktion von Immunglobulinen reduziert.
Nach HBO-Langzeittherapie Uber zwei Monate zeigte sich ein Rlckgang der

klinischen Symptome, bestehend aus Proteinurie, Lymphadenopathie und
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Gesichtserythem (Saito et al., 1991). Xu et al. fanden heraus das die verschiedenen
Lymphozytenuntergruppen unterschiedlich sensitiv reagieren. Gesunde und
genetisch modifizierte Mause (Lupus erythematodes Mausmodell) wurden Uber drei
bis sieben Tage mit reinem Sauerstoff bei 2,8 bar vier Stunden taglich behandelt.
Dabei kam es zu einem unterschiedlich hohen Abfall der B-Zellen und gesamten T-
Zellen sowie einem Anstieg der T-Helfer- und Suppressorzellen. Insgesamt
reagierten die Zellen im Thymus starker als die Lymphozyten in der Milz. Da auch die
Zellpopulationen der genetisch modifizierten Méause signifikant abfielen, wurde ein
maoglicher therapeutischer Effekt bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen
mit HBO diskutiert (Xu et al., 1997).

In einer weiteren Studie mit Mausen wurden klinische und immunserologische
Parameter nach hyperbarer Oxygenierung untersucht. Genetisch modifizierte Mause
(Lupus erythematodes Mausmodell) wurden einer 14tagigen Behandlung mit
95%igen O, bei 2,5 bar uber 90 Minuten taglich unterzogen. Dabei wurden
Lebenszeit, Proteinurie, Autoantikorper (anti-dsDNA AK),
Lymphozytensubpopulationen und morphologische Veranderungen der Nieren
untersucht. Die HBO fiihrte zu einer erhchten Uberlebensrate der Mause. Zudem
kam es zu einem Ruckgang der Proteinurie und der Autoantikorper. Die histologische
Untersuchung der Mausenieren deutete auf einen verlangsamten Progress der
Immunkomplexablagerungen hin. Die Durchflusszytometrie der Blutproben
dokumentierte prozentuale Veranderungen der Lymphozytenuntergruppen. Vor allem
ein signifikanter Abfall der T-Helferzellen und, entsprechend den Ergebnissen in
unserer Arbeit (Abb. 15, 16), ein signifikanter Anstieg der B-Zellen konnten
nachgewiesen werden. Insgesamt stellte sich eine Verbesserung der

Autoimmunerkrankung durch die HBO heraus (Chen et al., 2003).

HuRmann et al. untersuchten die Auswirkung hyperbarer Sauerstofftherapie auf die
Lymphozytensubpopulationen in  Milz und in peripherem Blut am
Verbrennungsmodell bei Ratten. Dabei lie3 sich eine Erniedrigung der zytotoxischen
T-Zellen nach einmaliger und nach mehrmaliger HBO in Kombination mit der
Wundexzision feststellen (HuBmann et al., 1996). Eine signifikante Reduktion der
CD8+ Zellen wurde auch in unserer Arbeit dokumentiert (Abb. 20, 21, 22, 23).
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5.3. Vergleichsstudien mit Menschen

Die Ergebnisse der Studien mit menschlichen Probanden erscheinen ebenfalls
widerspruchlich (Tab. 2). Nyland et al. deuteten ihre Daten von Patienten mit
Multipler Sklerose, die einer HBO unterzogen wurden, als eine Immunstimulation.
Nach 20 Sitzungen mit 100-prozentigem Sauerstoff beobachtete er
fluoreszenzmikroskopisch einen signifikanten Anstieg der totale T-Lymphozyten und
der T-Helferzellen, eine erhodhte allgemeine Rezeptordichte auf den Lymphozyten
und Granulozyten, einen erhdhten Sauerstoffverbrauch der Granulozyten und eine
signifikant erhéhte IgA-Konzentration im Serum. Die Konzentrationen der IgM und

IgG blieben unverédndert (Nyland et al., 1989).

