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EDITORIAL

Editorial

Sehr geehrte Leserinnen,
sehr geehrte Leser,

Evidence based Medicine, Reviews
und mindige Leser..

Kurz vor Redaktionsschluss erreichte uns ein Artikel
zur Frage der Wirksamkeit der HBO-Therapie beim
Diabetischen FuBsyndrom (s.S. 56), der den Anlass
fur dieses Editorial darstellte. Hintergrund: Durch
meine Mitarbeit in der Arbeitsgruppe ,Hyperbare
Sauerstofftherapie” im Ausschuss Krankenhaus und
im Gemeinsamen Bundesausschuss (2002-2009),
sowie in der S3-Leitlinien-Gruppe der Deutschen
Gesellschaft fur Wundheilung und Wundbehand-
lung (2010-2014) habe ich etwas Einblick in die
Erstellung evidenz-basierter Leitlinien und Health
Technology Assessment (HTA)-Reports gewinnen
kénnen.

Zu den Entstehungsprozessen flur evidenzbasierte
Leitlinien und HTA-Reports ist festzuhalten: bei allem
Bemuhen um objektive Literatursuche, Studienana-
lyse und Bewertung der Primarliteratur, und trotz
konsequenter Anwendung international akzeptierter
Standards und detaillierter Dokumentation all dieser
Punkte ist es letztlich nicht auszuschliefen, dass am
Entstehungsprozess beteiligte Gruppen oder Ein-
zelpersonen tendenziell versuchen, das Ergebnis
ihren ,Wunschzielen’ anzunahern. Jeder HTA-Report
hat im Ubrigen einen (zahlenden) Auftraggeber, der
zumindest schon einmal die genaue Fragestellung
des Reports vorgibt.

Inzwischen sind die Verarbeitungs- und Bewertungs-
Prozesse so komplex geworden, dass es eigene
Fachleute dafur gibt. Eine Durchdringung des Verfah-
rens und Nachvollziehbarkeit von Entscheidungen ist
fur Leser nur schwer moglich. Grundsatzlich sollten
sie immer dann besonders skeptisch sein, wenn es

um viel Geld geht und machtige Interessengruppen
involviert sind. Evtl. kdnnen sie Schieflagen in ein-
zelnen Metaanalysen erkennen, wenn sie Leitlinien
und HTA-Reports von unterschiedlichen Auftragge-
bern zum gleichen Thema vergleichen kdnnen.

So schwierig die Bewertung von HTA-Reports
und evidenzbasierte Leitlinien auch sein mag,
ihre Aussagen sind i.d.R. deutlich belastbarer als
Aussagen in nicht systematischen Reviews u.a.
Veroffentlichungen. Frei nach dem Sir Winston Chur-
chill zugeschriebenen Bonmot ,Traue keiner Statis-
tik, die du nicht selbst gefalscht hast’ kann ich ihnen
eigentlich nur empfehlen, zu jedem Review - auch
zu HTA-Reports & evidenzbasierten Leitlinien - die
zitierten Studien selbst zu lesen, und zwar im Voll-
text (wenn sie nur die Abstracts lesen, entgeht ihnen
vieles!). Sie wirden dann evtl. einen persdnlichen
Eindruck gewinnen, der sich mit der Interpretation
des Review-Autors nicht unbedingt deckt. Dieser
Aufwand ist fir viele Kollegen neben der taglichen
Arbeit oft kaum leistbar. Bleiben Sie aber zumindest
skeptisch und hinterfragen Sie immer die Hinter-
grinde solcher Veroffentlichungen. Geht es wirklich
nur um die reine akademische Lehre? - oder um
anderes?

Wenn zu einem Thema sehr unterschiedliche Dar-
stellungen verschiedener Interessengruppen vorlie-
gen, dann gibt es fur Leser leider keine Alternative
zur eigenen Lekture der zitierten Primarliteratur. Nur
so konnen sie evtl. erkennen, ob ihnen jemand ein
X fur ein U vormachen will.

" L9



INHALTSVERZEICHNIS

06

Titelthema
Statische Apone

02
GTUM-
Symposium 2016

Inert

+ 0,
gases
SH s!

Querusl\n-s rutinoside

P
400W
ms (Gylochasn 0]

.___,-- BEs
FAK
SNO-actin l (k571 |
\ siRNA
18 VASP/Rac 44
DCS und Fm( Luft oder Nitrox

Mikropartikel

56
48 HBO bei Diabe-
Monoplace vs. tischem FuBsyn-
Multiplace drom
Zum Titelbild:

Die Apnoetaucher Gerhard Pribitzer und Martin MUhlbauer haben es sich gemutlich gemacht am "Pokaltisch". Die Sitz-
gruppe befindet sich im Neufeldersee (bei Neufeld an der Leitha, stdlich von Wien) vor dem Action Diving Austria (ADA)-
Seegrundstlick auf ca. 5m Tiefe. Foto: Henriette Kissling, www.divepage.at, mit freundlicher Genehmigung.

4|



INHALTSVERZEICHNIS

Inhalt

02 GTUM-Symposium 2016 A pro/con review comparing the use of
mono- and multiplace hyperbaric cham-
03 EDITORIAL bers for critical care
Evidence based Medicine... Folke Lind
05 Impressum & Hinweise fiir Autoren HBO-Therapie bei DFS
56 HBO beim diabetischen FulS erneut falsch
TAUCHMEDIZIN dargestellt

Christian Oest
Statische Apone

Angehaltene Atmung aus physiologischer AKTUELLES
06 Sicht: Theorie, Experiment und Forschung
Eugenijus Kaniusas, Florian Thurk, Stefan Leserbriefe
Kampusch, Stefan Traxler zu PRO und CONTRA
58 Tauchtauglichkeit bei Kindern & Jugendli-
DCS und Mikropartikel chen mit Diabetes Mellitus
Neutrophile generieren Mikropartikel wahrend Benno Kretzschmar, Karsten Theiss,
18 der Exposition gegentber Inertgas aufgrund Hansjorg Muhlen
von zytoskelettalem oxidativem Stress
Stephen R. Thom 60 VDD mit neuem Vorstand
Luft oder Nitrox 61 Kongress-Ankiindigungen
Tauchen mit Luft oder Nitrox und das Geflhl
44 der Erschopfung. Warum haben manche 63 Kursangebote

Taucher den Eindruck, dass sie nach einem B
Nitrox-Tauchgang nicht so erschopft sind? 65 GTUM-zertifizierte
Dr. Ulrich van Laak Veranstaltungen

HYPERBARMEDIZIN 66 GTUM-Adressen

48 Monoplace vs. Multiplace
PRO und CONTRA

Impressum & Hinweise fur Autoren

caisson | Organ der Gesellschaft fir Tauch- und Uberdruckmedizin e.V. | ISSN 0933-3991

redaktion: br. wihelm Welslau, Seebéckgasse 17/2, A-1160 Wien, Tel.: +43 (0)699 1844 2390, caisson@gmx.net

herausgeber : pr. Karin Hasmiller (Vorstand der GTUM), BG-Unfallklinik Murnau, Prof. Kiintscher-StraBe 8, D-82418 Murnau
Tel.: +49 (0)8841 48 2709, k.hasmiller@gtuem.org

Geschiftsstelle: GTUM e.V,, Dunja Hausmann, BG-Unfallklinik Murnau, Prof. Kiintscher-StraRe 8, D-82418 Murnau

Tel. +49 (0)8841 48 2167, Fax +49 (0)8841 48 2166, gtuem@gtuem.org

Satz, Layout: medien@19, Paderborn, dagmar.venus@gmx.de, Lektorat: taucherarzt.at, Wien, Druck & Versand: Druckerei Marquart GmbH,
Aulendorf, Auflage 1.400.

caisson erscheint viermal jahrlich, etwa zur Mitte der Monate Marz, Juni, Sept. und Dez., Redaktionsschluss: 15. Feb., 15. Mai, 15. Aug. und 15. Nov.

Der Bezugspreis ist im Mitgliedsbeitrag enthalten.
Alle Zuschriften an die Redaktionsadresse. Kiirzungen vorbehalten. Namentlich gekennzeichnete Beitrage stellen die Meinung des Autors dar und sind
nicht als offizielle Stellungnahme der Gesellschaft aufzufassen.

Einsendeschluss ist jeweils der 15. Tag im ersten Monat des Quartals.

Es kdnnen nur solche Arbeiten und Zuschriften verdffentlicht werden, die per E-Mail oder CD bei der Redaktion eingehen.
Datenformat: Microsoft Word, Silbentrennung: keine, Literaturverzeichnis: Nummerieren.

Die Autoren werden gebeten, nach Méglichkeit Artikel aus friheren caisson-Heften zu zitieren.

E-Mail: caisson@gmx.net



TAUCHMEDIZIN. Statische Apone

Angehaltene Atmung aus physiologischer Sicht:

Theorie,

FUR DIE AUTOREN

ao.Univ.Prof. Dr.techn.
Eugenijus Kaniusas

Leiter der Forschungsgruppe
Biomedizinische Sensorik,
Institute of Electrodynamics,
Microwave and Circuit
Engineering

Technische Universitat Wien
Gusshausstr. 27-29 / E354,
A-1040 Wien

kaniusas@tuwien.ac.at

A/

Eugenijus Kaniusas | Florian Thurk |

m Gegensatz zur kontinuierlichen Atmung, stellt

angehaltene Atmung eine abnorme Situation
fur den menschlichen Kérper dar, die nur Uber ei-
nen limitierten Zeitraum aufrechterhalten werden
kann. Im Wesentlichen kann die Atmung entweder
willentlich angehalten werden, wie z.B. im Falle ei-
ner statischen Apnoe unter Wasser in geringer Tie-
fe (Abb. 1), oder auch unwillentlich zum Stocken
kommen, wie z.B. wahrend einer nachtlichen Apnoe
(Schlafapnoe) bei temporar verlegten Atemwegen
[1]. In beiden Fallen werden mehrere physiologische
regulatorische Schutzreaktionen ausgeldst, die an-
fanglich lediglich der Kompensation des fehlenden
Lufttransports dienen - im Sinne eines Sparmodus
des Korpers - aber spater zur baldigen Auflésung des
Atemstopps veranlassen sollen - im Sinne einer aku-
ten Stressreaktion des Korpers [2].

Obwohl der Korper auf die beiden Apnoen zum Teil
ahnlich reagiert, sind die langfristigen Auswirkun-
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Experiment und

Forschung

Stefan Kampusch | Stefan Traxler

gen der statischen Apnoe und der Schlafapnoe
ganzlich unterschiedlich. Wahrend der willentliche
Atemstillstand auch zur kérperlichen und geistigen
Fitness beitragen kann [3], zieht die unwillentliche
nachtliche Apnoe gravierende pathophysiologische
Verschlechterungen des gesundheitlichen Zustands
nach sich, wie z.B. Herz- und Kreislauferkrankungen
oder ausgepragte Tagesmudigkeit [4].

Der Fokus des vorliegenden Beitrags liegt in den
grundsatzlichen physiologischen Zusammenhangen
wahrend einer statischen Apnoe. Dabei stellen Hypo-
xie und Hypercapnie die wesentlichsten Herausfor-
derungen fur den Kdrper dar. Dies im Gegensatz zur
hier nicht weiter behandelten dynamischen Apnoe
tief unter Wasser, bei der die pathophysiologische
Problematik des stark erhéhten Umgebungsdrucks
und der erhéhten Partialdrucke der gelésten Gase
im Korper bei hohen Tiefen unter Wasser wesentlich
zum Tragen kommt. Es ist vorweg anzumerken, dass
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Abbildung 1
Apnoe unter Wasser mit Sitz- und Essgelegenheit.
Foto: Henriette Kissling, www.divepage.at

die regulatorischen Mechanismen im Kérper recht
komplexen mechanischen und neuronalen Zusam-
menhangen unterliegen [5].

Im vorliegenden Beitrag wollen wir zwischen zwei
verschiedenen Fallen unterscheiden, die eine wil-
lentliche statische Apnoe einleiten kdnnen:

e der Atem kann entweder absichtlich und muhe-
los ohne einen ausgepragten tiefen Atemzug vor
der Apnoe angehalten werden oder

* der Apnoe kdnnen vorbereitende Atemibungen,
Hyperventilation und/oder ein Uberdurchschnitt-
lich tiefer Atemzug unmittelbar vor der Apnoe
vorangehen.

Apnoe
ohne vorangehenden tiefen Atemzug

Wahrend der Apnoe erfahrt der Thorax innere Druck-
schwankungen, die naturgemaR inspiratorischer Na-
tur sind; d.h. der innere intrathorakale Druck wird
tendenziell kleiner als der umgebende atmosphari-
sche Druck. Somit steigt der Druckgradient zwischen
den intrathorakalen vendsen Gefaen und periphe-
ren vendsen Gefallen, die ja praktisch dem atmo-
spharischen Druck ausgesetzt sind. In der Folge fillt
das vendse Blut verstarkt die intrathorakalen Gefa-
Re. Die rechte Seite des Herzens (rechter Ventrikel)

wird somit starker gefillt und das rechtsventrikulare
Schlagvolumen steigt. Da das Herz insgesamt ein
nahezu konstantes Volumen aufweist, missen die
linke Seite und das linksventrikuldre Schlagvolumen
kleiner werden.

Die Herzrate sinkt tendenziell ein wenig ab, um ei-
nerseits den O, Verbrauch des Korpers wahrend
der Apnoe zu reduzieren (siehe Taucherreflex) und
anderseits die diastolische Flllzeit des Herzens zu
erh6hent. In der Folge wird der Blutfluss (Blutmen-
ge pro Zeiteinheit) kleiner, da sich der Blutfluss als
Produkt vom linksventrikuldren Schlagvolumen und
der Herzrate ergibt. Die Hauptverbraucher des arte-
riellen O, wahrend einer Apnoe sind das Gehirn und
die Herzmuskulatur, d.h., der Taucherreflex reduziert
vor allem den O, Verbrauch im Herzen.

Wahrenddessen setzt die periphere Vasokonstriktion
durch die aktive Einschniirung der peripheren arteri-
ellen Gefake ein, um den Gesamtbedarf von O, und
somit den resultierenden O, Verbrauch weiter zu re-
duzieren. Diese Verengung der GefaBe soll auch als
Schutzreaktion des Organismus gesehen werden,
wodurch vorwiegend nur die lebenswichtigen Organe
(z.B. Herz und Gehirn) mit Sauerstoff versorgt werden
und die Durchblutung der weniger wichtigen Organe
(z.B. Muskel und peripherer Korperteile) reduziert
ausfallt?, sprich, das periphere Blutvolumen sinkt.
Die Einschniirung ist auf die Kontraktion der glatten
Muskeln der peripheren Gefale zurlckzufiihren.

Die Vasokonstriktion zentralisiert das Blut und er-
hoht den zentral venésen Druck, da ca. 80% des
Gesamtblutes im vendsen System verweilt. Folglich
wird auch der Pulmonalarteriendruck massiv erhoht
[5]. Der arterielle Blutdruck, z.B. seine systolischen
und diastolischen Werte3, steigen wahrend der
Apnoe ebenfalls stetig an, wobei dieser Anstieg vor-
wiegend auf die besagte Vasokonstriktion wahrend
der Apnoe zuriickzufiihren ist. Die erhohten Drlicke
erh6hen ihrerseits natirlich auch den aktuellen Blut-

1 Die reduzierte Herzrate bedeutet eine verlangerte Intervalldauer zwischen
den einzelnen Herzschlagen und somit mehr Zeit fur die Fillung der Ventrikel.

2 Die Reduktion der Herzrate im Zusammenhang mit der peripheren Vaso-
konstriktion wahrend des Atemstillstandes wird als Taucherreflex bezeichnet.
Ubrigens fallt der Taucherreflex verstarkt aus, wenn das Gesicht in Kontakt mit
kaltem Wasser steht, wobei Temperaturrezeptoren in den oberen Atemwegen
aktiviert werden.

3 Der systolische Wert ist der hochste Blutdruckwert wahrend einer Herzperi-
ode, wahrend der diastolische Wert der kleinste ist. Der systolische Wert steigt
wesentlich mit dem linksventrikuldren Schlagvolumen, wahrend der diastoli-
sche Wert stark mit der einsetzenden Vasokonstriktion ansteigt.

| 7
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fluss. Aufgrund der Uberdurchschnittlichen Herz-
ausdehnung durch das zentralisierte Blut wie auch
den Kaltereiz im Gesichtsbereich, kann es sogar zu
Arrhythmien im Herzen kommen. Der ansteigende
Blutdruck aktiviert auch den Baroreflex, welcher
dann die Herzrate weiter absinken lasst, um dem
Blutdruckanstieg entgegenzuwirken [4].

Aufgrund des anhaltenden Metabolismus, sinkt die
Sauerstoffsattigung des Blutes* wahrend der CO,
Gehalt im Blut steigt. Die Luftzufuhr und daher die
0O, Zufuhr wie auch die CO, Abgabe sind ja unterbro-
chen. Bei zu geringen O, Werten, insbesondere bei
zu hohen CO, Werten, wechselt der Kérper vom Spar-
in den Stressmodus, wobei die kumulierten O, und
CO, Anderungen von der vergangenen Apnoezeit
sowie die kumulierten psychischen und physischen
Anstrengungen wesentlich mitbestimmend sind.

Der Blutdruck steigt weiterhin an, da die periphe-
re Vasokonstriktion zunehmend starker wird. In der
Atemnot, beginnt die Herzrate stressbedingt zu stei-
gen, der davon abhangige Blutfluss ebenfalls. Der
sich ergebende tatsachliche Verlauf der Herzrate
Uber die Apnoedauer ist eigentlich eine Kombination
aus ihrem anfanglichen Abfall im Sinne des Taucher-
reflexes und ihrem abschlieBenden Anstieg durch
den ansteigenden Stress.

Gegen Ende der Apnoe setzen unwillkiirliche Kon-
traktionen des Zwerchfells ein, vorwiegend dem
CO, Mangel folgend, die das Widereinsetzen der At-
mung forcieren. Ubernimmt nun der Atemdrang die
Oberhand, beginnen sich - bereits nach dem ersten
Atemzug der auf die Apnoe folgt - die physiologi-
schen Parameter zu normalisieren.

Atemrate und -volumen nach der Apnoe fallen al-
lerdings hoher aus (Hyperventilation), da der be-
stehende Mangel an O, rasch ausgeglichen wer-
den muss. Auch die periphere Durchblutung fallt
nach der Apnoe auch verstarkt aus, da der aktuell
bestehende O, Mangel bzw. der CO, Uberschuss in
der Peripherie durch einsetzende verstarkte Durch-
blutung kompensiert bzw. abgebaut werden muss.
Die hiermit einsetzende periphere Vasodilatation
bedingt auch einen Abfall im arteriellen Blutdruck.
Die Herzrate ist dabei meist starken Schwankungen
aufgrund der starken respiratorischen Brustkorbex-
kursionen - welche ja mechanisch den vendsen und
folglich auch den arteriellen Blutdruck modulieren -
in der Kombination mit dem Baroreflex unterworfen.