Ebenfalls einen anregenden Effekt auf die Immunabwehr erbrachten die Ergebnisse
von Bitterman et al. (1993). Eine einmalige Sauerstoffexposition gesunder
Probanden tber 90 Minuten bei 2,8 bar fuhrte unmittelbar zu einem signifikanten
Anstieg von HLA-DR-tragenden Zellen. Der Haupteffekt der einmaligen HBO bestand
in dem signifikanten Abfall der CD4:CD8-Ratio auf Werte unterhalb des
Normbereichs. In der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung stiegen die
zytotoxischen T-Zellen und Monozyten an, wahrend die T-Helferzellen abfielen. Die
absolute Lymphozytenzahl, die B-Lymphozyten, T-Lymphozyten und NK-Zellen
blieben unverandert. Bei der Kontrollgruppe mit Raumluft wurden keine
Veranderungen nachgewiesen. Eine Beeinflussung der Resultate durch einzelne
Komponenten, wie z.B. Uberdruck oder unspezifische Stressfaktoren, wurden durch
einen entsprechenden Studienaufbau ausgeschlossen (Bitterman et al., 1993).

Die Arbeitsgruppe von Ginaldi stellte in einer Untersuchung von gesunden
Probanden, die Uber 30 Sitzungen mit 94- bis 98-prozentigen Sauerstoff Uber Maske
bei 2,5 bar behandelt wurden, ebenfalls einen signifikanten Anstieg von aktivierten
CD8+ Zellen mittels Durchflusszytometrie fest. Sie berichtete Uber eine vermehrte
Expression von CD25 und HLA-DR auf den Suppressorzellen sowie Uber einen
leichten Abfall des Serum IL2-Spiegels (Ginaldi et al., 1991).

Dem gegenuber stehen Veroffentlichungen, die keinen Einfluss der hyperbaren
Sauerstofftherapie auf die Immunparameter nachwiesen. Eine Doppelblindstudie von

Barnes et al. bei 120 an Multipler Sklerose erkrankten Patienten erbrachte
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fluoreszenzmikroskopisch keine signifikanten Veranderungen der T-Lymphozyten
sowie T-Helfer- und zytotoxischen T-Zellen. Die Patienten wurden taglich einer 90-
minttigen HBO mit 100%igen Sauerstoff und 2 bar Uber 20 Sitzungen unterzogen
(Barnes et al., 1987).

Auch die Arbeitsgruppe von Jaeger stellte keinen Einfluss der HBO auf Monozyten
und Lymphozyten fest. Nach zehn taglichen Behandlungen gesunder Probanden mit
reinem Sauerstoff bei 2,5 bar Uber 90 min. kam es zu keinen signifikanten
guantitativen Veranderungen in der Durchflusszytometrie. Ein Einfluss auf die
Lymphozytenfunktion, gemessen anhand der HLA-DR und IL2-Rezeptor Expression,
wurde ebenfalls nicht nachgewiesen. Abweichend von unserem Behandlungsschema
wurde bei den HBO-Sitzungen die Sauerstoffgabe insgesamt vier mal tber jeweils
funf Minuten unterbrochen und Raumluft geatmet (Jaeger et al., 2002). Die
.Luftpausen“ sollen die Gefahren der Sauerstofftoxizitat reduzieren (Welslau and
Almeling, 1996). Gleichzeitig wird ein geringerer Sauerstoffpartialdruck erzielt und
damit eine geringere Wirkung des Therapeutikums Sauerstoff in Kauf genommen.
Das von uns verwendete Therapieschema ohne Luftpausen findet z.B. bei der

Therapie des Gasbrandes Anwendung (Bakker and Kox, 1988).

5.4. Eigene Ergebnisse

Bei dem Therapieprotokoll unserer Probanden mit der Gabe von reinem Sauerstoff
unter hyperbaren Bedingungen ohne Unterbrechungen dber 110 min. zeigten sich
eine Reihe von signifikanten Verdnderungen der zellularen Immunabwehr (Tab. 2).
Nach der zehntagigen Behandlung unserer Probanden stellte sich in der
durchflusszytometrischen Analyse der Blutproben ein erheblicher Abfall der
Gesamtlymphozytenzahl heraus. Die absolute Zellzahl nahm signifikant ab (Abb. 6,
7), ohne dass sich der prozentuale Anteil innerhalb der Leukozyten signifikant
anderte (Abb. 5). Zusatzlich fiel eine signifikante Abnahme der natlrlichen
Killerzellen auf (Abb.8, 9, 10, 11). Die NK-Zellen sind Bestandteil der angeborenen
Immunabwehr und sind in die frihe Erregerkontrolle involviert. Durch ihre Fahigkeit
zur Zytolyse spielen sie eine bedeutende Rolle in der Abwehr virusinfizierter und
transformierter maligner Zellen. Zudem sind sie an der Transplantatabstof3ung
beteiligt (Bancroft, 1993). Die signifikante Abnahme der Gesamtlymphozyten und

insbesondere  der natirlichen  Killerzellen  spricht zunéchst fir einen
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immunsuppressiven Effekt der HBO.