8|

Apnoe
mit vorangehendem tiefem Atemzug

Im Wesentlichen verlauft alles nach dem vorher dis-
kutierten Schema. Zu unterscheiden ist allerdings
die anfangliche Phase der Apnoe, da diese von einer
Hyperventilationsphase und/oder der Uberdurch-
schnittlichen anfanglichen Dehnung des Brutkorbes
durch einen tiefen Atemzug wesentlich beeinflusst
wird. Die Hyperventilation reduziert bekannterma-
Ben CO, im Blut noch vor der Apnoe, wahrend der
gleichzeitige Anstieg in O, vernachlassigbar klein
ausfallt (das Blut ist im Normalfall bereits fast voll-
standig mit O, gesattigt). Der vorwiegend durch den
CO, Gehalt geregelte Atemdrang wird somit durch
die Hyperventilation reduziert bzw. wahrend der
Apnoe hinausgezdgert.

Wenn Uberdurchschnittlich viel Luft geholt wurde
(tiefer Atemzug) und die Luft nun durch ein absicht-
liches Verschlielen der Atemwege angehalten wird,
so steigt durch das nachfolgende Entspannen der
Atemmuskulatur und dem Eigengewicht des Tho-
raxes der intrathorakale Druck an. Dominierend ist
dabei, dass die groBen vendsen Gefalle im Thorax
komprimiert werden, da sie einerseits sehr nach-
giebig sind und andererseits unter einem relativ
geringen vendsen Blutdruck stehen. Infolge dessen
wird der vendse Blutzufluss zum Herzen, d.h. das
rechtsventrikuldre Schlagvolumen, gedrosselt. Der
Blutzufluss muss bekanntermafRen dem Blutabfluss
im zeitlichen Mittel gleich sein, ansonsten wdirde
das Herz oder der Herzlungenkreislauf das Blut kon-
tinuierlich speichern und immer groRer werden, was
es bekanntlich nicht tut. Somit wird das linksvent-
rikuldre Schlagvolumen des Herzens bei steigen-
dem Druck im Thorax - im zeitlichen Mittel - auch
zunehmend kleiner. Wenn dieses Schlagvolumen
sinkt, muss auch der systolische Blutdruck sinken.
Der sinkende Blutdruck alarmiert den Kérperkreis-
lauf und seine unmittelbare Reaktion besteht in der
Anhebung der Herzrate durch den Baroreflex, um
einen moglichst konstanten Blutfluss angesichts des
reduzierten Schlagvolumens zu gewahrleistens.

4 Die Sauerstoffsattigung stellt den prozentuellen Anteil von mit Sauerstoff
behaftetem Hemoglobin in den roten Blutkdrperchen dar.

5 Das verminderte linksventrikuldre Schlagvolumen wird somit 6fter in den
Kérperkreislauf geschickt, so dass die beférderte Blutmenge pro Zeiteinheit
annahernd konstant bleibt.
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Ahnliche Reaktionen - wie beim vorangehenden
ausgepragten Atemzug - sind auch bei dem soge-
nannten Lung packing zu beobachten, wobei bis zu
20% mehr an der Vitalkapazitat der Lunge durch ein
kraftvolles und mehrfach wiederholtes Hineinschlu-
cken der Luft in die Lunge dazugewonnen werden
kann [5]. Eine aufgebldhte Lunge bedeutet mehr
Raum fir das eingeatmete O, und das abzuatmen-
de CO, , allerdings mit den Nachteilen und Gefahren
eines stark erhdhten intrathorakalen Druckes und
folglich eines stark reduzierten Schlagvolumens.

Es muss hier angemerkt werden, dass sich zu Be-
ginn der Apnoe nach einer Uberdurchschnittlichen
Lungenfillung der bereits besprochene Abfall der
Herzrate (im Sinne des Taucherreflexes) und der hier
diskutierte Anstieg der Herzrate (im Sinne des er-
hohten intrathorakalen Druckes) Uberlagern.

Minuten nach dem Ende der Apnoe, sobald sich der
physiologische Zustand wieder normalisiert hat.

Der Fall der absichtlich und muhelos angehaltenen
Atmung bei einem gesunden Probanden fur etwa 60
Sekunden - ohne Hyperventilation und ohne einen
tiefen Atemzug - ist in Abb. 3 dargestellt. Die Ex-
kursionen des Brustkorbes (Abb. 3b), gemessen mit
einem Gurtsensor®, sind erwartungsgemaf vor und
nach der Apnoe erkennbar. Wahrend des Atemstill-
standes ist ein deutlicher Anstieg von systolischen
und diastolischen Blutdruckwerten’ zu sehen (Abb.
3a). Nach der Apnoe normalisieren sich die Werte,
wobei etwa 40 Sekunden nach der Apnoe geringfu-
gig reduzierte Werte vorliegen. Das konnte auf die
diskutierte Uberdurchschnittliche Erweiterung der
peripheren Gefae unmittelbar nach der Apnoe zu-
rickgeflhrt werden.

Abbildung 2
Erfassung physiologischer Parameter im Labor an der Technischen Universitat Wien.

a) Die statische Apnoe wird simuliert. b) Synchrone Registrierung verschiedener physiologischer Parameter.
Foto: Eugen Kaniusas

Experimentelle Darstellungen

Das diskutierte physiologische Verhalten der wil-
lentlichen Apnoe lasst sich auch bildhaft darstel-
len, indem man mehrere physiologische Parameter
synchron erfasst (Abb. 2). Dabei werden mehrere
biomedizinische Sensoren am Kérper angebracht
und deren Messwerte synchron aufgezeichnet. Die
Messung beginnt bei normaler Atmung, umfasst den
willentlichen apnoischen Abschnitt und endet einige

6 Der Gurtsensor besteht aus einem dehnbaren Gurt an dem ein Drucksen-
sor angebracht ist. Bei Ausdehnung des Brustkorbes spannt sich der Gurt,
wobei gleichzeitig eine Kraft auf den Sensor ausgelibt wird. Das daraus re-
sultierende dynamische Signal entspricht der respiratorischen Ausdehnung
des Brustkorbes.

7 Der Blutdruck wurde mittels sogenannter ,Volume-Clamp* Methode erfasst
[4]. Bei diesem Verfahren wird eine am Finger angebrachte Manschette ver-
wendet, die so weit aufgeblasen wird, dass die Ausdehnung der arteriellen
GefaBe im Finger Uber die kardiale Periode hinweg konstant gehalten wird.
Der hierbei errechnete Druck in der Manschette entspricht dem aktuellen ar-
teriellen Blutdruck in den arteriellen Gefalken des Fingers.
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Abbildung 3

Angehaltene Atmung bei einem gesunden mannlichen Probanden ohne vorangehenden tiefen Atemzug, dargestellt
durch synchronisierten (a) systolischen und diastolischen Blutdruck, (b) Sauerstoffsattigung im Finger und respiratori-
sche Expansion des Brustkorbes mit der Atemrate f_ , (c) optische Plethysmographie am Finger und Ohrlappchen, und
(d) die Zeitintervalle zwischen zwei benachbarten Schlagen (umgekehrt proportional zur Herzrate).

Das Ausmals der peripheren Durchblutung (und der
dazugehdrigen Gefalerweiterung) ist anhand der
optischen Plethysmogramme® in Abb. 3c zu sehen.
Das pulsierende periphere Blutvolumen im Finger
sinkt etwas in der ersten Halfte des Atemstillstands,
wahrend es nach der Apnoe deutlich ansteigt. Es ist
zu beobachten, dass der letztere Anstieg am Blut-

volumen mit den temporar reduzierten systolischen
und diastolischen Blutdruckwerten zusammenfallt.
Im Gegensatz zu dem peripheren Blutvolumen im
Finger, andert sich jenes im Ohrlappchen kaum, da
das Ohrlappchen deutlich zentraler im arteriellen
Gefallsystem liegt als der Finger.

8 Die optische Plethysmographie arbeitet hier mit einer am Finger angebrachten Infrarotlichtquelle und einem gegeniiberliegenden Detektor, der die transmit-
tierte Lichtintensitat misst [1]. Da das Blut das Infrarotlicht deutlich starker absorbiert als das umliegende Gewebe, wird die Transmission des Lichtes schwa-
cher, sobald sich die GefaRabschnitte zwischen der Lichtquelle und dem Detektor (mit jedem Pulsschlag) ausgedehnt und sich mit dem Blut gefillt haben. Die
pulsatile Anderung in der registrierten Lichtabsorption reflektiert folglich die gewiinschte pulsatile GefdRausdehnung.
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Die Sauerstoffsattigung® gemessen am Finger in
Abb. 3b erfahrt einen temporaren Abfall ganze 20
Sekunden nach dem Anfang der Apnoe. Ahnlich ver-
zogert verhalt es sich mit der Normalisierung der
Sauerstoffsattigung, welche erst ca. 30 Sekunden
nach dem Ende der Apnoe abgeschlossen ist. Diese
Verzdgerungen sind auf eine relativ lange Distanz
zwischen dem Messort, dem Finger, und den zent-
ralen arteriellen Gefallen in der Lungennahe, auf die
limitierte FlieBgeschwindigkeit des arteriellen Blutes
wie auch auf die periphere Vasokonstriktion, welche
ja den Blutaustauch in der Extremitadt wesentlich
verlangsamt, zurickzufUhren. Auch die methodi-
sche Mittelung der errechneten Sauerstoffsattigung
im Pulsoximeter tragt zu dieser Verzdgerung bei.

Im vorliegenden Messergebnis von Abb. 3d, steigt
die Herzrate!® tendenziell wahrend der Apnoe an
und weist zudem markante Schwankungen gegen
Ende der Apnoe auf. Diese Schwankungen wurden
wahrscheinlich durch starke intrathorakale Druckan-
derungen verursacht. Nach dem Ende der Apnoe
normalisiert sich die Herzrate wieder. Die respirato-
rische Arrhythmie ist deutlich im Verlauf der Herz-
rate zu beobachten, wie anschlieBend in Bezug auf
Abb. 5 erortert wird.

Abb. 4 veranschaulicht den Blutdruckverlauf vor und
wahrend der simulierten Apnoe. Neben dem bereits
diskutierten Anstieg von systolischen und diasto-
lischen Werten, ist eine respiratorische Modulation
der systolischen Werte vor der Apnoe zu beobach-
ten (Abb. 4a). Wahrend der Einatmung sinkt der in-
trathorakale Druck und somit das linksventrikulare
Schlagvolumen. Dieses reduzierte Schlagvolumen
vermindert folglich auch den systolischen Blutdruck.
Somit ergibt sich eine Oszillation der systolischen
Werte Uber jede respiratorische Phase hinweg.

In Abb. 5 sieht man den Verlauf der Herzrate vor,
wahrend und nach der Apnoe. Deutliche Oszillatio-
nen der Herzrate vor und nach der Apnoe sind of-
fensichtlich, wie auch in Abb. 3d dargestellt. Die
Herzrate steigt mit der Einatmung bzw. sinkt mit der
Ausatmung um jeweils das verminderte bzw. ver-
groerte linksventrikulare Schlagvolumen zu kom-
pensieren. Der eigentliche Zweck der dargestellten
Herzratenvariabilitat ist somit ein ausgeglichener
Blutfluss. Zudem vergroRert sich die Austauschfla-
che fir O, und CO, in der Lunge mit der fortschrei-
tenden Einatmung, so dass es funktionell sinnvoll
erscheint, die Herzrate wahrend der Einatmung zu
steigern, um so den momentanen Austausch von

a)

Vor dem Atemstillstand

Blutdruck (mmHg) U fr

140 [

100}

60

b)

Am Ende des Atemstillstandes
Blutdruck (mmHg) 1/ fc

e L Err CEEE T T '

Abbildung 4

Blutdruck gemessen an einem gesunden mannlichen Probanden. (a) Die periodische Blutdruckanderung mit der Herz-
rate f_ erfahrt durch die periodische Atmung und die daraus resultierende Druckanderung im Thorax eine geringe
Amplitudenmodulation mit der Atemrate f.. (b) Gegen Ende der willentlichen Apnoe ist eine deutliche Steigerung des
Blutdruckes erkennbar.

9 Die Sauerstoffsatigung wurde mittels Pulsoximetrie am Finger gemessen. Hierbei wird - wie bei der Plethysmographie® - das Infrarotlicht kombiniert mit dem
Rotlicht verwendet, um die sich ergebenden unterschiedlichen Intensitaten im transmittierten Licht beim Durchgang des pulsierenden arteriellen Blutes zu
ermitteln. Der Sauerstoffgehalt l1asst sich naherungsweise als Verhaltnis der beiden resultierenden Lichtintensitaten errechnen.

10 Die Herzrate wurde aus dem Elektrokardiogramm durch die Detektion der einzelnen Herzschlage gemessen. Die resultierende zeitliche Differenz zwischen
den benachbarten Herzschlagen ist umgekehrt proportional zur Herzrate. Das Elektrokardiogramm gibt - mit mehreren Flachenelektroden am Thorax gemessen
- die elektrische Aktivitat des Herzens wieder, welche die aufeinan derfolgenden Kontraktionen der beiden Herzmuskeln einleiten.
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0, und CO, zu begunstigen. Wahrend des Atemstill-
stands (Abb. 5), fehlt die respiratorische Auswirkung
auf das Schlagvolumen und daher auch die respira-
torisch bedingte Herzratenvariabilitat.

Eine langere Apnoe von etwa 4 Minuten - gehalten
durch eine professionelle Taucherin - ist in Abb. 6
anhand von verschiedenen physiologischen Para-
metern dargestellt. Im Gegensatz zur relativ kurzen
willentlichen Apnoe in Abb. 3, wurde der apnoische
Abschnitt hier durch einen tiefen Atemzug ohne vor-
angehende Hyperventilation eingeleitet. Am Anfang
der Apnoe sinkt der Blutdruck vorubergehend, be-
gleitet von einem gleichzeigen Anstieg in der Herz-
rate; siehe die Markierung | in Abb. 6a und 6e. Deutli-
che Exkursionen des Brustkorbes sind in der zweiten
Halfte der Apnoe als Atemreize zu erkennen, welche
durch aufeinanderfolgende Zwerchfellkontraktionen

und somit den oszillierenden intrathorakalen Druck
verursacht werden; siehe die Markierung Il in Abb.
6b. Sinngemal’ folgen der Blutdruck und die Herzra-
te diesen abrupten Anderungen des intrathorakalen
Drucks.

Ferner ist auch die Muskelaktivitat'! in Abb. 6 abge-
bildet, deren Pegel vor allem in der zweiten Halfte
der Apnoe atemreizbedingt ansteigt und somit den
ansteigende Stress im Korper reflektiert; siehe die
Markierung Il in Abb. 6c. Das periphere Blutvolu-
men, verglichen zur Ruhephase vor der Apnoe, fallt
in der apnoischen Zeit deutlich reduziert aus. Dem-
gegenuber ist ein Uberdurchschnittlicher Anstieg
der peripheren Durchblutung nach dem Ende der
Apnoe zu verzeichnen (vergleiche Abb. 3c), bedingt
durch den vorangegangenen O, Mangel und CO,
Uberschuss im Gewebe.

a)

O Ematmung

O Apnoe
® Ausatmung

Atmung (rel. Einheit)

b ;
) Herzintervall (ms)
I ! ; ; ! ; ; ! ' 7
1000 ;
800
50 B0 70 100 10 120 1 .
Zeit(s)
Abbildung 5

Herzratenvariabilitat einer gesunden weiblichen Probandin bei normaler Atmung und einem temporaren Atemstillstand.
(a) Die Expansion des Brustkorbes mit der Atemrate f, und (b) die synchron aufgenommenen Zeitintervalle zwischen
benachbarten Herzschlagen (umgekehrt proportional zur Herzrate).

11 Die Muskelaktivitat wurde mittels Elektromyographie mit Flachenelektroden im Kinnbereich erfasst. Dieses Verfahren funktioniert ahnlich wie die Elektro-
kardiographie!?, mit dem Unterschied dass die elektrische Aktivitat der Skelettmuskeln und somit ihre Anspannung registriert wird.
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Abbildung 6
Multiparametrische Apnoeaufnahme einer professionellen Taucherin, inklusive eines tiefen Atemzuges vor der Apnoe.
a) Temporarer Abfall des Blutdruckes (markiert als |) gefolgt durch einen deutlichen Anstieg und periodische Druck-
schwankungen. b) Respiratorische Expansion des Brustkorbes. Gegen Ende der Apnoe, kurz vor Wiedereinsetzen der
Atmung, kommt es zu heftigen respiratorischen Kontraktionen (ll). c) Die stressbedingt erh6hte Muskelanspannung (lll)
gegen Ende der Apnoe, korrespondierend mit der Abnahme der Sauerstoffsattigung im Finger. d) Optische Plethysmo-
graphie am Finger. Die GefaRe ziehen sich wahrend der Apnoe zusammen und werden anschlieBend stark erweitert bzw.
durchblutet. e) Zeitintervalle zwischen benachbarten Schlagen (umgekehrt proportional zur Herzrate).
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Abbildung 7
Normierte 45 Sekunden Apnoe und deren Auswirkung auf (a) den relativen mittleren arteriellen Blutdruck, (b)
die relative Herzrate und (c) die relative Sauerstoffsattigung in Anlehnung an [8]. Verschiedene Vorbereitungs-
phasen vor der Apnoe werden dabei unterschieden, wie normale Atmung, tiefe Einatmung und eine einfache
Atemubung vor tiefer Einatmung.
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Forschungsthemen

Die Forschungsgruppe Biomedizinische Sensorik an
der Technischen Universitdat Wien (Leiter Ao.Univ.
Prof. Eugenijus Kaniusas) verfugt unter anderem
Uber eine jahrzehntelange Erfahrung im Bereich der
Schlafapnoe [6] und Uber fortschrittliche Analysever-
fahren hybrider Biosignale [7]. Somit war es nahelie-
gend den Forschungsfokus der Gruppe von der un-
willentlichen zur willentlichen Apnoe auszudehnen,
in dessen Folge es zu einer Reihe von interessanten
Kooperationen in der dsterreichischen Taucherszene
und zu etlichen peer-begutachteten wissenschaftli-
chen Publikationen kam. Nachstehend soll ein sehr
kurzer Uberblick tiber die publizierten Arbeiten aus
dem Bereich der statischen Apnoe gegeben werden.

Eine initiale Publikation [2] der Gruppe veranschau-
licht die korperliche Reaktion auf die willentliche
Apnoe, die einerseits mit dem Ende der normalen
Inspiration und andererseits mit dem Ende der nor-
malen Exspiration eingeleitet wurde. Unterschiede
in der Blutdruck- und Herzratednderung wahrend
der Apnoe, der Auspragung der peripheren Vasokon-
striktion, und in der resultierenden Apnoedauer wur-
den aufgezeigt.

Die Effekte der unterschiedlichen Vorbereitungspha-
sen bevor der Atem tatsachlich angehalten wurde
waren der Gegenstand einer weiteren Forschungsar-
beit bei professionellen Apnoetauchern und Nichttau-
chern [8]. Drei verschiedene Vorbereitungsphasen -
normale Einatmung (Al), tiefe Einatmung (A2) und
eine einfache Atemubung vor tiefer Einatmung (A3)
- wurden in Bezug auf eine nachfolgende normierte
Apnoe von 45 Sekunden untersucht. Ein Auszug der
Ergebnisse ist in Abb. 7 dargestellt.

Bei Tauchern scheint der Blutdruck starker zu stei-
gen als bei Nichttauchern (Abb. 7a), was auf eine
starkere Vasokonstriktion und somit auf einen star-
keren Taucherreflex hinweisen konnte. Die groften
Anstiege im Blutdruck sind bei Al zu beobachten.
Das beobachtete Absinken von Blutdruckwerten
zu Beginn der Apnoe - nur bei A2 und A3 laut Abb.
7a - sind auf den diskutierten Anstieg des intratho-
rakalen Druckes beim letzten tiefen Atemzug
zurUckzufihren. Der letztere Abfall dominiert bei
Tauchern, was wahrscheinlich durch deren héhere
vitale Lungenkapazitat erklart werden kann.

Die Herzrate senkt sich regulatorisch am starksten
bei A1, was die Schwere der betreffenden Apnoe de-
monstriert (Abb. 7b). Die grolite Anderung der Herz-
rate ist bei Tauchern und Al zu beobachten ist, was
auch auf die starke Auspragung des Taucherreflexes
hindeutet. Im Gegensatz zu Nichttauchern, steigt
die Herzrate bei Tauchern wahrend der Apnoe und
sinkt dann anschlieBend, allerdings nur bei A2 und
A3 (Abb. 7b), was auf den kompensatorischen Effekt
der Herzrate in Bezug auf den reduzierten Blutdruck
zwecks Aufrechterhaltung eines mdglichst kons-
tanten Blutflusses hinweisen kdnnte. Abb. 7¢ zeigt
eine starke Belastung des Kérpers durch Al, da die
entsprechende Entsattigung wahrend dieser kurzen
Apnoe am deutlichsten ausfallt.

Der kdrperschonende und regulatorische Taucherre-
flex bei Nichttauchern scheint dabei umso starker
ausgepragt zu sein, je ungunstiger die Vorberei-
tungsphase bzw. je groler die Kdrperbelastung wah-
rend der Apnoe war; d.h. die starkste Auspragung
bei Al, die geringste bei A3. Bei professionellen
Tauchern tendiert der Taucherreflex starker als bei
Nichttauchern zu sein. Uberraschenderweise sind
aber die Unterschiede zwischen Tauchern und Nicht-
tauchern weniger markant bei Al. Auch subjektiv
wurden die A1 Apnoen von den beiden Gruppen als
belastend empfunden; vergleiche die jeweiligen an-
nahrend gleichen Entsattigungen in Abb. 7c.

Daher suggeriert diese kleine Studie einen spannen-
den Schluss: vorbereitungsfreie Apnoen (Al) fihren
bei untersuchten Athleten, im Vergleich zu Nicht-
tauchern, zur annahernd gleichen physiologischen
Belastung. Anders ausgedrickt, extreme Leistun-
gen erfordern unbedingt eine entsprechende Vorbe-
reitung unmittelbar vor der Apnoe. Dieses interes-
sante Teilergebnis muss allerdings noch statistisch
validiert werden.

Eine Folgestudie [9] untersuchte den Einfluss von
den drei obigen Vorbereitungsphasen (d.h. von der
Schwere der Apnoe) auf den O, Verbrauch und die
CO, Produktion im Korper wahrend einer normier-
ten 45 Sekunden Apnoe und einer Apnoe mit Ma-
ximaldauer. Interessanterweise verringerte sich
der O, Verbrauch pro Apnoedauer wie auch die CO,
Produktion pro Apnoedauer (gemessen in ein- und
ausgeatmeter Luft) mit steigender Apnoedauer und
mit der gunstiger werdenden Vorbereitungsphase.
Diverse Gasparameter in ein- und ausgeatmeter
Luft wie auch kardiovaskulare Parameter wurden als
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Funktion der Apnoedauer bei einem kontrolliertem
Atemvolumen in [10] aufgezeigt. Dabei wurde die
Reproduzierbarkeit der obigen Parameter an ver-
schiedenen Tagen und bei verschiedenen Apnoedau-
ern untersucht.

Schlusswort

Die dargestellten Zusammenhange sind exempla-
risch gewahlt worden, sie kdnnen von Fall zu Fall va-
riileren, da jeder Mensch individuell auf einen provo-
zierten willentlichen Atemstillstand reagiert. Dabei
spielen physische wie auch geistige Vorbereitung
- langfristig wie auch kurzfristig vor der Leistungs-
erbringung - und Erfahrung im Atemanhalten eine
ausschlaggebende Rolle. Nichtsdestotrotz sind die
diskutierten physiologischen Zusammenhange maf-
geblich und bestimmend, wahrend ihre individuelle
Auspragung und Dominanz unterschiedlich sind.
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Schlusselworter

Sauerstoffradikale, S-Nitrosylierung, reaktive Stick-
stoffspezies, O,-Singulett, Dekompression, NADPH-
Oxidase, fokale Adhasionskinase, Actinfilamente

Hintergrund
Mikropartikel werden in vivo unter Druckexposition
gebildet, wobei der Mechanismus unklar ist

Ergebnis

Hoher Inertgasdruck verursacht die Bildung von Sau-
erstoffradikalen, die wiederum eine S-Nitrosylierung
von Proteinen sowie die Aktivierung der Nitritoxid-
Synthase-2 und der NAPDH-Oxidase verursachen.
Dies fuhrt zur Bildung von Mikropartikeln.

Schlultfolgerung
Inertgas-induzierter oxidativer Stress fuhrt zur Bil-
dung von Mikropartikeln.

Bedeutung
Dieser Mechanismus kénnte zur Entstehung der De-
kompressionserkrankung beitragen.

Ziel dieser Untersuchung war der Entstehungsme-
chanismus von Mikropartikeln (MPs), der durch die
Exposition gegentber hohen Inertgasdricken ge-
triggert wird. Humane Neutrophile generieren MPs
ab einem Wert von ca. 186 kPa und einer Expositi-
onsdauer von 30 Minuten oder mehr. Murine Zellen
verhalten sich gleich, aber ihre MP-Bildung verlauft
langsamer und halt fir ca. 4 Stunden an, egal ob die
Zellen unter Druck bleiben oder nicht. Neutrophile
unter erhdhten Gasdrlcken - aber nicht hydrostati-
schem Druck - produzieren MPs in folgender Potenz-
reihe: Argon ~ Stickstoff > Helium. Die Aktivierung
der Typ-2 Nitritoxidase ((NOS-2) und der NAPDH-Oxi-
dase (NOX) verlauft nach dem gleichen Schema. Die
Produktion von Mikropartikeln entsteht nicht, wenn
die Neutrophilen einem NOX-Inhibitor (Nox2ds) oder
einem NOS-2-Inhibitor (1400W) ausgesetzt sind
oder wenn es Mausezellen ohne NOS-2 sind. Reakti-
ve Spezies verursachen die S-Nitrosylierung von zy-
tosolischem Aktin, hierdurch wird die Aktinpolymeri-
sation verstarkt. Studien mit Proteinquervernetzung
und Immunoprezipitation zeigen, dal§ eine vermehr-
te Aktinpolymerisation aufgrund von Vorgangen ent-
steht, die vasodilatator-stimulierte Phosphoproteine,
fokale Adhasionskinase, H*/K*-ATPase (Flippase),
den multidrug-resistance Protein-ABC-Transporter
der hamatopoetischen Zellen (Floppase) sowie die

Protein-Disulfid-lsomerase in Nahe der kurzen Aktin-
filamente mit einschlieBen.

Chemische Inhibition oder Reduktion der intrazellu-
laren Konzentration dieser Proteine mittels inhibito-
rischer RNA verhindert die NOS-2-Aktivierung, die
Bildung von reaktiven Spezies, die Aktinpolymeri-
sation und die MP-Produktion. Dies wurde ebenfalls
durch die Exposition von Zellen mit UV-Licht verhin-
dert, die die S-nitrosylierten Reaktionen an Cystein
umkehrt. Gleiches kann mittels Ko-Inkubation mit
dem Antioxidant Ebselen oder mit Cytochalasin D er-
reicht werden. Der autokatalytische Zyklus der Pro-
teinaktivierung wird nach Inertgasexposition durch
Sauerstoffradikale initiiert.

Einleitung

Diese Untersuchung soll das Verstandnis der Patho-
physiologie der Dekompressionserkrankung (DCS)
verbessern. DCS ist ein systemischer pathophysio-
logischer Prozess der entsteht, wenn Gewebe mit
Stickstoff oder anderem Gas supersaturiert wird,
die in Atemgasmischungen verwendet werden - z.B.
beim Tiefseetauchen, Fligen in grofen Héhen und
bei Raumspaziergangen. Zirkulierende Mikropartikel
(MPs) sind von einer Membran umschlossene Zell-
fragmente mit Durchmessern von 0,1 bis 1 um. Sie
sind in Menschen und Tieren nach simulierten oder
echten Tauchgangen erhéht (1-5). In einem murinen
Modell initiierten MPs nach Dekompression einen
systemischen inflammatorischen ProzeR, der der Ak-
tivierung von Neutrophilen gleicht (6-9). Gleiche Ver-
letzungen wie in dekomprimierten Tieren kann durch
die Injektion von Dekompressions-assoziierten MPs
in native Mause hervorgerufen werden. Die Resul-
tate dieser Studien sowie mehrere Untersuchungen
mit menschlichen Tauchern flihrten zu der Hypothe-
se daB die Produktion von MPs durch Druckexpositi-
on hervorgerufen wird und nicht nur eine Folge der
Dekompression darstellt.

Es gibt drei Griinde, warum MP gebildet werden: oxi-
dativer Stress, Apoptose und Zellaktivierung / Ca?*-
Influx (10-12). Weitgehend akzeptiert ist die Annah-
me, das MPs entstehen, wenn die normalerweise
asymmetrische Verteilung von Lipiden in der inne-
ren und duBeren Schicht der Plasmamembran verlo-
ren geht (13). Die Verteilung dieser Lipide wird durch
zwei Enzymklassen reguliert: die Aminophospholi-
pid-Translokasen ,Flippasen“ (lipid-selektive P-Typ
ATPasen die die Einwartsbewegung der Aminophos-
pholipide katalysieren) sowie die ,Floppasen”, eine
Subgruppe von ATP-abhangigen ABC-Lipidtranspor-
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tern zur Katalysierung der Auswartsbewegung der
Lipide. Zudem gibt es noch unspezifische bidirektio-
nale ,Scramblasen”, calciumabhangige und ATP-un-
abhangige Enzyme zur Steuerung der beidseitigen
Bewegungen in Abhangigkeit der Konzentrationsgra-
dienten. Eine Proteolyse des Aktinzytoskeletts ent-
steht in Zusammenhang mit Veranderungen dieser
Transportenzyme (13). Die prazise Rolle der zytoske-
lettalen Modifikationen ist bisher nur schlecht ver-
standen, aber eine Instabilitédt des Zytoskeletts stellt
eine Triggerung der MP-Bildung (14) dar.

Aufgrund der zentralen Rolle der Neutrophilen in
der Pathopysiologie der Dekompression untersuch-
ten wir die MP-Produktion in isolierten neutrophilen
Zellen, die erhdhten Partialdriicken verschiedener
Gase ausgesetzt waren. Die Ergebnisse suggerie-
ren, dal8 die Zellen auf oxidativen Stress reagierten.
Inertgase verstarken die Produktion von reaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS) (15-18). Dies geschieht
aufgrund einer transienten Veranderung der Elektro-
nendichte von den auBeren Molekularorbita zu den
n-Orbitalen des O, (15,16). Inertgase konnen oxida-
tiven Stress in einzelligen Organismen hervorrufen
und verstarken unter bestimmten Umstanden die
O,-Toxizitat in Tieren (19-23).

Menschliche und murine Neutrophile zeigen ahnliche
Antworten auf hohe Gasdriicke, aber murine Zellen
zeigen eine persistierende MP-Produktion sogar nach
der Dekompression. Dies bot eine Gelegenheit fur
eine detailliertere Analyse der zugrundeliegenden
Mechanismen, da post-Expositions-Untersuchungen
durchgefihrt werden konnten und da effiziente Me-
thoden zur Reduktion von intrazellularen Proteinen
in murinen Zellen mit Hilfe von inhibitorischen RNAs
existieren (24-26).

Aktuelle Studien an Mausen haben den besonderen
Stellenwert der induzierbaren / inflammatorischen
oder Typ-2-NOS (NOS-2 oder iNOS) in dekompressi-
ons-induzierter Neutrophilen-Aktivierung gezeigt (3,
4, 6-9). Die Erhohung der MP-Rate ist niedriger und
es kommen weniger Falle von DCS in Mausen vor,
wenn diese einen spezifischen iINOS-Inhibitor injiziert
bekamen (1400W, N-3-(aminomethyl)-benzyl-Azet-
amine) oder es Knock-out Mause ohne iNOS waren
(7). Es gibt starke Hinweise fir die Aktivierung von
NOS-Isoformen durch Inertgase. Helium mit einem
Druck von 71kPa verursacht eine kardiale Prakondi-
tionierung in Kaninchen aufgrund einer Aktivierung
der endothelialen NOS (NOS-3) und Exposition bei
700kPa aktiviert die iNOS in Mausen (27,28).
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Ein verstarkter Umsatz von Aktin hat eine Aktivie-
rung von iNOS in Neutrophilen zur Folge (26). Dies
ist eine Antwort auf oxidativen Stress, wenn die Zel-
len einem hohen Sauerstoffpartialdruck ausgesetzt
wurden. Die erhdhte Produktion von Radialen verur-
sacht die S-Nitrosylierung von zytosolischem Aktin
(SNO-Aktin) (29). Das vasodilator-stimulated Phos-
phoprotein (VASP) hat eine héhere Affinitat zu SNO-
Aktin und verstarkt dann seinerseits die Aktinpoly-
merisierung (24). VASP scheint zudem die Bausteine
Racl, Rac2, PKA und PKG (AMP- und GMP-abhangige
Proteinkinasen) zusammen mit kurzen Aktinfilamen-
ten zusammen zu bringen. Der erhéhte Aktinumsatz
verstarkt zudem wiederum die Vernetzung von FAK
(fokal adhesion kinase), und eine FAK-unterstitzte
Aktin-Dimerbildung erhoht die iINOS-Aktivitat (25).

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Untersu-
chung der MP-Bildung in Neutrophilen unter hohen
Partialdricken von Stickstoff oder Edelgasen. Zu
betonen ist hierbei die Tatsache, daB der Sauerstoff-
partialdruck nicht héher war wie in normaler Raum-
lauft. Die Bildung von MPs in humanen und murinen
Neutrophilen entsteht, wenn diese Zellen erhéhten
Inertgasdricken ausgesetzt sind. Hier kommt es zu
einer Enzymaktivierung, die mit der Entstehung von
reaktiven Spezies und Aktinveranderungen verge-
sellschaftet ist.

Material und Methoden

Material

Chemikalien wurden wenn nicht anderes angege-
ben von Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) gekauft. Die
Druckgase kamen von Air Products and Chemicals,
Inc. (Allentown, PA). Ein NAPDH-Oxidase-Inhibitor,
Nox2ds, inhibiert selektiv die Interaktion zwischen
Nox2 und p47°"ind hat die Sequenz NH,-CSTRVRR-
QL-CONH,,. Dieses Protein sowie eine Scrmb-Nox2ds
(Kontrollpeptid mit der Sequenz NH,-CLRVTRQSR-
CONH,) wurden beide von der American Peptid
Company (Sunnydale, CA) erworben (30). Ein
Rac-Inhibitor (N-3-(aminomethyl)-benzyl-acetamine
(NSC 237669); ein FAK-Inhibitor (PF573228; 3,4-Di-
hydro-6-[[4-[[[3-(methylosulfonyl)phenyl]methyl]
amino-5-(trifluoromethyl)-2-pyrimidinyllamino]-
2(1H)-quinolinone); ein MRP-1-Inhibitor (MK571;
.Floppase-Inhibitor”;3-[[[3-[(1E)-2-(7-Chloro-
2-quinolinyl)-ethenyl)-1phenyl]-[[3-dimethylamino)-
3-oxopropyl]-thio]-methyl]-thio]-Propansaure);
ein  Hf/K*-ATPase-Inhibitor (“Flippase-Inhibitor”);
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SCH28080(2-Methyl-8-(phenylmethoxy)-inidazol-
[1,2-a]-pyridin-3-acetonitril) und ein Proteindisulfid-
Isomerase-Inhibitor (Quercetin-3-rutinosid) wurden
bei Tocris Bioscience (Ellisville, MO) gekauft. N-[6-
(biotinamido)-hexyl]-3"-(2-pyridyldithio)-propiona-
mide) und Streptavidinagarose wurden von Thermo/
Fisher Scientific erstanden. Ultrafree-MC-Filter, PVDF
Immobilon-FL und ZipTipC,,P10 wurden bei Millicorp
gekauft. Antikdrper gegen Aktin fir Western Blot-
und Immunoprecipitation-Untersuchungen waren
ebenfalls von Thermo/Fisher. Die iINOS-Dimer-Assays
bei Santa Cruz Biotechnology, CA. Biotin-Antikérper
bei Sigma. Anti-VASP, anti-FAK und Anti-PDI sowie
Annexin-V-conjugated APC und Annexinbindungs-
puffer-Losung kamen von BD Pharmingen (San Jose,
CA.). Small inhibitory RNA-Sequenzen (siRNA) wur-
den bei Santa Cruz Biotechnology erstanden. Dies
beinhaltete auch eine Kontrollsequenz-RNA ohne
Auswirkung auf jede bekannte zelluldare RNA (UU-
CUCCGAACGUGUCACCGU). FAK-siRNA beinhaltet
drei Strange. Strang A (GCAUCCUGAAUUCUUUGA),
Strang B (CCAGUACUCAAACAGUGAA) und Strang
C (CGACCAGGGAUUAUGAGAU). VASP-siRNA besitzt
ebenfalls drei Strange. Strang A (GGGGUGUCAAA-
GUACAAUCA), Strang B (CCACUCCCAUCUUCCAU-
CA) und Strang C (GAGUGAACCUGUGAGAAGA).
MRP-1-siRNA ist ein Pool aus drei verschiedenen
RNA-Doppelhelices. Strang A (GGAAGCACAUCUUU-
GAGAAtt und UUCUCAAAGAUGUGCUUCCtt), Strang
B (CUGAAGGAGUAUUCUGAAAtt und UUUCAGA-
AUACUCCUUCAGtt), Strang C ( GCAUGAACUUG-
GACCCUUUtt und AAAGGGUCCAAGUUCAUGtt). PDI-
siRNA besteht ebenfalls aus drei RNA-Doppelhelices.
Strang A (GAACGGUCAUUGAUUACAAtt und UUGUA-
AUCAAUGACCGUULtt), Strang B (GGAAGACGAC-
GAUCAGAAAtt und UUUCUGAUCGUCGUCUUCCtt)
und Strang C (GCUACCACUUCGCAUUUCAtt und
UGAAAUGCGAAGUGGUAGCtt). Die H*/K*-ATPase B
besitzt auch drei Doppelhelices. Strang A (CUGUA-
CUACGCAGGUUUCUtt und AGAAACCUGCGUACAGtt),
Strang B (GACAGCAUCAACUGUACAUtt und AUGUA-
CAGUUGAUGCUGUCtt) sowie Strang C (CACUAAGG-
AAGGCCUAUCUtt und AGAUAGGCCUUCCUUAGUGtt).