Die absolute Zahl der B- und T-Lymphozyten anderte sich im Rahmen der
hyperbaren Oxygenierung nicht (Abb. 14, 17). Durch den Rickgang der NK-Zellen
bedingt, nahm jedoch der prozentuale Anteil der B- und T-Zellen an den
Gesamtlymphozyten signifikant zu (Abb. 12, 13, 15, 16). Innerhalb der T-
Lymphozyten verschob sich das Verhaltnis von T-Helferzellen zu Suppressor-/
zytotoxischen Zellen deutlich in Richtung T-Helferzellen. Durch einen signifikanten
Abfall der zytotoxischen Zellen (Abb.22, 23) nahm die CD4:CD8 Ratio signifikant zu
(Abb. 18, 19). Anteilig an den Gesamtlymphozyten nahmen die CD8+ Zellen
signifikant ab (Abb.20, 21) und die CD4+ Zellen signifikant zu (Abb. 24, 25).

Die T-Zellen tragen die Hauptverantwortung fur die zellvermittelte Immunabwehr. Die
Anzahl der T-Helferzellen ist ein Mal} flr den Zustand des Immunsystems. Durch die
Erkennung von Peptidantigenen und die Ausschuittung von Zytokinen sind die CD4+
Lymphozyten sowohl an der zellvermittelten als auch an der humoralen
Immunantwort beteiligt (Staines et al., 1999). Die zirkulierende CD4+ Zahl und das
Verhéltnis CD4:CDS8 sind folglich aussagekraftige Parameter fir den momentanen
immunologischen Status. Es ergibt sich eine erhdohte Anfalligkeit fir Infektionen und
bestimmte Neoplasietypen sobald die T-Helferzellen unter 200 x 10° Zellen/Liter im
peripheren Blut fallen oder die CD4:CD8-Ratio unter eins fallt (Brenner et al., 1999).
Die CD8+ Zellen bewirken eine negative Regulierung von Immunreaktionen. lhre
zytotoxische Komponente ist in der Lage, Viren und Bakterien nach Prasentation
durch Makrophagen zu zerstéren und Tumorzellen wirksam anzugreifen. Auch die
AbstolRungsreaktion von Gewebetransplantaten (z. B. Knochenmark) wird von CD8

positiven Zellen bewirkt (Heckner und Freund, 2004).

Die Veranderungen betreffend die B- und T-Lymphozyten inklusive der CD4 positiven
Zellen weisen auf eine stimulierende Wirkung der hyperbaren Sauerstofftherapie auf
das Immunsystem hin. Da die quantitativen Verschiebungen der Immunzellen nicht
unmittelbar mit einer tatséchlich veranderten Abwehrlage gleichzusetzen sind, ist es
erforderlich, sich auch ein Bild Uber den Funktionszustand der T-Lymphozyten zu
machen. Hierfur Gberpriften wir die Expression von den Oberflachenantigenen CD25
(= Interleukin 2-Rezeptor) und HLA-DR (Weaver, 2000). Der IL2-Rezeptor ist in
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erster Linie ein Aktivierungsmarker der T-Helferzellen, wahrend HLA-DR fir eine
Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen spricht. Bei der Auswertung der Ergebnisse
wurde nach der HBO ein signifikanter Anstieg der CD25 tragenden T-Zellen
verzeichnet (Abb. 29, 30), die sich auch als signifikante Zunahme prozentual
innerhalb der Gesamtlymphozyten wiederspiegelte (Abb. 27, 28). Die HLA-DR
tragenden Zellen blieben durch die HBO unbeeinflusst (Abb. 31).