Tiere

Mause (Mus musculus) wurden bei Jackson Labo-
tatories Inc, (Bar Harbor, ME) gekauft, mit einer
Standard-Nagetiernahrung gefuttert und erhielten
Wasser ad libitum. Sie wurden in der Tierforschungs-
station der Universitat untergebracht. Eine Gruppe
von iNOS-knockout-Mausen wurde durch Brutpaare
gezuchtet, die ebenfalls von den Jackson Laborato-
ries gekauft worden waren. Nach Anasthesie (intra-

peritoneale Applikation von 100mg/kg Ketamin und
10mg/kg Xylazin) wurde die Haut durch Betadin-
Tupfer desinfiziert und aortales Blut wurde mittels
heparinisierter Spritzen gewonnen.

Gewinnung von Neutrophilen und Exposition

gegenuber verschiedener Substanzen
Heparinisiertes Blut (4ml) wurde von gesunden
menschlichen Probanden gewonnen und unter Bei-
mengung von zwei Schichten Histopaque (1077 und
1119 von Sigma) bei 400g fur 30min zentrifugiert.
Die gewonnene Schicht wurde mit PBS gewaschen.
Murine Neutrophile wurde wie vorbeschrieben (29)
isoliert.

Die Vorgehensweise der Gasexposition war fur hu-
mane und murine Zellen dieselbe. Eine Losung aus
9x10° Neutrophilen/ml PBS, 1mM CaCl, 1,5mM
MgCl, und 5,5mM Glukose wurde bei Raumtempera-
tur entweder normobarer Raumluft (~100 kPa) oder
Luft + Helium, N, oder Argon bei einem Gesamt-
druck von 690kPa wie vorbeschrieben ausgesetzt
(29). Wo explizit aufgefihrt wurden murine Zelll6-
sungen fur 20 Stunden bei Raumtemperatur mit
0,08nM SiRNA versetzt und erst danach den Gasmi-
schungen ausgesetzt. Dies geschah nach Angaben
des Herstellers und beinhaltete Kontroll-siRNA so-
wie die siRNA spezifisch fur Mause-VASP, -FAK, -PDI,
-Flippase oder -Floppase. Der Grad an Proteinreduk-
tion nach dieser Behandlung wurde mittels Western
Blot ermittelt. Die Ergebnisse wurden als Aktin/
Protein-Fraktion in siRNA-inkubierten Zellldsungen
versus Proteinkonzentrationen in Zelllysaten mit
Kontroll-siRNA beschrieben. Die VASP-Band-Inten-
sitdt nach si-RNA-Inkubation war 12,1+ 2,5% (SE,
n=6) der Kontrollgruppe, die FAK-Band-Intensitat
6,5£1,4% (SE, n=6), PDI-Band-Intensitat 10,0+£2,8%
(SE, n=6), Flippase-Band-Intensitat 14,1+1,1% (SE,
n=6) und die Intensitat des Floppase-Bandes betrug
11,9+1,6% (SE, n=6) nach Hemmung mittels der
spezifischen siRNA und gegenuber der Kontrollgrup-
pe. Die Inhibitoren waren in folgenden Konzentrati-
onen verabreicht worden: 200uM MK571 (Floppase),
200uM SCH28080 (Flippase), 20uM PT573228 (FAK),
50uM NSC23766 (Rac), 30uM Quercetin-3-rutinosid
(PDI), 10uM Nox2ds (NOX) und 10uM der Nox2ds-
Negativ-Kontrollldsung. In einer anderen Versuchs-
reihe wurden die Zellsuspensionen nach der Gasex-
position und vor weiteren Untersuchungsschritten
fur 5 Minuten gegentber UV-Licht exponiert (via
einer 200W Quecksilberdampflampe).
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Aktinpolymerisation in permeablen Zellen
Neutrophil-Suspensionen wurden durch 0,2% N-
octyl-b-glucopyranosid (OG) membranpermeabel
gemacht und danach den oben genannten Gas-
mischungen ausgesetzt. Die Aktinpolymerisation
wurde wie in (31) beschrieben analysiert. Die Sus-
pensionen wurden fur 10s mit einem Zehntel OG-
Buffer inkubiert (60mM PIPES, 25mM Hepes [pH 6,9],
10mM EGTA, 2mM MgCl,, 4% OG, 10uM Phallazidin,
42nM Leupeptin, 10mM Benzamidin und 0,123mM
Aprotonin). Danach wurden 3 Teile Puffer B beigefligt
(ImM Tris [pH 7,0], ImM EGTA, 2mM MgCl,, 10mM
KCI, 5 mM B-Mercaptoethanol und 5mM ATP). Die
Aktinpolymerisation wurde fir 5 Minuten mittels
Fluoreszenzspektrometer (355nm Erregung, 405nm
Emission) beobachtet, nachdem 1uM Pyrene-bela-
denes Aktin (aus Kaninchen-Skelettmuskulatur) der
Neutrophilensuspension beigemengt wurde.

NOS-Aktivitat in permeablen Neutrophilen
Isolierte Neutrophile wurden mit 0,2% OG durchlas-
sig gemacht und die NOS-Aktivitat wurde wie in (24)
ermittelt. In Kiirze beschrieben wurden die Zellen
(9x103/ml PBS + 5,5mM Glukose) mit 40uM N-hyd-
roxy-L-Arginin versetzt, um die Arginase zu inhibie-
ren. Nach 10 Minuten wurden 20mM [H3]-L-Arginin
zugefugt. Der Halfte der Proben wurde dann 0,1uM
1400W zugemischt und in Zeitintervallen bis zu 2
Stunden 0,7M Trichlorsaure zum Stop der Reaktion
zugesetzt. Die Proben wurden mit Ethylether gewa-
schen, durch Dowex 50WX8 gefiltert und die [3H]-
L-Citrullin-Konzentration in der Lésung gemessen.
Dieselbe Menge an [3H]-L-Citrullin konnte generiert
werden wenn die Menge an [3*H]-L-Arginin um das
finffache erhoht wurde. Kein Citrullin war intrazellu-
lar nachweisbar wenn die Neutrophilen nicht durch
OG durchlassig gemacht worden waren.

NOS2-Dimer/-Monomer-Differenzen

Der Unterschied zwischen NOS2-Dimeren und -
Monomeren wurden wie vorbeschrieben untersucht
(26, 32, 33). Neutrophile wurden durch die Suspen-
sion in Puffer ([100mM NaCl, 40mM Tris (pH 7,3), 4
mM Tetrahydrobiopterin, 3mM DTT, 2mM L-Arginin,
0,1% Triton X-100, 10% Glycerol] lysiert und danach
einem dreimaligen Einfrieren-Auftauen-Zyklus un-
terzogen. Hiernach wurden sie bei 37°C fir 30 Mi-
nuten inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation
mit 12 000g fir 30 Minuten bei 4°C. Die erhaltenen
Proben wurden dann auf 5% SDS-PAGE-Gel ver-
bracht und per Western-blotting auf iNOS und Aktin
analysiert (29).
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NAPDH-Oxidase-Aktivitat

Der O,-Verbrauch wurde in LGsungen untersucht,
die 3,6x10° Neutrophile in 400ul PBS + 1mM CacCl,,
1,5mM MgCl, und 5,5mM Glukose enthielten. Der
Halfte der Proben wurde 10uM Nox2ds beigefligt.
Der Sauerstoffgehalt wurde mit einer Model-5300
Sauerstoffelektrode (Yellow Springs Instruments Co.,
Yellow Springs, OH) gemessen.

Generierung von freien Radikalen
Neutrophilen-Suspension wurden mit 10uM 2,7-Dihy-
drodichlorofluorescein-diacetat (DCF-DA) gemischt
und die Fluoreszenz ermittelt (492nm Erregung,
530nm Emission). Dies geschah nach der Inkubation
mit Raumluft oder Luft + 690kPa He, N, oder Ar wie
vorbeschrieben (7).

Detektion von Sauerstoff-Singuletts
0,-Singuletts wurden mit Hilfe des ,Luminescent
probe singlet oxygen sensor green” (SOSG, Invitro-
gen Inc., Carlsbad, CA) ermittelt. Die Methode ist
vergleichbar der von Gollmer et al. beschriebenen
(34). Eine Lésung aus 1mM SOSG wurde in Methanol
aufgeldst. Hiervon wurden 2ul zu 200ul der Neu-
trophilenlésung beigemengt und das Gemisch bei
Raumtemperatur in Dunkelheit fir 30 Minuten inku-
biert. Danach wurde die Gasexposition vorgenom-
men. Nach Dekompression wurden die Proben in
definierten Zeitintervallen untersucht (480nm Erre-
gung, 535nm Emission). Wenn angegeben, wurden
1mM Askorbinsaure oder 2mM Azid 5 Minuten vor
Kompression der Losung beigeflgt.

Zytoskelett-Protein-Quervernetzung aufgrund

von Triton-Loslichkeit

Neutrophile wurden in einer Losung aus 0,5 mM
Dithiobis (Succinimidyl-Proprionat, DTSP) geldst,
um Proteine mit Sulfhydrylverbindungen in einer
Distanz von ~12 A° zu vernetzen (beschrieben in
29, 35). Zelllysate wurden danach in tritonlésliches
G-Aktin, kurzes F-Aktin und tritonunldsliches Prote-
in separiert, einer Elektrophorese (Gradient 4-15%
SDS-PAGE) unterzogen und per Western-Blot unter-
sucht (beschrieben in 29).

Immunoprezipitation von Proteinkomplexen
F-Aktin-Suspensionen mit 250ug Protein wurden
gereinigt und mit 5pg Anti-Aktin-Antikérper auf ei-
nem Rittler bei 4°C Uber Nacht belassen. Danach
wurde 30ul 20% Protein-G-Sepharose (mit 2% BSA
versetzt) hinzugeflgt und fir 1,5 Stunden bei 4°C
inkubiert. Die Proben wurden wie in (29) beschrie-
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ben weiterverarbeitet und einer Elektrophorese mit
anschlieBendem Western-blotting analysiert.

Zellextrakt-Vorbereitung und Biotin-Switch
Isolierte Neutrophile wurden nach der Exposition
gegenuber Luft oder komprimierten Inertgasen in
HEN-Puffer (250mM Hepes (pH 7,7), 1mM EDTA und
0,1mM Neocuproin) aufgelést, lysiert und einer Bio-
tin-Switch-Untersuchung unterzogen, wie sie in (29)
beschrieben wurde.

MPs-Zahlung via Flusszytometrie

Alle benutzten Materialen waren steril und alle Lo-
sungen gefiltert (0,1um Durchlassigkeit). Eine Fluss-
zytometrie wurde mit Hilfe eines 4-Farben-Lasers
(FACSCalibur von Becton Dickinson, San Jose, CA)
sowie eines 8-Farben-Dreifach-Lasers (MACSQuant,
Miltenyi Biotec Corp., Auburn, CA) und der jeweiligen
Herstellersoftware durchgefihrt. Nach definierten
Zeitintervallen wurde die Zellen nach der Gasexpo-
sition mit 100ul/ml Caltag Reagenz A Fixiermedi-
um (Invitrogen Inc., Carlbad, CA) fixiert und mit 15
000g far 30min zentrifugiert um die Neutrophilen zu
gewinnen. EDTA wurde dem Uberstand hinzugefiigt,
bis eine Konzentration von 0,125M erreicht wurde.
50ul dieser Losung wurde dann mit 3ul Annexin-
V-FITC in 100ul Annexin-Bindungspuffer (1:10 mit
Aqua dest.) vermischt. Die Proben wurden danach
fir 30min in Dunkelheit inkubiert. Beide verwendete
Protokolle der Zytometrie erforderten zunachst die
Etablierung von Negativ-Kontrollen durch eine Fluo-
reszenz-minus-1-Analyse. Die Streuung nach vorne
und seitwarts wurde logarrhythmisch geeicht. Mik-
roperlen mit verschiedenen Durchmessern (0,3um
von Sigma Inc.; 1,0um und 3,0um von Spherotech
Inc. Lake Forest, IL) wurden zur Eichung der Gerate
vor jedem Untersuchungsgang benutzt. Annexin-
V-positive Partikel mit einem Durchmesser bis zu
1,0um wurden als Mikropartikel definiert und die ab-
solute Anzahl/ml wurde aufgrund der Anzahl der Par-
tikel und des genauen Volumens der untersuchten
Probe berechnet.

Statistische Analyse

Ergebnisse sind als Mittelwert = Standardabwei-
chung angegeben. Zum Datenvergleich wurde die
Varianzanalyse (ANOVA) unter Verwendung von
Sigmastat (Jandel Scientific, San Jose, CA) und Ne-
wman-Keuls-post-hoc-Test angewandt. Die statisti-
sche Signifikanz wurde bei p<0,05 definiert.

Ergebnisse

Bildung von Mikropartikeln durch humane

Neutrophile

Isolierte humane Neutrophile von gesunden Freiwil-
ligen generieren unter Exposition gegenlber einem
erhohten N2-Partialdruck Mikropartikel. Abbildung 1
zeigt die Dosisabhangigkeit dargestellt als Anzahl
der MP / Neutrophile; diese steigt ab einem Grenz-
wert von ~186 kPa an. Wie dargestellt generieren die
humanen Kontroll-Neutrophilen unter Raumluft nur
0,001+0,001 MPs / Neutrophile in einem Zeitraum
von 4 Stunden nach der Dekompression (n=6). Die
MP-Anzahl in Suspensionen, die Luft + 186, 345 oder
690kPa N, ausgesetzt waren, waren nach 30minuti-
ger Gasexposition und anschlieBender Dekompressi-
on signifikant erhéht im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Zudem war die MP-Anzahl in diesen Proben fur un-
gefahr 4 Stunden post dekompressionem gleichblei-
bend. Wenn die Zellen flr 4 Stunden unter Druck
gehalten wurden, war die Anzahl der MP statistisch
nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zur Ex-
position flr 30 Minuten (Daten nicht gezeigt). Daher
ziehen wir die Schlul3folgerung, daf Mikropartikel in-
nerhalb der ersten 30 Minuten generiert werden und
die Bildung nach der Dekompression aufhort.

Die Anzahl der lebenden Neutrophilen betrug direkt
nach der Blutentnahme 90,2+0,5% (n=12). Diese
Fraktion nahm nach =30 Minuten Inkubation un-
ter Raumluft leicht ab (85,0+1,1%, n=9). Dies war
jedoch statistisch nicht signifikant im Vergleich zu
den Zellen, die eine Exposition gegeniber erhdhten
Gasdricken erfuhren. Zum Beispiel lag die Anzahl
der lebenden Neutrophilen nach 30 Minuten Inku-
bation unter Luft+690 kPa N, bei 84,2+0,9% (ns;
n=7). Zudem wurde keinerlei Zelluntergang durch
Fragmentation aufgrund der Kompression oder der
Dekompression beobachtet. Alle Zellsuspensio-
nen beinhalteten zu Beginne der Untersuchungen
1,8x10° Neutrophile in 200ul Lésung. Nach Exposi-
tion in Raumluft lag die Zellzahl bei durchschnittlich
1,77+0,02 x 10° und nach 30minUtiger Exposition in
Luft + 690kPa N, bei 1,75%0,03 x 10° (ns).

Aufgrund des bisher entwickelten murinen DCS-Mo-
dells stellte sich die Frage, ob die Aktivitaten von
iNOS und NAPDH-Oxidase fur die MP-Bildung not-
wendig sind (7, 9). Wahrend in der Kontrollgruppe bei
30minutiger Exposition unter Luft + 690kPa N, die
Anzahl der MP/Neutrophil 3,34+0,17 betrug (n=7),
lag der Wert nach Beimischung von 1mM 1400W nur
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MP-Bildung durch humane Neutrophile, die fiir
jeweils 30 Minuten gegeniiber Luft (zusatzlich
OkPa N,) oder Luft + 186, 345 oder 690kPa N,
exponiert waren. Die Daten zeigen eine MPs/Neu-
trophile-Rate in Suspensionen mit 1,8x10° Zellen, die
gegendiber Luft oder verschiedenen N,-Gasdricken fur
jeweils 30 Minuten ausgesetzt waren und entweder
direkt danach (offene Kreise) oder nach 4 Stunden in
normobarer Raumluft (gefullte Kreise) untersucht wur-
den. Die Proben, die nur Raumluft ausgesetzt waren,
wurden direkt nach der Zubereitung fixiert, alle ande-
ren nach 4 Stunden. Die Daten werden als Durchschnitt
+ Standardabweichung und n= 4-9 fur jede Variable
angezeigt. Alle Reihen mit erhéhten N,-Dricken sind
signifikant unterschiedlich von der Kontrollgruppe. Es
gibt keine signifikanten Unterschiede auf den jeweili-
gen Druckniveaus zwischen den Werten direkt oder
vier Stunden nach der Exposition.

bei 0,37£0,27 (n=3, ns gegenlber Kontrollgruppe;
p< 0,05 gegenuber Luft+N,). Bei derselben Gasex-
position und unter Beimischung von 10uM Scrmb-
Nox2ds als Kontrollpeptid lag die Produktion von MP
pro neutrophiler Zelle bei 3,31+0,21 (n=4; p< 0,05
gegenulber Kontrollgruppe; ns gegentber N,-Expo-
sition). Wurde der Suspension hingegen 10uM No-
x2ds als NOX-Inhibitor beigefligt, so lag die Produk-
tion der MP bei 0,19+0,19 pro Neutrophil (n=3; ns
vs. Kontrolle; p< 0,05 vs. N,-Exposition). Unter der
Beimischung von 1mM Ebselen als Antioxidant und
unter derselben Gasexposition lag die Produktion
bei 0,23+0,23 MP/Neutrophil (n=3; ns vs. Kontrolle;
p<0,05 vs. N,-Exposition).
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Bildung von Mikropartikeln durch murine Zellen
Wahrend der 30minUtigen Exposition gegenuber ho-
hen Gasdriicken zeigten sich keinerlei Effekt auf die
Produktion von Mikropartikeln durch murine neutro-
phile Zellen. Nach derselben Kompressionsphase mit
anschlieBender Dekompression zeigte sich jedoch in
den darauf folgenden vier Stunden eine lineare Zu-
nahme der MP in den Zellsuspensionen. Die Daten
aufgrund der Exposition unter Raumluft sowie Luft +
90kPa N, sind in Abbildung 2 dargestellt.