Tabelle 2: Datenubersicht tGiber bisherige Studien und vorliegende Arbeit

B
) <
&y £ 2
) NS & 8
S %) ¢ <
T s [ &
) Q N
0? I J
Barnes et al. MS-Patienten §20d, 90 min.,
(1987) (120) 100% O,, 2 bar PN PN PN
Bitterman et al. Gesunde 1d, 90min.,
(1993) Probanden (20)100% O,, PN PN PN l 1 PN HLA-DR?
2,8bar
Chen et al. (2003) |Genetetisch 14d, 90 min.,
modifizierte 95% O,, 2,5 bar 1 l ! o CD3+/
Mause (32) CD25+1
Gadd et al. (1990) |Mause (21) 8d, 2x 90 min.,
100% O,, 2,4 (1) o | o CD8+/ CD25+1
bar
Ginaldi et al. Gesunde 30d, 100 min., CD8+/
(1991) Probanden (15)]94-98%0,, CD25+1
2,5 bar NG IR I CD8+/
HLA-DR1
HuRmann et al. Rattenmodell, ]}7d, 2x 90min.,
(1996) in vitro (74) 100% O,, PN l
2,5bar
Jaeger et al. (2002) |Gesunde 10d, 90 min.
Probanden (30) fincl. 4x 5min.
0O,.Pause, PN PN PN PN PN PN PN
100% 02, 2,5
bar
Nyland et al. (1989) |MS-Patienten  |20d, 90 min., R .
10 100% O,, 2 bar ezeptor-
o 0 [ R dichte?
Saito et al. (1991) |Gesunde & 5d, 60 min.,
genetisch 100% O,,
modifizierte 1,9bar l !
Mause
Xu et al. Gesunde & 3-7d, 4 h, 100%
1997 genetisch O,, 2,8 bar
( ) modifizierte ! ! 1 1
Mause
Pildner v. Gesunde 10d, 110min., CD3+/
Steinburg Probanden (31)100% O,, 2,5 CD25+1
b [ N O O IR .
(2010) ar CD3+/
HLA-DR~
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Zusammenfassend konnten wir erstmalig zeigen, dass es nach einer zehntagigen
hyperbaren Sauerstofftherapie mit dem von uns verwendeten Behandlungsschema
bei fast allen untersuchten Immunparametern zu signifikanten Verschiebungen im
peripheren Blut kommt. Sowohl die einzelnen Lymphozytenuntergruppen als auch
die Aktivierungsmarker auf den T-Zellen wiesen signifikante Veranderungen auf.
Somit ist bei dem angewandten Behandlungsprotokoll von einer
immunmodulatorischen Wirkung der HBO auszugehen. Eine differenziertere
Interpretation im Sinne einer Stimulation oder Suppression der zellularen
Immunabwehr féallt schwer, da sich bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse
kein einheitlicher Trend erkennen lasst. Die Abnahme von Gesamtlymphozyten und
nattrlichen Killerzellen lassen einerseits auf eine Immunsuppression schliel3en. Der
Anstieg von B- und T-Lymphozyten, CD4:CD8 Ratio und IL2-Rezeptor tragenden T-

Zellen legt andererseits eine anregende Wirkung auf die Immunabwehr nahe.

Dartiber hinaus blieben die Verschiebungen aller Parameter innerhalb der
Normbereiche, so dass zunéchst keine klinischen Auswirkungen im Sinne einer
Beeinflussung des Gesundheitszustandes oder Krankheitsverlaufs bei den
Behandelten zu erwarten sind. Durch Variation der hyperbaren Sauerstoffexposition
hinsichtlich der Dauer, Intensitat und Anzahl der Wiederholungen kénnte es jedoch
zu einer Wirkungszunahme auf die Lymphozytenpopulationen kommen. Es bleibt
auch offen, wie sich der Einfluss der hyperbaren Oxygenierung bei Patienten, die
bereits signifikant immunsupprimiert oder sogar immuninkompetent sind, &uf3ern
wurde. Moglicherweise wirde ein stimuliertes Immunsystem sensibler gegentber

hyperbarem Sauerstoff reagieren und damit der immunologische Effekt eindeutiger.