Zudem wurde die MP-Produktion nach einer verlan-
gerten Gasexposition von 4 Stunden untersucht.
Tabelle 1 zeigt die MP/Neutrophil-Anzahl sowie den
Prozentsatz von lebenden Zellen nach Exposition
von 30 Minuten und von 4 Stunden Dauer. Der Un-
terschied in der Rate der MP-Bildung war statistisch
nicht signifikant, wenn die Zellen entweder nach
30minltiger Exposition flr 4h unter normobarer
Raumluft belassen wurden oder sie flr 4 Stunden
kontinuierlich unter Druck gehalten wurden. Zudem
zeigen die Daten keine signifikanten Unterschiede
in Bezug auf den Prozentsatz von lebenden Zellen in
Bezug auf die Kontrollgruppe.

Die Ergebnisse der Exposition gegeniber He, N, oder
Ar bei 690kPa sind in Tabelle 1 dargestellt. Zudem
wurde die Exposition unter 690kPa hydrostatischem
Druck untersucht (ohne Gasphase). Diese Kontroll-
untersuchung zeigte keinerlei unterschiedliche MP-
Produktion gegeniber der Raumluft-Kontrollgruppe.
Unter Heliumexposition kam es zu einer Zunahme
der MP-Bildung, jedoch nicht in der gleichen GroRen-
ordnung wie unter Argon oder Stickstoff.

Es gab keine Zellverluste aufgrund der verschiede-
nen Expositionsformen. So war z.B. die Neutrophilen-
Zellzahl nach 4 Stunden in Raumluft bei 97,3+5,1%
im Vergleich zum Ausgangswert (n=8) und in den
Proben nach Exposition gegentber 690kPa N, lag
die Zellzahl bei 96,2+1,4% (n=4, ns). Daher schlie-
Ben wir, dal genau wie bei den humanen Zellen die
Produktion von Mikropartikel nicht aufgrund von
Apoptose oder einer physikalischen Stérung wie
Blasenformation oder Zelllyse aufgrund von Dekom-
pression geschieht.

Es konnte eine Dosisabhangigkeit der MP-Bildung
gezeigt werden, wenn die murinen Zellen auf-
steigenden N -Partialdriicken ausgesetzt wurden
(Tabelle 2; erste Reihe). Die MP-Produktion wurde -
vergleichbar der Antwort der humanen Neutrophi-
len - durch die Inkubation mit Ebselen, 1400W oder
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MP-Bildung durch murine Neutrophile nach 30mi-
nutiger Exposition gegenuber Luft oder Luft +
690kPa N,. Die Daten zeigen die MP/Neutrophile-Rate
in Suspensionen nach den angegeben Untersuchungs-
zeiten. Alle post-N, Werte auRer denen zum Zeitpunkt 0
sind signifikant unterschiedlich (p< 0,05) im Vergleich
zu den luftexponierten Kontrollproben (offene Kreise).
Die Daten sind als Durchschnitt + Standardabweichung
dargestellt (n=4-12).

Nox2ds gehemmt, wahrend Scrmb-Nox2ds keinen
hemmenden Effekt zeigte (siehe die ersten zwei Rei-
hen der Tabelle 3).

Durch die weiter stattfindende MP-Bildung nach der
Dekompression in den murinen Zellen konnten wei-
tere Studien stattfinden, um die zugrundeliegenden
Mechanismen weiter zu untersuchen. Die MP-Bildung
konnte durch eine 5minltige Exposition unter UV-
Licht gehemmt werden (im Anschlul8 an eine 30mi-
nltige Exposition gegenlber 690kPa N,; s. Tabelle 3).

Wie bereits in der Einleitung ausgefihrt wird die Re-
aktion der Neutrophilen durch oxidativen Stress mo-
difiziert; dies geschieht zum Teil durch zytoskelettale
Veranderungen. Wenn die Zellen bei der Exposition
gegeniber Stickstoff mit Cytochalasin D oder mit
Inhibitoren hinsichtlich Rac und FAK inkubiert wur-
den oder wenn die Zellen durch die jeweilige siRNA
hinsichtlich VASP oder FAK depletiert wurden, dann
wurde die MP-Bildung unter Stickstoffexposition ge-
hemmt (Tabelle 3).

Ebenfalls wurde in der Einleitung beschrieben, wie
die Mikropartikel-Bildung zum Teil durch Enzyme mo-
difiziert wird, die die Zellmembranlipide alterieren.
Die N,-assoziierte MP-Entstehung wurde durch die
Beimengung von chemischen Inhibitoren gegenlber
der H*/K*-ATPase oder der MRP-1 sowie der Hem-
mung dieser Enzyme durch siRNA verhindert. Eben-
so durch die chemische Hemmung oder die Beimen-
gung von siRNA gegenuber der PDI. Unter
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Abbildung 3

Aktivitat der iNOS wahrend murine Neutrophile
gegeniiber Luft (Kontrollgruppe) oder Luft + 345
oder 690kPa N, exponiert wurden. Die Daten zeigen
die [3H]-Citrullin-Produktion als Durchschnitt = Stan-
dardabweichung an (n=3 bei 15,30 und 120min, n=5
bei 60min). [*H]-Arginin wurde den Suspensionen mit
1,8x10°> Neutrophilen beigeflgt und diese dann entwe-
der unter Druck gesetzt oder in Raumluft belassen. Zu
den angegebenen Zeiten wurden die Zellen dekompri-
miert, TCA zugeflgt und die Messungen durchgefluhrt.
Zu jedem Zeitpunkt waren die Ergebnisse unter N, sig-
nifikant unterschiedlich zu den Werten unter Raumluft.
Die Werte nach 60min und 120min unter 345kPa N, wa-
ren zudem statistisch signifikant unterschiedlich zu den
Werten unter 690kPa N, (p<0,05, ANOVA).

stltzt wurden diese Ergebnisse, da die N,-induzierte
MP-Bildung ebenfalls durch die Nox2ds (aber nicht
durch die Scrmb-Nox2ds) inhibiert wurde. PDI akti-
viert namlich ebenfalls die NOX (36).

NOS-Aktivierung
Die Aktivitat der iNOS wurde gemessen, nachdem

die [*H]-Citrullin-Produktion durch die Ko-Inkubation
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Tabelle 1. MP-Bildung durch murine Neutrophile unter Gasexposition

Exposure conditions MPs count Viability at 4 hours
30 min Air (24) 0.3 x 103 + 0.2 x1073/PMN/hr 853+ 1.9%
30 min Hydro. Press. (5) 0.2 x 1073 + 0.3 x1073/PMN/hr 88.3+2.0%
30 min He (5) 1.01 + 0.12/PMN/hr * 88.0 + 0.6 %
30 min N2 (8) 3.84 + 0.21/PMN/hr * 85.8 +1.7%
30 min Ar (5) 3.47 + 0.22/PMN/hr *t 82.7+0.7 %
4 hours Air (8) 0.0011 + 0.0007/PMN@4hr 853+ 1.9%
4 hours Hydro. Press (5) 0.0008 + 0.002/PMN@4hr 86.7+1.9%
4 hours He (4) 3.9 + 0.3/PMN @ 4 hr * 86.8 +2.0 %
4 hours N, (8) 15.3 + 0.9/PMN @ 4 hr *t 85.7 + 1.8 %
4 hours Ar (4) 15.2 + 0.9/PMN @ 4 hr *t 825+ 1.6%

MPs wurden in Zellsuspensionen nach der Exposition gegentber 690kPa hydrostatischem Druck (Hydro. Press. = Zellen
in verschlossenen Spritzen und ohne Gasphase komprimiert), He, N, oder Ar fir 30 Minuten oder fiir 4 Stunden exponiert.
Die obere Halfte der Tabelle zeigt die Produktionsrate nach einer 30minttigen Kompressionsphase mit nachfolgend bis
zu 4 Stunden unter normobarer Raumluft an. Die untere Halfte der Tabelle zeigt die MP/Neutrophil-Rate direkt nach einer
4stundigen Kompressionsphase mit anschlieBender Dekompression an. Die Viabilitat der Zellen wurde mittels Tryptan-Blau
4 Stunden nach Beginn der Exposition ermittelt (keine statistisch signifikanten Unterschiede). Die Werte sind als Durch-
schnitt + Standardabweichung dargestellt, n= Probennummer, * = p<0,05 vs. Kontrolle, + = p<0,05 vs. He, basiert auf
ANOVA).

Tabelle 2. Dosisabhangigkeit der murinen Neutrophilen bei N,-Exposition.

Air + kPa N, MPs/PMN/hr iNOS NOX
0 0.0003+0.0002 (24) 0.19 + 0.02 (21) 1.37 + 0.14 (11)
186 0.08 + 0.02 (4)* 0.47 +£0.12 (3)* 1.95 +£ 0.12 (4)*
228 0.72 £ 0.10 (4)* 0.73 £0.13 (7)* 2.42 £ 0.23 (4)*
345 1.14 + 0.08 (8)* 0.83 + 0.22 (6)* 3.57 £ 0.14 (4)*
455 2.08 +£ 0.41 (4)* 1.45 + 0.15 (3)* 4.09 + 0.28 (4)*
690 3.84 +0.21 (8) *t 1.76 + 0.08(24) *t 5.00 + 0.36(10) *t

Die MP-Bildung wird als Partikel/Neutrophile/Stunde dargestellt. Die Zellen wurden gegenuber Luft + verschiedenen N,-
Dricken exponiert. iNOS zeigt die produzierte Menge an [3H]-Zitrullin in pmol nach 1 Stunde nach der Druckexposition an.
NOX zeigt die Rate des O,-Verbrauchs in umol O, x 10 /min/1x10° Neutrophile nach 30mindtiger Exposition gegenlber N,
an. Die Werte wurden aus dem linearen Teil der Verbrauchskurve entnommen, diese ist in Abb. 4 dargestellt. * = p<0,05
vs. Raumluft-Kontrolle, t = signifikanter Unterschied zwischen 186 und 228kPa N, basierend auf ANOVA.
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Tabelle 3. EinfluB der verschiedenen Substanzen auf die N, -induzierte Verstarkung der Mikropar-

tikel-Bildung, die iINOS-Aktivierung, der DCF-DA-Fluoreszenz und der FBE-Formation.

MPs/PMN/hr x 102

Agent iNOS (pmol [H3] DCF . FBEs
citrulline/hour) (fluor @ 10 minutes x 10™) (fluor/min) X 103
Air N, Air N, Air N, Air N,
PBS 0.03+0.02 384 + 21 0.19+0.01 1.76+0.08 0.72+0.09 |1213+56.3 | 0.46+0.05 | 8.55+0.40
(24) (8) * (21) (24) * (11) (12) * (12) (12) *
KO 0.00+0.00 0.00+0.00 0+0 0.01+0.03 ND ND 0.39+0.06 | 0.59+0.16
(5) (5) (5) (5) (3) (3)
1400W | 0.0040.00 0.13+0.06 0+0 0+0 0.93+0.07 74+13.0 0.54+0.12 | 0.42+0.08
(4) (5) (8) (8) (3) (3) * (5) (3)
Ebselen | 0.06+0.02 0.06+0.04 0.20+0.001 0.14+0.04 0.0+0.0 63.0+48.1 | 0.30+0.01 | 0.54+0.12
(3) (3) (3) (3) (4) (4) (5) (5)
uv 0.02+0.003 0.05+0.03 0.20+0.003 | 0.1040.001 0.95+0.18 |100.4+56.5 | 0.42+0.02 0.46+0.11
(4) (4) (5) (4) (3) (3)* (3) (3)
CytoD | 0.09+0.003 0.13+0.06 0.20+0.008 0.14+0.05 0.92+0.19 |141.2+30.3 0+0 0+0
(3) (3) (3) (6) (3) (3)* (3) (3)
Nox2ds | 0.04+0.02 0.05+0.03 0.20+0.001 0.04+0.01 0.92+0.19 |117.0+48.4 | 0.40+0.10 0.53+0.16
(3) (3) (3) (4) (3) (3) * (4) (4)
Scrmb- | 0.02+0.003 496+12 0.18+0.01 1.57+0.08 0.91+0.22 |1139+82.8 | 0.30+0.02 8.11+0.25
Nox2ds (3) (3)* (3) (5) * (3) (4) * (4) (4)*
Rac-i 0.08+0.08 0.16+0.12 0.21+0.003 0.31+0.003 0.0+0.0 76.0+76.0 | 0.34+0.05 | 0.41+0.08
(3) (3) (4) (4) (4) (4) (5) (4)
Cont-si 0.03+0.02 405+42 0.20+0.001 1.71+0.04 0.81+0.19 |1214+51.1 | 0.44+0.03 8.61+0.55
(4) (4) * (4) (4)* (4) (4)* (4) (4) *
VASP- 0.09+0.17 0.15+0.07 0.20+0.001 0.03+0.001 0.97+0.22 |281.1+81.4 | 0.404+0.06 | 0.57+0.22
si (4) (4) (4) (4) (3) (3)* (3) (3)
FAK-i 0.04+0.02 0.07+0.03 0.20+0.001 0.18+0.14 1.00+0.25 |236.8+98.3 | 0.42+0.04 | 0.33+0.03
(3) (3) (3) (3) (3) (3)* (5) (3)
FAK-si 0.05+0.02 0.08+0.04 0.19+0.002 0.09+0.002 0.7240.12 |205.1+58.3 | 0.40+0.17 | 0.67+0.09
(4) (3) (4) (4) (3) (3)* (3) (3)
Flip-i 0.07+0.02 0.16+0.12 0.20+0.001 0.19+0.14 4.2+4.2 45.8+45.8 | 0.42+0.03 | 0.35+0.08
(3) (3) (4) (4) (4) (4) (3) (3)
Flip-si 0.02+0.02 0.06+0.04 0.20+0.002 0.16+0.11 0.98+0.13 |222.4495.9 | 0.43+0.03 0.43+0.03
(4) (4) (3) (4) (3) (3)* (3) (3)
Flop-i 0.003+0.01 0.05+0.02 0.20+0.001 0.16+0.11 0.0+0.0 12.7+ 33.9 | 0.48+0.09 0.38+0.06
(3) (3) (4) (4) (4) (4) (3) (5)
Flop-si 0.04+0.04 0.05+0.04 0.20+0.001 0.32+0.16 0.95+0.10 |235.8497.3 | 0.47+0.03 | 0.53+0.09
(4) (4) (3) (4) (3) (3)* (3) (3)
PDI-i 0.02+0.02 0.01+0.003 0.19+0.003 0.24+0.003 0.57+0.22 |146.04+55.8 | 0.394+0.04 | 0.53+0.12
(3) (3) (4) (4) (3) (3)* (3) (4)
PDI-si 0.04+0.03 0.06+0.06 0.20+0.003 0.12+0.10 0.85+0.14 |133.8+17.8 | 0.41+0.02 0.30+0.01
(4) (4) (3) (3) (3) (4)* (3) (3)

Isolierte murine Neutrophile wurden gegendber Luft oder Luft + 690kPa N, exponiert. MPs/PMN zeigt die MP-Anzahl in
Suspensionen nach einer 30mindtigen Exposition gegeniber 690kPa N, an. Danach wurden die Zellen far 4 Stunden in
normobarer Raumluft belassen. NOS-Aktivitat wird in pmol [3*H]-Zitrullin-Produktion angegeben, nachdem [3H]-Arginin den
Suspensionen direkt nach der N,-Exposition zugesetzt wurden und die Zellen danach fir 1 Stunde in normobarer Raumluft
inkubiert wurden. Die DCF-Fluoreszenz wurde gemessen, nachdem DCF-DA den Suspensionen beigefligt wurde und diese
dann Luft oder Luft + Luft+690kPa N, flir 10 Minuten ausgesetzt wurden. Die Werte der Hemmung sind in der N,-Reihe alle
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signifikant unterschiedlich im Vergleich zu N, + PBS. (p<0,05). FBEs reflektiert die Pyren-Aktin-Fluoreszenz in Einheiten/
Minute in den Zellen direkt nach 30 Minuten unter Raumluft oder unter 690kPa N, Alle Werte sind als Durchschnitt +
Standardabweichung angegeben, n= Nummer der jeweiligen Untersuchungsreihe, * = p<0,05 gegenltber der Raumluft-
Kontrollgruppe. Abklirzungen und Manipulation: PBS: Phosphat-gepufferte Kochsalzlsg.; KO: Neutrophile von NOS-2-knock-
out-Mausen; 1400W: Inkubation mit 1mM 1400W wahrend der Luft-/N,-Exposition; Ebselen: Inkubation mit 1mM Ebselen
wahrend der Luft-/N,-Exposition; UV: Exposition gegenlber UV-Licht fir 5 Minuten nach der 30min(tigen Gasexposition
und vor dem Messen; Cyto D: Inkubation mit 5um Cytochalasin D wahrend der Luft-/N,-Exposition; Nox2ds: Inkubation
mit 10uM Nox2ds wahrend der Luft-/N,-Exposition; Scrmb-Nox2ds: Inkubation mit 10uM eines Kontroll-Nox2ds-Peptids
ohne Funktion; Rac-i: Inkubation mit 50uM NSC23766 wahrend der Luft-/N,-Exposition; Cont-si: Kontrollgruppe mit Inku-
bation mittels einer funktionslosen inhibitorischen RNA-Sequenz fir 24h vor den Experimenten; VASP-si: Zellen mit 24h
Inkubation mit einer siRNA gegenuber VASP; FAK-i: Inkubation mit 20uM PT 573228 wahrend der Luft-/N,-Exposition; FAK-
si: Zellen mit 24h Inkubation mit einer siRNA gegen FAK vor den Experimenten; Flip-i: Inkubation mit 200uM SCH 28080
wahrend der Luft-/N,-Exposition; Flip-si: Zellen mit 24h Inkubation mit einer siRNA gegen Flippase vor dem Experiment;
Flop-i: Inkubation mit 200uM MK571 wahrend der Luft-/N,-Exposition; Flop-si: Zellen mit 24h Inkubation mit einer si-RNA
gegen Floppase vor dem Experiment; PDI-i: Inkubation mit 30uM Quercetin-3-Rutinosid wahrend der Luft-/N,-Exposition;
PDI-si: Zellen mit 24h Inkubation mit einer siRNA gegen PDI vor dem Experiment; ND: kein Experiment bei den Zellen aus

KO-Mausen durchgefihrt.

mit 1400W in Mausezellen verhindert wurde (vor-
her wurden die Zellen durch OG membranperme-
abel gemacht, um die Notwendigkeit des aktiven
[*H]-Arginin-Transport bei dieser Untersuchung aus-
zuschlieBen). Abbildung 3 zeigt die [3H]-Citrullin-
Produktion nach Zugabe von [3H]-Arginin und der
nachfolgenden Exposition gegeniber normobarer
Raumluft (Kontrollgruppe) oder 345 oder 690kPa N,.
Nach den festgelegten Zeiten wurden die Zellen
dekomprimiert und sofort TCA zugegeben, um wei-
tere Reaktion zu stoppen. (s. Methoden). Die Enzy-
maktivitat wurde signifikant durch die Gasexpositi-
on gesteigert und die Aktivitat bei 345kPa N, war
ungefahr halb so grof wie die bei 690kPa N,. Die
dosisabhangige Steigerung der iNOS-Aktivitat nach
30minatiger Exposition der Zellen gegeniber der
verschiedenen Inertgase sind in der zweiten Reihe
der Tabelle 2 dargestellt.

Wenn die murinen Neutrophilen nach der Behandlung
mit OG flr 30 Minuten gegenuber Luft + 690kPa N,
exponiert wurden und danach [3H]-Arginin zugesetzt
wurde, war die Konzentration des [*H]-Citrullin nach
einstlndiger Inkubation 1,76x0,08pmol (n=24).
Dies war statistisch nicht signifikant unterschiedlich
gegenuber der produzierten Menge nach initialer
[3H]-Arginin-Gabe mit nachfolgender Druckexpositi-
on unter 690kPa N, fur eine Stunde (Abbildung 3).
In einer anderen Studienreihe wurden Neutrophi-
le nach 30mindtiger Exposition gegeniber Luft +
690kPa N, dekomprimiert und danach fr 4 Stunden
in normobarer Raumluft belassen, bevor [*H]-Arginin
beigefligt wurde. Die Konzentration der [3H]-Citrullin
nach diesem Procedere war 1,79%0,18pmol (n=8)
und damit nichtsignifikant unterschiedlich gegen-
Uber der einstlndigen Inkubation, die in Abbildung
3 gezeigt wird. Daher schlieRen wir, dal§ die iNOS-
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Aktivitat fir mindestens 4 Stunden nach Druckexpo-
sition (690kPa N, fir 30 Minuten) erhoht bleibt.

Die Enzymaktivierung aufgrund der verschiedenen
Inertgasexposition folgt einer Kinetik, die der der
MP-Bildung gleicht. Die Zellen wurden fir 30 Minu-
ten den verschiedenen Gasen ausgesetzt und da-
nach wurde [3H]-Arginin flr insgesamt eine Stunde
beigemischt, bevor die Reaktion mittels Gabe von
TCA gestoppt wurde. Die Konzentration von [*H]-Cit-
rullin nach der Exposition gegenuber 690kPa Helium
betrug 0,66+0,11pmol (n=7; p<0,05 vs. Kontrolle
und vs. 690kPa N,). Die Exposition gegeniber Ar-
gon zeigte eine Konzentration von 1,80+0,21pmol
(p<0,05 vs. Kontrolle und vs. Helium, ns vs. 690kPa N,).

Die Aktivierung der iNOS geht mit der Bildung von
Aktindimeren einher. Die Gesamtkonzentration der
iNOS in Relation zu Aktin wurde nicht durch die Gas-
exposition verandert (Daten nicht dargestellt).

Die Analyse der iNOS-Dimer-Aktin-Relation in Wes-
tern Blots zeigt einen dosisabhangigen Anstieg,
der der Reaktion der Mikropartikel-Bildung sowie
der [3H]-Citrullin-Produktion ahnelt. Im Vergleich
zur Kontrolluntersuchung unter Raumluft zeigte die
iNOS-Dimer/Aktin-Relation unter der Exposition ge-
genuber Luft+690kPa Helium fir 30 Minuten einen
Anstieg auf das 1,15+0,01-fache (n=5, p<0,05 vs.
Raumluft).

Die Exposition gegentber Luft+ 690kPa Stickstoff
erhéhte die Dimerbildung auf das 2,77x0,22-fa-
che (n=10, p< 0,05 vs. Kontrolle und vs. Helium).
Die Studienreihe mit der Halfte des Partialdrucks
(345kPa) zeigte einen Anstieg der Dimere auf
das 1,24+0,06-fache (n=3; p<0,05 vs. Luft und
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690kPa N,). Zellen unter Argonexposition (690kPa)
zeigten eine Erhdohung der Dimere auf das
3,92+0,35-fache (n=5; p<0,05 vs. Kontrolle und He-
lium, ns vs. 690kPa N,).

Wir benutzten die Studienreihe unter der Expositi-
on gegenuber 690kPa Stickstoff als reprasentatives
Inertgas, um herauszufinden, ob die Erhéhung der
iNOS-Aktivitat in murinen Neutrophilen in derselben
Weise verhindert wird wie die Bildung von Mikrop-
artikeln. Diese Daten sind in der zweiten Reihe von
Tabelle 3 gezeigt. Wenn die Zellen wahrend der Ex-
position gegentber N, mit Ebselen inkubiert wurden
stieg die iNOS-Aktivitat nicht an. In anderen Studien
konnten wir zudem zeigen, das Ebselen keinerlei in-
hibitorischen Effekt auf gereinigtes iNOS-Enzym hat
und ein Partialdruck von 690kPa N, ebenfalls die Ak-
tivitat des gereinigten Enzyms nicht alteriert (Daten
nicht gezeigt).

Daher kommen wir zu der Schlulfolgerung, dald
Inertgas-getriggerte Ereignisse die intrazellulare Ak-
tivitatssteigerung der iNOS verursachen und diese
durch die Zugabe eines Antioxidants gehemmt wer-
den kann.

Wenn die Zellen mit dem iNOS-Inhibitor Nox2ds wah-
rend der Stickstoffexposition inkubiert oder direkt
nach der N-Exposition UV-Licht ausgesetzt wurden,
konnte keine Steigerung der iNOS-Aktivitat beobach-
tet werden (Tabelle 3). Auch wenn die Zellen mit Cy-
tochalasin D, chemischen Inhibitoren von Rac oder
FAK oder mit siRNA hinsichtlich VASP oder FAK inku-
biert wurden, konnte keine Aktivitatssteigerung der
iNOS aufgrund der N,-Exposition mehr festgestellt
werden. Ebenso wurde diese Aktivitatssteigerung
durch die Hemmung von Flippase, Floppase oder PDI
verhindert.

NAPDH-Oxidase-Aktivierung

Der hemmende Effekt von Nos2ds bei der gesteiger-
ten Bildung von MP durch erhdhte Gasdricke sowie
die INOS-Aktivierung implizieren eine starke Rolle fur
die NOS in diesen Vorgangen. Um diese Vermutung
weiter zu untersuchen, setzten wir die Zellen fir 30
Minuten den Inertgasen mit einem Druck von 690kPa
aus, dekomprimierten sie anschlieBend und mafen
den Sauerstoffverbrauch. Abbildung 4 zeigt den Ef-
fekt bei 690kPa Helium, Argon oder Stickstoff versus
normobarer Raumluft sowie den Einflu von Zugabe
von 10uM Nos2ds wahrend der Stickstoffexposition.
Die Analyse des linearen Abschnitts der Sauerstoff-
verbrauchskurve - angegeben als umol O, x 103 /

min / 1x10° Neutrophile - zeigte einen Verbrauch
der Kontrollgruppe unter Raumluft von 1,37+0,14
(n=11). Eine rein hydrostatische Druckerhéhung
flhrte zu keiner Veranderung des O,-Verbrauchs,
hier ergab sich ein Wert von 1,38+0,15 (n=3). Eine
Exposition gegentber Helium fuhrte zu einem Wert
von 1,79+0,13 (n=4; p<0,05 vs. Kontrolle). Die
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Abbildung 4

O,-Verbrauch in murinen Neutrophilen nach
30minutiger Exposition gegenuber Luft (Kontrol-
le) oder Luft + 690kPa He, N, oder Ar. Die Daten
zeigen die Veranderungen des O,-Verbrauchs Gber 20
Minuten in einer Lésung mit 1,8x10° Neutrophilen di-
rekt nach der Exposition gegenliber den verschiedenen
Inertgasen als Durchschnitt + Standardabweichung,
die Probengrofie ist jeweils angegeben (n). Zudem wird
der Effekt einer Beimischung von 10uM Nox2ds wah-
rend der Exposition mit Luft + 690kPa N, dargestellt.
10uM Nox2ds hatte zudem einen ahnlichen Effekt bei
Exposition gegentber Luft oder Luft + 690kPa He oder
Ar und eliminierte hier dann fast den gesamten O,-Kon-
sum (nicht dargestellt).

Werte flr N,- und Argon-exponierte Zellen waren
5,00%£0,36 (n=10) und 5,83£0,35 respektive (n=5;
p<0,05 vs. Kontrolle und Helium; kein signifikanter
Unterschied zwischen diesen beiden Inertgasen).
Eine Gabe von 10uMScrmb-Nos2ds unter 690kPa N2
flhrte zu einem O,-Verbrauch von 4,98+0,24 (n=3;
p<0,05 vs. Kontrolle, ns vs. N,). Eine Gabe von 10uM
Nos2ds unter demselben Partialdruck flhrte hin-
gegen zu einem Wert von 1,30+0,08 (n=3; ns vs.
Raumluft). Genau wie bei den Untersuchungen der
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MP-Bildung und der iNOS-Aktivitat konnte auch eine
NOX-Aktivierungszunahme unter steigenden Partial-
dricken beobachtet werden (Tabelle 2, dritte Reihe).

Da flr die Messung des O,-Verbrauchs keine Vorbe-
handlung mit OG notwendig war, konnte ein even-
tueller EinfluB der OG-Behandlung auf eine druckin-
duzierte NOX-Aktivierung untersucht werden. In vier
Untersuchungsreihen wurden die Zellen entweder
Raumluft oder Luft + 690kPa N, flr 30 Minuten aus-
gesetzt. Der O,-Verbrauch betrug 98+2% des Kon-
sums der Zellen, die nicht einer 0G-Behandlung un-
terzogen wurden (n=4, ns).

Abbildung 2 stellt dar, wie die MP-Bildung nach der
Exposition gegenliber hohen Partialdricken noch
far Stunden anhalt. Ebenso zeigte sich eine weiter-
hin bestehende iNOS-Aktivierung fur mindestens
4 Stunden nach der Gasexposition. Daher unter-
suchten wir die NOX-Aktivitat in festgelegten Inter-
vallen nach einer 30minutigen Exposition mit hohen
Inertgas-Driicken. Auch hier zeigte sich eine Persis-
tenz der Aktivitatssteigerung in den nachfolgenden
4 Stunden. Beispielsweise zeigten Zellen nach der
Exposition gegenuber 690kPa N, fir 30 Minuten mit
nachfolgender Belassung bei normobarer Raumluft
nach 4 Stunden einen O,-Konsum von 3,25+0,24 x
103 umol/min/1x108 Neutrophile (n=6; p<0,05 vs.
Kontrolle). Dies entspricht einer Abnahme von ca.
35% gegentber des Verbrauchs von Zellen, die di-
rekt nach der Dekompression untersucht wurden.

NOX-Aktivitat konnte nicht wahrend der Gasexposi-
tion untersucht werden, da die MeRelektrode durch
die Dekompression zerstort worden ware. Daher
wurde ein anderer Ansatz ausgewahlt, um die Pro-
duktion von freien Radikalen zu untersuchen.

Generierung von freien Radikalen

Zu den murinen Zellsuspensionen wurde membran-
permeables DCF-DA zugesetzt und die Zellen direkt
danach einem Druck von 690kPa N, ausgesetzt.
Abbildung 5 zeigt die Fluoreszenz-Untersuchungen
wahrend der Dekompression. Hierbei gab es einen
rapiden Anstieg der Fluoreszenz, die nach ca. 10 Mi-
nuten ein Plateau bei 12 126+563 Einheiten erreich-
te (n=12). Die Erhéhung der DCF-Oxidation durch
N,-Exposition konnte um 90% verringert werden,
wenn die Zellen mit Nox2ds vorbehandelt wurden
(Tabelle 3).

Im Vergleich zu dieser markanten Erhdhung der Flu-
oreszenz in Zellen unter Luft + 690kPa N, zeigte eine
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Kontrollgruppe unter Raumluft zwar ebenfalls einen
Anstieg der DCF-DA vermittelten Fluoreszenz, dies
fuhrte aber nur zu einem Plateau bei 7,2+0,9 Ein-
heiten nach 10 Minuten (n=11; s. Abbildung 6; signi-
fikanter Unterschied gegenlber der Exposition von
690kPa N,). Bei den Zellreihen unter 690kPa Helium
zeigte die Zugabe von DCF-DA einen Anstieg der
Floreszenz auf ein Plateau von 3 647+345 Einheiten
(n=3; p<0,05 vs. Kontrolle und vs. 690kPa N,). Die
gleiche Untersuchung mit 690kPa Argon zeigte ein
Plateau von 14 238+ 589 Einheiten (n=3; p<0,05 vs.
Kontrolle und He, ns vs. 690kPa N,).

Zudem zeigten sich in der Zeit nach der Dekompres-
sion weiterhin bestehende erh6hte Fluoreszenz-Wer-
te, die jedoch deutlich geringer waren als die Werte
wahrend der Druckerhéhung (Abb. 6). Bei allen drei
Gasen waren die Werte signifikant gegenuber der
Raumluft-Kontrollgruppe erhdht. Zudem waren die
Werte bei Stickstoff und Argon gegenuber Helium
signifikant unterschiedlich, nicht jedoch zwischen
diesen beiden Gasen.

Diese Persistenz der Produktion von freien Radikalen
konnte fur mehrere Stunden nach der Dekompressi-
on nachgewiesen werden. Nachdem die neutrophi-
len Zellen fur 30 Minuten unter erhéhten Gasdruck
gesetzt wurden und nach der Dekompression flr
bis zu 4 Stunden in normobarer Raumluft gelassen
wurden, konnte nach Zugabe von DCF-DA dieselben
Werte fir die DCF-Fluoreszenz nachgewiesen wer-
den wie in Abbildung 6 gezeigt. Beispielsweise lagen
die Werte fur Zellen nach der Exposition gegenuber
690kPa N, wahrend der Exposition bei einer erhoh-
ten Rate von 3,69+0,18 pro Minute, wahrend die
Zellen nach Dekompression und 4stiundiger Ruhe
eine Erhdhung der Rate von 3,87%0,46 Einheiten /
Minute zeigten (n= 5; p<0,05 vs. Luft sowie ns vs.
Zellen direkt nach der N-Exposition).

Das Plateau der Fluoreszenz nach ca. 10minutiger
Inkubationszeit wahrend der Kompressionsphase
(s. Abb. 5) lag nicht an einer unzureichenden Konzen-
tration des DCF-DA da eine Verdopplung der Konzen-
tration keinerlei Erhéhung der Werte zeigte (Daten
nicht dargestellt). Zudem konnte in der Zell-Kontroll-
gruppe ein Uberschu an nicht-oxidiertem DCF-DA
nachgewiesen werden. Wenn zudem nach der 10mi-
ndtigen Inkubationszeit 0,5mM H,0, zugesetzt wur-
de, nahm die Fluoreszenz auf 72,0+2,2% zu (n=4).

Da die Studien mit DCF-DA keine Vorbehandlung mit
OG bendtigten, konnte zudem untersucht werden,
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Abbildung 5

Western Blot mit biotinylierten Proteinen. Zellly-

sate mit murinen Neutrophilen wurde gegenuber Luft
oder Luft + 690kPa N, fir 30min exponiert und dann
entsprechend dem Biotin-switch-Assay vorbereitet. Das
gesamte Gel wird hier gezeigt.
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Abbildung 6

DCF-Fluoreszenz in murinen Neutrophilen nach
Expsosition gegeniber 690kPa N,. 10uM DCF-DA
wurden den Suspensionen mit je 1,8x10°> Neutrophilen
zugesetzt und diese danach 690kPa N, ausgesetzt. Die
jeweiligen Zeitraume sind auf der Abszisse angegeben.
Die Fluoreszenz wurde direkt nach der Dekompression
der Zellen gemessen. Die Daten sind als Durchschnitts-
werte = Standardabweichung angegeben, n= 3-12 flr
jeden Wert.

ob die OG-Zugabe einen Einfluf auf die Produktion
von freien Radikalen bei erhdhten Partialdriicken
von Inertgasen hat. Es wurden Zellen mit der OG-
Behandlung denjenigen ohne diese Behandlung ge-
genubergestellt (im folgenden als normal bezeich-
net). Ausgedrickt als OG/Normal DCF-Fluoreszenz
bestanden nach 10mindtiger Inkubation keine sta-
tistisch signifikanten Unterschiede der ermittelten
Werte. Ebenso nicht in den nachfolgenden Stunden.
Beispielsweise betrugen die Durchschnittswerte
nach 10minutiger Inkubation in der Raumluft-Kon-
trollgruppe 108+6%, nach 10mindtiger Exposition
gegenuber 690kPa Helium 98+8%, nach 690kPa N,
99+3% und nach 690kPa Argon 102+6%.

Wir evaluierten zudem den EinfluB einer Reihe
von Manipulationen auf die DCA-DA Fluoreszenz
unter der Referenz-Gasexposition von 690kPa N,
(Tabelle 3). Nach Exposition gegenuber UV-Licht
direkt nach der Dekompression war die DCF-Fluo-
reszenz stark vermindert. Ahnlich stellten sich die
Ergebnisse nach der Zugabe von 1400W, Ebselen,
Cytochalasin D, RAc- und FAK-Inhibitoren sowie der
Zugabe von siRNA gegen VASP und FAK dar. Die N,-
induzierte Zunahme von freien Radikalen wurde um
ca. 90% verringert. Das gleiche Ergebnis konnte
durch die Hemmung oder Elimination der Flippase,
Floppase oder der PDI erreicht werden.