Auch in Anbetracht der vorliegenden Untersuchung ist die Datenlage zu heterogen,
um die Auswirkungen der hyperbaren Sauerstofftherapie auf das Immunsystem
endgultig zu klaren. Die in dieser Studie gezeigten Ergebnisse weisen auf eine
Beeinflussung der Lymphozytenfunktionen hin ohne eine Einordnung ihrer klinischen
Konsequenzen zuzulassen. Es bedarf weiterer Untersuchungen um ihre Bedeutung

besser interpretieren zu kbnnen und damit méglicherweise auch nutzbar zu machen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die hyperbare Sauerstofftherapie ist die Behandlung eines spontan atmenden oder
beatmeten Patienten mit reinem Sauerstoff innerhalb einer Behandlungskammer, bei
Umgebungsdricken tber dem der Meereshthe. Dabei wird durch Anhebung des
Umgebungsdruckes die im Blut geléste Sauerstoffmenge erhdht und dber den
Kreislauf dem gesamten Organismus zugefiihrt. Hyperbarer Sauerstoff nimmt auf
zellularer Ebene vielfach Einfluss auf den Koérper. Im Rahmen der Wundheilung
fordert er die Angiogenese, Fibrogenese und den Knochenstoffwechsel, er wirkt auf
bestimmte Erreger bakterizid bzw. bakteriostatisch und verbessert die
Phagozytoseleistung von Leukozyten. Die Auswirkungen von hyperbarer
Oxygenierung auf die Lymphozyten, als zentrale Trager der angeborenen und
erworbenen Immunabwehr, sind hingegen noch nicht eindeutig geklart. In Anbetracht
der inkongruenten Datenlage in den bisherigen Untersuchungen stellt sich die Frage,
ob HBO-Patienten im Rahmen der Behandlung méglicherweise ein gesundheitliches
Risiko durch immunalternierende Nebenwirkungen eingehen. Zumal bislang nur
wenige Arbeiten beschrieben sind, in denen praxisnahe Therapieschemata
nachgebildet wurden.

Nach Genehmigung durch die zustandige Ethikkommission untersuchten wir in der
vorliegenden klinischen prospektiven Studie Patienten mit akutem HOrsturz oder
Schalltrauma, die sich einer zehntéagigen hyperbaren Sauerstofftherapie unterzogen.
Der Einfluss der Behandlung auf die zellulare Immunabwehr wurde anhand von
quantitativen und funktionellen Anderungen der humanen Lymphozytenuntergruppen
Uberpraft. Dafir wurde den 31 immunologisch gesunden Probanden vor der ersten
und nach der letzten Tauchfahrt Blut aus einer peripheren Vene abgenommen und
mittels monoklonaler Antikérpern gegen die Oberflachenantigene CD3, CD4, CD8,
CD16, CD19, CD25, CD56 und HLA-DR durchflusszytometrisch analysiert.

Dabei wurde eine Reihe von signifikanten Verdnderungen der Immunparameter
dokumentiert. Es kam einerseits zu einer Abnahme der Gesamtlymphozytenzahl, der
CD8+ Zellen und der naturlichen Killerzellen, absolut und auch prozentual innerhalb
der Lymphozyten. Dies weist auf einen immunsuppressiven Effekt der

durchgefihrten HBO hin. Zum anderen traten Verschiebungen auf, die eine
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anregende Wirkung der hyperbaren Oxygenierung auf die Immunabwehr nahe legen.
Es zeigte sich namlich ein signifikanter Anstieg der B- und T-Lymphozyten anteilig an
den Gesamtlymphozyten. Auch die CD4:CD8 Ratio, bedingt durch einen Anstieg der
T-Helferzellen und einen Abfall der Suppressor-/ zytotoxischen T-Zellen, stieg an. Als
weiteres Aktivierungsmerkmal erhdhte sich die Zahl der IL2-Rezeptor tragenden T-
Zellen signifikant. Lediglich die Expression von HLA-DR auf den T-Zellen zeigte

keine Veranderungen.

Zusammenfassend zeigten bei unseren Probanden nahezu alle untersuchten
Zellpopulationen signifikante Veradnderungen im peripheren Blut. Sowohl die
einzelnen  Lymphozytenuntergruppen als auch der IL2-Rezeptor als
Aktivierungsmarker auf den T-Zellen wiesen eindeutige Veranderungen auf. Somit ist
bei dem angewandten Behandlungsprotokoll von einer immunmodulatorischen
Wirkung der hyperbaren Sauerstofftherapie auszugehen. Dies entspricht auch dem
Uberwiegenden Teil der bisherigen Vergleichsstudien, sowohl mit Menschen als auch
mit Tieren. Eine differenziertere Interpretation im Sinne einer Stimulation oder
Suppression der zellularen Immunabwehr fallt schwer, da sich bei den Ergebnissen,
auch entsprechend der bisherigen Studienlage, kein einheitlicher statistischer Trend

erkennen lasst.
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