Aktin-S-Nitrosylierung in N,-exponierten Zellen
Die Identifizierung der Rolle von iNOS und NOX hin-
sichtlich der MP-Produktion suggeriert, da8 hierfur
die Bildung von freien Radikalen durch eine Inter-
aktion von NO und ROS notwendig ist. Viele der
hochreaktiven freien Radikale kdnnen eine Protein-
S-Nitrosylierung verursachen. S-Nitrosylierung von
Proteinen in murinen Neutrophilen wurde durch den
»Biotin-Switch-Assay” untersucht, bei dem Biotin per
Disulfid-Bricke an die instabile Stelle der S-Nitrosy-
lierung der Proteine gebunden wurde. Diese Unter-
suchung wurde an Zellen durchgefihrt, die entweder
gegenuber normobarer Raumluft (Kontrollgruppe)
oder gegenuber Luft + 690kPa N, fir 30 Minuten
exponiert wurden. Abbildung 7 zeigt einen Western
Blot, der mit biotinhaltigen Proteinen dieser bei-
den Gruppen durchgefihrt wurde. In einer anderen
Untersuchung wurde die prominente Bande bei ca.
42kDa aus dem Nitrozellulosepapier ausgeschnit-
ten und einer Aminosauresequenzierung unterzo-
gen. Sie wurde hierbei als Aktin identifiziert. Wenn
der Western Blot an Zellen durchgefuhrt wurde, die
vorher einer Behandlung mit N-[6-(biotinamido)
hexyl]-3-(2"-pyridyldithio)-propionamid-Biotin oder
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DCF-Fluoreszenz in murinen Neutrophilen nach
der 30miniitigen Exposition gegeniiber Luft oder
Luft + 690kPa He, N, oder Ar. Suspensionen mit
1,8x10°> Neutrophilen und 10uM DCF-DA wurden den
angegebenen Gasen fur je 30 Minuten ausgesetzt, de-
komprimiert und die Fluoreszenz fur 10 Minuten ge-
messen, wahrend die Zellen in normobarer Raumluft
belassen wurden. Die Werte zeigen die Fluoreszenz ab-
zuglich der Werte, die direkt nach der Dekompression
ermittelt wurden (z.B. wurden die Werte fur N, jeweils
um 12 126 reduziert wie in Abb. 6 angegeben). Die Da-
ten sind als Durchschnittswerte + Standardabweichung
angegeben, die ProbengréRe wie angegeben (n).

mit Askorbat unterzogen wurden (aber nicht mit bei-
den Substanzen simultan), oder denen 1mM HgCL,
zugesetzt worden war, konnte die Bande nicht her-
vorgerufen werden (Daten nicht dargestellt).

In mehreren Untersuchungen wurde die Gréenord-
nung des SNO-Aktin durch Messung der Biotin-Band-
Dichte evaluiert. Wie in Tabelle 4 dargestellt, kam es
bei Zellen, die vor der Untersuchung UV-Licht aus-
gesetzt waren oder die wahrend der N,-Exposition
1400W, Nox2ds oder Cytochalasin D beigefligt be-
kamen, zu keinerlei Erhéhung des SNO-Aktingehalts.

Aktinpolymerisation in permeablen Neutro-
philen

Die bisher eruierten Ergebnisse implizieren, das die
Inertgas-induzierte MP-Bildung auf einer komplexe
Interaktion verschiedener Stoffe inklusive Aktinpoly-
merisation beruht, da dieser ProzeR durch Zytocha-
lasin D oder die Hemmung von Proteinen wie VASP
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inhibiert werden kann. Daher untersuchten wir, ob
die Exposition gegentber erhdhten Inertgaspartial-
dricken die Dynamik der Aktinpolymerisation ver-
anderte (hier als ,free barbed end“-Formation, FBEs,
untersucht). Diese Untersuchung wurde an murinen
Neutrophilen durchgefiihrt, die mittels OG permea-
bel gemacht worden und anschlieBend mit Pyren-
Aktin inkubiert wurden. Dies erfolgte nach einer
30minutigen Druckexposition gegenliber Raumluft
(Kontrolle) oder Luft + 690kPa He, N, oder Ar.

Gemessen in Fluoreszenz-Erh6hung/Minute in Relati-
on zur Kontrollgruppe waren die Werte bei Helium-ex-
ponierten Zellen 7,1+1,2-fach erhdht (n=4; p<0,05
vs. Kontrolle), bei N,-exponierten Zellen 18,6+2,4-
fach erhdht (n=12, p<0,05 vs. Kontrolle und vs. He)
und bei Ar-exponierten Zellen 18,3+2,7-fach erhéht
(n=4, p<0,05 vs. Kontrolle und vs. He; ns vs. N,).

Auch in dieser Untersuchungsreihe wurde die Aus-
wirkung von verschiedenen Manipulationen auf die
Rate der Aktinpolymerisation bei Raumluft und un-
ter 690kPa N, evaluiert (Tabelle 3). Wenn die Zel-
len mit 1400W, Ebselen oder Nox2ds wahrend der
N,-Exposition versetzt oder direkt danach UV-Licht
ausgesetzt wurden, blieb die Rate der Aktinpolyme-
risation auf dem Niveau der Kontrollgruppe. Dies
galt ebenso fur den Zusatz von chemischen Inhibi-
toren gegenuber Rac oder FAK sowie der Hemmung
von VASP oder FAK mittels siRNA. Ebenso konnte die
erhéhte Polymerisationsrate durch Hemmung von
Flippase, Floppase oder PDI verhindert werden.

Die Daten der Abb. 2 zeigen, dal8 die Bildung von MP
flr Uber 4 Stunden nach der N,-Exposition anhalt.
Wenn OG-vorbehandelte Zellen fir 30 Minuten unter
Luft + 690kPa N, komprimiert wurden und nach der
Dekompression fur vier Stunden unter normobarer
Raumluft belassen wurden bevor Pyren-Aktin zuge-
setzt wurde, dann war die Rate der Fluoreszenz-Er-
hohung 7,89+0,66 x 103 Einheiten pro Minute (n=3).
Diese Erhéhung war derjenigen vergleichbar, die
direkt nach der Stickstoffexposition auftrat (Tab. 3).

Proteinquervernetzung und Immunoprezi-
pitation

Die Proteinhemmung und -depletion durch chemi-
sche Inhibitoren oder siRNA ist in Tabelle 3 darge-
stellt. Der Biotin-Switch-Assay, der zur Messung
der S-Nitrosylierung des Aktins benutzt wurde
(Abb. 7) sowie die Veranderungen im FBE-Gehalt
implizieren, dall Aktin und sein Umsatz essentiell
far die MP-Bildung ist. Daher untersuchten wir die
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Abbildung 8

Proteinverbindungen in der tritonloslichen kur-
zen-F-AKtin-Fraktion. Murine Neutrophile wurden ge-
genlber Luft (Kontrolle) oder 690kPa N, fir 30 Minuten
exponiert. Wo angegeben wurden die Proben dann flr
5 Minuten UV-Licht ausgesetzt. Allen Proben wurden
dann DTSP zur Quervernetzung der Proteine zugefligt
und danach hinsichtlich der Tritonloslichkeit fraktioniert
(s. Material und Methoden) und per Western Blot un-
tersucht. Hier wird ein reprasentativer Blot aus einer
insgesamt flinffachen wiederholten Untersuchung ge-
zeigt. Die hieraus ermittelten Daten werden in Tabelle
4 dargestellt.

Wechselwirkung zwischen zytoplasmatischem Aktin
und Proteinen, die ebenfalls eine Rolle in der Entste-
hung der Mikropartikel zu haben scheinen. Nachdem
die Zellen fir 30 Minuten gegenuber Raumluft (Kon-
trolle) oder Luft + 690kPa N, exponiert wurden, wur-
den sie mit dem membranpermeablen Proteinver-
netzer DTSP versetzt und nach weiteren 30 Minuten
lysiert. Die Zellysate wurden dann in tritonlésliche,
tritonunlésliche und kurz-Filament-(sF)-Fraktionen
separiert. Nachfolgende Western Blots wurden auf
verschiedene Banddichten in Relation zu Aktin hin
analysiert. Zudem wurde geprift, ob eine Bestrah-
lung mit UV-Licht flr 5 Minuten vor der Zugabe von
DTSP einen Unterschied machte. Ein reprasentativer
Western Blot ist in Abb. 8 dargestellt; die quantita-
tiven Ergebnisse in Tabelle 5. Es konnte eine Erhé-
hung in der sF-Aktin-Relation in den N,-exponierten
Zellen festgestellt werden. Dahingegen konnten in
den Untersuchungen bezuglich Tritonldslichkeit und
-unldslichkeit keine Erhdhung, sondern sogar eine
Erniedrigung der Werte in Zellen nach Stickstoffex-
position beobachtet werden. Diese Veranderungen

wurden in den Zellen, die UV-Licht ausgesetzt waren,
nicht beobachtet (Tab. 5).

In einer weiteren Untersuchung wurde die sF-Aktin-
Zellreihe einer Immunoprezipitation mittels Anti-Ak-
tin-Antikérper unterzogen. Wie in Tab. 6 dargestellt
triggerte die N,-Exposition mehrere der Interaktio-
nen mit zyoplasmatischem Aktin, die zuvor durch
die DTSP-Quervernetzung identifiziert worden war.

Singulett-O,-Detektion

Der auslésende Mechanismus des oxidativen Stress
im Rahmen der Inertgasexposition von neutrophilen
Zellen bleibt unklar. Da eine Interaktion zwischen
Inertgasen und O, zur Bildung von Singulett-O,-
Molekllen fihren kann suchten wir nach Hinweisen
hierfar in den Neutrophilen-Suspensionen (15,16).
Tabelle 7 zeigt die Fluoreszenz, die nach einer Be-
handlung der Zellen mit Singulett-Oxygen-Sensor-
Green (SOSG) und nachfolgender Druckgasexpo-
sition entstanden ist. Diese Daten demonstrieren
die Effekte nach einer 5minutigen Druckerh6hung.
Diese Exposition zeigte hierbei dieselben GroRen-
ordnungen der Fluoreszenzerh6hung wie eine 30mi-
ndtige Druckexposition der Zellen. Diese Steigerung
konnte in der raumluftexponierten Kontrollgruppe
nicht nachgewiesen werden.

Es konnte in diesen Versuchsreihen eine dosisab-
hangige Korrelation gegenlber der Exposition mit
Stickstoff festgestellt werden (Tab. 7). Die Hohe
der Singulett-O,-Entstehung hangt von einer Reihe
von Variablen ab (16). Um Unterschiede zwischen
der Potenz der Gase auszuschlieen wurde diese
Untersuchung mit den verschiedenen Inertgasen
durchgefihrt. Die Erhdhung der Fluoreszenz war bei
Argon ungefahr gleich der bei Stickstoff und beide
waren hoher wie bei Helium. N,O und SF, generier-
ten hingegen nur vereinzelte Singulett-O,-Molekule.

Wenn die Zellsuspensionen unter 690kPa N, druck-
exponiert wurden und hierbei 2mM Azid oder 1 mM
Askorbat beigefugt wurde (Substanzen die O,-Sin-
guletts eradizieren), wurde die Entstehung der Flu-
oreszenz um 93,8+2,2% (n=3; p<0,05) respektive
um 91,1+2,8% (n=6; p<0,05) vermindert (37,38).
Eine gleichwertige Verminderung der Fluoreszen-
zentstehung konnte in Versuchsreihen mit Argon
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Uberein-
stimmend mit diesen Ergebnissen ist die Tatsache,
dal8 die Gabe von Aziden oder Askorbat zu murinen
neutrophilen Suspensionen vor der Kompression mit
Luft + 690kPa N, fir 30 Minuten zu keinerlei Erho-
hung der Bildung von Mikropartikeln nach 4 Stun-

|33



TAUCHMEDIZIN. DCS und Mikropartikel

Inert
gases"' 0,
S ROS "!'NOX [ sirnA|
*NO Quercetin-3-rutinoside
‘\
halasin D
iNOS S|RNA [CytochalasinD |
PT57322
FBEs =
(o] FAK e
Floppase/Flippase
SNO-actin | sRNA|  [mks71| \ [scHzsoso |
-\ | SIRNA SIRNA |
VASP/Rac MPs
Production
Abbildung 9

Schema des angenommenen Mechanismus der Gasinduzierten Mikropartikel-Bildung durch Neutrophile.
Siehe die Diskussion fur eine detaillierte Erklarung. Die hier benutzen Abklrzungen sind: O, zeigt den O,-Gehalt in luft-
gesattigten Lésungen an; ROS: reaktive Sauerstoffspezies; NOx zeigt hochreaktive Stickstoffspezies wie N,O, und Per-
oxynitrit an; SNO-Aktin: S-nitrosyliertes kurz-Filament-Aktin; VASP: vasodilator-stimuliertes Phosphoprotein; Rac, Racl
und 2: GTPasen; FBEs: freie gesplittete Aktinenden als Indikator eines Aktinumsatzes; FAK: fokale Adhasionskinase; PDI:
Proteindisulfid-lsomerase; NOX: NADPH-Oxidase. Die Untersuchungen der verschiedenen Proteine beinhalteten Neutro-
phile, die mit siRNA inkubiert wurden um den intrazellularen Gehalt des Proteins zu verringern das am nachsten zu den
Pfeilen angegeben ist. KO-Mause (iNOS-knockout) und die eingeklammerten Substanzen sind Inhibitoren des jeweiligen

Pfeiles im angezeigten Schema (Cyto D steht fur Cytochalasin D).

den Ruhezeit im Vergleich zur Kontrollgruppe unter
Raumluft fihrte. Der Gehalt an Mikropartikeln in Pro-
ben mit Askorbat war nur 7,6+9,9% hdher wie in der
Kontrollgruppe (n=3; ns) und in Proben mit Aziden
betrug der Gehalt nur 13,7£8,8% mehr wie in der
Kontrollgruppe (n=3; ns). Wenn das Askorbat jedoch
erst nach der Exposition gegeniber Stickstoff bei-
geflgt wurde, zeigte sich erwartungsgemaR keine
Hemmung der MP-Produktion in den Zellsuspensi-
onen wahrend der 4stlindigen Untersuchungsdauer
(Daten nicht dargestellt).
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N,O und SF, stimulierten ebensowenig die Bildung
von MP, wie sie eine Generierung von O,-Singuletts
hervorriefen. Nach 4 Stunden nach Druckexposition
gegenuber Luft + 690kPa N,O flr 30 Minuten war
der MP-Gehalt nur um 0,8£2,3 % gegenuber der
Kontrollgruppe erhdht (n=8; ns). Ebenso war der
MP-Gehalt nach einer Exposition gegeniber SF, und
der gleichen Druckexposition sogar um 17,8+6,3%
gegenuber der Kontrollgruppe erniedrigt (n=8; ns).
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Diskussion

Die Studienergebnisse demonstrieren eine Entste-
hung von Mikropartikeln durch humane und murine
Neutrophile durch die Exposition gegentber hohen
Dricken von Stickstoff oder Edelgasen. Ein Uber-
raschender Unterschied zwischen human und mu-
rinen Zellen ist die persistierende Bildung von MP
far ein 4stindiges Intervall durch letztere, egal ob
die Druckexposition nach 30 Minuten beendet wird
oder nicht. Welche Mechanismen diese Persistenz in
humanen Zellen verhindert ist nicht bekannt. Diese
Veroéffentlichung zeigt deutlich, dal die MP-Bildung
viele Komponenten besitzt und daher eine Vielzahl
von regulatorischen Kontrollmechanismen maglich ist.

Die MP-Bildung ist eine Antwort auf oxidativen Stress
und bendtigt eine Aktivierung von iNOS und NOX. Die
Dosisabhangigkeit unter N, auf verschiedenen Parti-
aldruckniveaus zeigt eine grobe Linearitat fur die
Aktivitatssteigerung der beiden Enzyme (Tabelle 2).
Die Reihe der inhibitorischen Interventionen, die in
Tab. 3 dargestellt sind, suggeriert eine Abhangigkeit
der verschiedenen intrazelluldren Prozesse vonein-
ander. Beispielsweise fuhrt eine Exposition gegen-
Uber 690kPa N, zu einer Erhohung der Aktinpolyme-
risation und die Hemmung dieses Prozesses durch
Cytochalasin D inhibiert gleichzeitig die Entstehung
von Mikropartikeln sowie die Aktivierung von iNOS
und fahrt zu einer Erhéhung der DCF-Fluoreszenz,
die indirekt eine NOX-Aktivierung darstellt. Dieses
Schema fuhrt zu der Folgerung, dal8 die MP-Bildung
durch einen autokatalytischen Zyklus geschieht. Ab-
bildung 9 stellt ein Schema dieses Zyklus dar, das
auf unseren Studienergebnissen basiert.

Das initiale Ereignis, das den oxidativen-Stress-
Zyklus initiiert, ist in der oberen linken Ecke von
Abb. 9 abgebildet. ROS werden durch die Kollision
von Inertgasen mit Sauerstoff generiert. Diese Ent-
stehung u.a. von 0,-Singuletts wird durch die Mole-
kulargroe der beteiligten Gase und deren Polarisa-
tionspotential beeinfluSt; hierbei ist Argon potenter
als Stickstoff und dieses wiederum potenter als He-
lium (15,16).

Die physikalischen Eigenschaften der in dieser Un-
tersuchung verwendeten Gase sind in Tabelle 8 dar-
gestellt. Moleklle mit einem van-der-Wals-Volumen
Uber 35 ml/mol sind weniger potent, daher wurden
zusatzlich Untersuchungsreihen mit SF, durchge-
fuhrt (39). Der Entstehungsprozef von ROS zeigt
zudem eine starke Abhangigkeit von der Léslichkeit

der Gase und ist vermutlich groRer in anhydrati-
schen intrazelluldren Rdumen. Zudem besteht eine
Abhangigkeit von der Mobilitédt der Elektronendensi-
titat der Gase sowie des orbitalen ,Overlay” mit O,
(deutliche Unterschiede bestehen hierbei z.B. zwi-
schen N, und N,O) (15).

Die Rolle des O,-Singuletts als der ,initiale Funken*
im Schema der Abb. 9 wird durch die inhibitorischen
Effekte von Azid und Askorbat auf die N,-induzierte
Entstehung von MP unterstitzt.

Andere Untersuchungen haben bereits gezeigt, dald
0,-Singuletts eine Aminosauren-Oxidation sowie
eine Nitrosylierung (unter Zugabe von Nitrit) bewir-
ken kdénnen, welche den Ablauf in Abb.9 initiieren
kénnten (40,41). Wahrend sowohl Azid als auch As-
korbat wirkungsvoll O,-Singuletts abfangen konnen,
sind sie doch in den in dieser Studie benutzen Kon-
zentrationen nur eingeschrankt in der Lage, hoch-
reaktive ROS, ‘NO und andere Substanzen wie z.B.
Peroxynitrit abzufangen (42,43). Dies stimmt mit
den Ergebnissen unserer Untersuchung uberein das
Askorbat kein effektiver Hemmstoff flr die Bildung
von MP war, wenn es erst nach der Exposition der
murinen Neutrophilen gegenliber hohen Stickstoff-
partialdriicken zugegeben wurde.

Die Ergebnisse zeigen zudem, das Neutrophile zu
der Bildung von MP durch komprimierte Gase an-
geregt werden kénnen, nicht aber durch rein hydro-
statischen Druck. Die Potenzreihe Ar~N, > He folgt
der etablierten Meyer-Overton-Reihe. In dieser ist N,
zwar kein Edelgas, wird aber trotzdem aufgrund sei-
ner MolekiilgroBe und seines Ol-Gas-Verteilungsko-
effizienten trotzdem hierunter eingeordnet. SF, zeigt
eine groRere narkotische Potenz (ca. 8,5fach starker
als N,; im Vergleich ist N,O ca. 39fach starker) (44).
Unsere Ergebnisse zeigen klar das oxidativer Stress
und die Bildung von MP durch komprimierte Gase in
Relation zu ihrer narkotischen Potenz entstehen.

Abbildung 9 zeigt einen Prozel, der um die Aktin-
polymerisation herum aufgebaut ist (als FBEs dar-
gestellt) und den wir bereits in vorhergehenden
Untersuchungen beschrieben haben. Hierbei flihrt
die S-Nitrosylierung zu einem exzessiven Aktin-
FBE-Umsatz (24,29). Exposition gegenlber hohen
Dricken von N, oder Edelgasen verursacht eine er-
hohte Produktion von ‘NO durch iNOs und von ROS
durch NOX. Reaktive Stickstoffspezies wie NO, und
Peroxynitrit entstehen und flihren zu einer SNO-Ak-
tin-Formation, wie es im Biotin-Switch-Assay darge-
stellt werden konnte (Abb. 7). In frlheren Studien
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Tabelle 4. SNO-Aktin / B-Aktin-Banddichte von Luft- und 690kPa-N,-exponierten Neutrophilen.

Incubation/intervention AIR N,

PBS 1.00 + 0.00 (5) 2.50 + 0.34 (5) *
uv 1.03 + 0.11 (3) 1.07 £ 0.17 (3)
Cytochalasin D 1.22 + 0.04 (3) 1.10 4+ 0.05 (3)
Nox 2ds 0.99 + 0.09 (3) 1.08 £ 0.14 (3)
1400 W 1.04 + 0.04 (3) 1.08 + 0.09 (3)

Die Werte zeigen die Banddichte der Western Blots von Zelllysaten, die entweder gegeniber Luft oder Luft + 690kPa N,
fr 30 Minuten exponiert waren und danach einem Biotin-Switch-Assay unterzogen wurden. PBS: Zellen mit reiner Puffer-
Inkubation wahrend der Luft-/N,-Exposition; UV: Exposition gegenliber 5 Minuten UV-Licht nach der Luft-/N,-Exposition.
Weitere dargestellte Interventionen waren 5uM Cytochalasin D, 1ImM 1400W oder 10uM Nox2ds wahrend der Luft-/N,-
Exposition. Alle Werte sind als Durchschnitt + Standardabweichung dargestellt, n = Nummer der jeweiligen untersuchten
Proben; * = p<0,05 vs. Kontrollgruppe.

Tabelle 5. Proteinverbindungen (durch DTSP-Quervernetzung) von sF-Aktin, G-Aktin und tritonun-
I6slicher Aktinfraktion in Neutrophilen unter Exposition gegeniuber Luft (Kontrolle) oder 690kPa
N, fir 30 Minuten.

sF-actin VASP/actin | FAK/actin iNOS/actin | Flip/actin Flop/actin PDl/actin
690 kPa N, 4.68 +1.21* (291 + 0.39*% |2.79 + 0.29* |2.48 + 0.45* |3.28 +0.68* |4.03 + 0.43*
Air + UV 1.10+0.11 [1.09+0.08 |1.224+0.08 |[1.02+0.07 |1.1940.15 |1.11+0.04
N, +UV 0.86 +0.11 |0.96+0.08 (1.38+0.37 |1.01+0.15 |1.17+0.26 |0.88+0.11-
G-actin VASP/actin FAK/actin iNOS/actin | Flip/actin Flop/actin PDI/actin
690 kPa N, 0.12 4 0.05* | 0.19 + 0.05* | 0.27 + 0.08* | 0.17 + 0.06* | 0.45 + 0.13* | 0.36 + 0.08*
Air + UV 0.92 + 0.05 099+0.09 |1.58+043 |0.87+0.02 |1.03+£0.22 |1.08+0.13
N, + UV 089+0.16 |1.13+0.19 |1.45+0.29 |0.81+0.14 |1.07+0.15 |1.33+0.24
Triton- VASP/actin | FAK/actin iNOS/actin | Flip/actin Flop/actin PDl/actin
insoluble

690 kPa N, 0.16 + 0.06* |0.19 + 0.06* |0.22 + 0.10* | 0.29 + 0.09* | 0.35 + 0.13* | 0.20 + 0.03*
Air+ UV 115+ 022 |1.14+0.10 |146+0.27 |156+0.30 |[0.97+0.01 |0.96 + 0.06
N, +UV 0.916 + 0.20 |{0.93+0.17 |094+0.18 |1.32+0.22 |1.03+0.15 |0.75+0.13

Die dargestellten Werte sind Relationen, die aufgrund der Banddichte der jeweiligen Proteine in Bezug auf die Aktin-
Banddichte in der jeweiligen Probe ermittelt wurden. In jeder Tabelle sind die Werte gegenlber der Banddichte der luftex-
ponierten Kontrollgruppe der jeweiligen Untersuchungsreihe standardisiert, d.h. ein Werte grofer 1,0 zeigt eine Erhdhung
der Proteinvernetzung mit Aktin an, wahrend ein Wert unter 1 eine geringere Proteinvernetzung darstellt. Wenn angezeigt
wurden die Zellen fur 5 Minuten UV-Licht ausgesetzt bevor das STSP beigefliigt wurde und danach hinsichtlich der Tritonlos-
lichkeit aufgeteilt (s. Methoden). Die Daten sind als Durchschnittswerte + Standardabweichung dargestellt (n=5 bei allen
Reihen), * zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied gegenuber der raumluftexponierten Kontrollgruppe an (p<0,05,
ANOVA).
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Tabelle 6. Immunoprezipitation der short-F-Aktin-Fraktion in murinen Neutrophil-Zelllysaten nach
der Exposition gegeniiber 690kPa N, fir 30 Minuten versus der luftexponierten Lysaten (Kontrolle
als Protein/Aktin-Ratio = 1 gesetzt).

VASP/actin | FAK/actin iNOS/actin | Flip/actin Flop/actin PDI/actin
690 kPa N, |1.61 +0.24* |2.15+ 0.20% |1.57 + 0.34* |1.38+0.21 |1.36+0.41 |0.99 +0.11
N, + UV 0.88+0.20 [1.11+0.14 |1.19+0.24 [0.85+0.20 |1.49+0.43 |0.84 +0.09
Control/UV |1.17 + 0.17 |1.21+0.19 |1.13+4+0.27 |1.02+0.11 |0.96+0.24 |1.26+0.11

Die short-F-Aktin-Fraktion wurde aus den Neutrophilen isoliert und mittels Aktin-Antikérpern einer Immunoprezipitation un-
terzogen. Wenn angezeigt wurden die Zellen nach der N,- oder Luftexposition und vor der Lyse fir 5 Minuten UV-Licht aus-
gesetzt. Western Blots wurden angelegt und die Werte als Verhaltnis der Protein-Banddichte versus der Aktin-Banddichte
angegeben. Diese wurden dann hinsichtlich der Werte der Kontrollgruppe als Verhaltnis angegeben, d.h. der Wert der Kon-
trollgruppe (raumluftexponiert ohne UV-Licht) wurde als 1 gesetzt. Die Werte sind als Durchschnitt + Standardabweichung
angegeben (n=6), * = p<0,05 ANOVA.

Tabelle 7. Singlet-O,-sensor-green (SOSG)-Fluoreszenz in Neutrophil-Suspensionen nach Gasex-
position.

Air Air +
186 kPa 345 kPa 690 kPa 690 kPa 690 kPa 690 kPa 690 kPa
N, N, N, Ar He SF, N,O
0+ 0(26) 441 + 5 4101 + 6237 + 5253 + 1309 + 27 + 84 212 + 97
(3)* 260 (3)* 243 (11)* 259 (6)* 152 (6)* (6) (6)*

Zellen wurden fir 30 Minuten mit SOSG inkubiert und danach gegentber Luft + den angegeben Gasen fir 5 Minuten
exponiert. Die Werte zeigen die Fluoreszenz nach der Gasexposition. Sie sind als Durchschnitt = Standardabweichung
angegeben, die ProbengréBe ist in der Tabelle gezeigt. * = p<0,05 vs. Luft (ANOVA); 690kPa N, und Ar-Werte sind statis-
tisch signifikant unterschiedlich gegenliber den Werten bei 690kPa He, SF, und N,O. Zudem sind alle N,-Werte signifikant
voneinander unterschiedlich (ANOVA).

Tabelle 8. Physikalische Eigenschaften der in dieser Studie benutzten Gase.

Gas MW (g/mol) Van der Waals volu- Polarizability Oil:gas
me (ml/mol) (104 cm3) partition
coefficient
He 4 11.9 0.21 0.016
N, 28 15,8 1,74 0,069
Ar 40 16.8 1.64 0.13
N,O 44 18,9 3,03 1,4
SF, 146 46.8 6,54 0,293

Die Werte sind aus (39, 68, 69); MW = Molekulargewicht.
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beschrieben wir, das VASP eine hoéhere Affinitat
gegenuber S-nitrosylierten short-Aktin-Filamenten
zeigt und dies die Aktinpolymerisation beschleu-
nigt (24,29). VASP verbindet zudem die Proteine
Rac, PKA und PKG in unmittelbarer Nahe zu kurzen
Aktinfilamenten und die daraufhin entstehende Rac-
Aktivierung erhohte die Formation von FBEs. Dieser
Prozell fuhrt dann zu einer erhéhten Verbindung
von FAK und short-Aktin-Filamenten. FAK unterstitzt
zudem die Verbindung von iNOS und Aktinfilamen-
ten und nach der Bildung der Aktin-Dimerform wird
die Enzymaktivitat gesteigert.

Ein Paradigma fUr die Bildung von MP beinhaltet die
Exposition von Phosphatidylserin auf der Zellober-
flache als Konsequenz der Translokalisation durch
aktivierte Floppase(n) (45) sowie der Inhibition von
Flippase(n) (46) und der Aktivierung von Scram-
blase durch einen CalciumeinfluB (47,48). Unsere
Ergebnisse zeigen, dals Inhibition oder Depletion
von Flippase und Floppase die MP-Generierung
inhibieren. Die Stérung dieser Enzyme behindert
stark den Produktionsprozess. Uberraschenderweise
zeigte sich zudem, daR die Hemmung dieser Enzyme
die Bildung von FBEs behindert und daR der aktinba-
sierte Zyklus die Entstehung von reaktiven Spezies
involviert (Tab. 3). Daher wurde in Abb. 9 ein Dop-
pelpfeil in diesem Abschnitt verwendet. Wie diese
Enzyme zudem den Aktinumsatz beeinflussen muss
in weiterfuhrenden Studien untersucht werden.

Die Ergebnisse zeigen, dal8 Aktinfilamente fur die
Aktivierung der NOX bendtigt werden, dies wurde
auch in anderen Untersuchungen beschrieben (49).
Die Persistenz der NOX-Aktivitat und der Produktion
von freien Radikalen - durch die DCF-Fluoreszenz
dargestellt - fihrte zu der Untersuchung der Rolle
der PDI in der Entstehung von MP. Die Daten in Tab.
3 deuten auf eine Verbindung zwischen Aktinumsatz
(FBE-Bildung), FAK und der Produktion von reaktiven
Spezies hin. Wie die NOX im Rahmen dieses laufen-
den Prozesses aktiviert werden kann ist unklar. Bei
FAK ist eine Interaktion mit der NOX-Aktivitat in meh-
reren Studien nachgewiesen worden, jedoch ist eine
direkte Verbindung zwischen FAK und NOX noch un-
bekannt (50-52). Es gibt Hinweise fur eine Stdérung
des Zytoskeletts mit nachfolgender Modifizierung
der PDI-Aktivitat. Oxidierte PDI verstarkt zudem die
Aktivitat von NOS (53,54). Unsere Ergebnisse zeigen,
daB der NOS-Enzymkomplex im 4stindigen Postde-
kompressionsintervall aktiviert - oder wiederholt re-
aktiviert - wird. Dies geschieht durch den Ablauf, der
in Abbildung 9 dargestellt wird. Andere Untersucher
haben zudem eine Verbindung zwischen PDI und ei-
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nem Floppase/Flippase-getriggerten Phosphatydils-
erinumsatz beschrieben (55).

Die Komprimierung durch Luft mit nachfolgender
Dekompression hat eine Aktivierung der Neutrophi-
len - als B,-Integrin-Expression und Degranulierung
nachweisbar - zur Folge. Dieser Effekt ist jedoch im
Vergleich zu traditionellen Zellaktivatoren wie Zymo-
san und Phorbolester milde (3, 56, 57). In dieser Stu-
die betragt der durch NOX beeinflufte O,-Verbrauch
in Zellen nach Exposition gegendber hohen Inert-
gaspartialdriicken nur ungefahr 13% dessen, was
durch die Gabe von Phorbol-12-myristat-13-acetat
beschrieben wurde (57).

Obwohl die NOS-Aktivitat geringfligig dem Gasdruck
zuzuschreiben ist, ist die iNOS-Aktivitat hiervon
nicht beeinfluBt. Zudem war die iNOS-Aktivitat in
murinen Zellen wahrend der Druckexposition (Abb.
3) und in den 4 nachfolgenden Stunden gleich. Diese
Ergebnisse der Enzymaktivitat nimmt Einflul8 fir die
Evaluierung der Bildung von freien Radikalen in der
DCF-DA-Untersuchungsreihe.

Die Groéenordnung der DCF-Fluoreszenz wahrend
der Inertgas-Druckexposition der Zellen (Abb. 5) war
um das mehrfache héher wie nach der Dekompres-
sion (Abb. 6). Dieser Unterschied kann nicht durch
eine Veranderung der Aktivitat der iNOS erklart wer-
den. Die Aktivitat der NOX konnte wahrend der Kom-
pression leider nicht gemessen werden, aber eine
Erhéhung der Fluoreszenz-Rate um das 100fache
im Vergleich zu den post-Dekompressionswerten
scheint nicht physiologisch plausibel zu sein. Daher
sehen wir eine Verstarkung durch Substanzen, die
zur Oxidation von DCF wahrend der Druckexpositi-
on fahig sind, als vernachlassigbar im Vergleich zur
primaren Produktion von ROS und -NO als Ursache
far die Erhdhung der DCF-Fluoreszenz an. Eine Ver-
starkung der Superoxid-Produktion konnte jedoch
in diesem Rahmen stattfinden, da die Inertgas-O,-
Kollisionen im Beisein eines Elektronendonors dazu
fUhren kénnten, wie es in anderen Studien ex vivo
beschrieben wurde (18). Diese so genannten 3-Kor-
per-Reaktionen haben jedoch eine sehr konstante
Rate hinsichtlich des Einfangens eines Elektrons im
Vergleich zu O, aufgrund ihrer van-der-Wals-Molekl-
formation (15,17)

Die Aktivitdten von NOX und iNOS und die erhdhte
DCF-Fluoreszenz in murinen Neutrophilen persis-
tieren allesamt fir 4 Stunden nach einer 30minU-
tigen Exposition gegentber hohen Driicken der In-
ertgase Wir glauben das diese Persistenz aufgrund



TAUCHMEDIZIN. DCS und Mikropartikel

eines aktiven Aktinumsatzes geschieht, wie es in
der Untersuchung der FBE gezeigt wurde. Jedoch
erklart dies nicht wieso die gemessenen iNOS-Akti-
vitat nach ca. 1 Stunde ein Plateau erreicht (Abb. 3),
die NOX-Aktivitat Uber ca. 10 Minuten verschwindet
(Abb. 4) und die post-Dekompressions-Rate der DCF-
Fluoreszenz ebenfalls nach ca. 10 Minuten eine Pla-
teauphase zu erreichen scheint (Abb. 6).

Wir vermuten, dall diese zeitliche Begrenzung in
Abhangigkeit des dynamischen Verlaufs des Akti-
numsatzes einzuordnen ist. Eine Erklarung hierfur
ware, dall zu jedem Zeitpunkt wahrend der post-
Dekompressionsphase nur ein kleiner Bruchteil der
Neutrophilen genug freie Radikale produziert, die
die antioxidative Kapazitat der Neutrophilen in der
Lésung insgesamt soweit Ubersteigt, daR das SNO-
Aktin komplett eradiziert wird.

In den Untersuchungen an isolierten Proteinen konn-
te eine Verbindung zwischen iNOS und den mit FAK-
assoziierten Aktinfilamenten gezeigt werden. Eine
Zunahme von komplexen Formationen wird jedoch
verhindert, da dasAktin S-nitrosyliert wird (26). Die
Aktivitat der iNOS wird durch eine FAK-gesteuerte
Verbindung mit Aktinfilamenten erhéht, aber die
‘NO-Produktion war durch den Verbrauch aufgrund
der S-Nitrosylierung des Aktins nur von zeitlich
begrenzter Dauer (26). Daher stellen wir die Hy-
pothese auf, daf sobald Zellen gegenuber N, oder
Edelgasen exponiert wurden der in Abb. 9 gezeigte
Ablauf durch EinfluB von SNO-Aktin und der Bildung
von reaktiven Spezies in den benachbarten Zellen
beeinfluBt wird. Das Verschwinden der NOX-Aktivi-
tat nach ca. 10 Minuten nach der Dekompression
kdnnte zudem aufgrund einer Aktinfilament-Bildung
geschehen, die zu einer Aufldsung des Enzymkom-
plexes fihren kann (57).

Die DCF-Fluoreszenz ist sowohl mit der iNOS- als
auch mit der NOX-Aktivierung vergesellschaftet
und dies geschieht unter den in Tab. 3 beschriebe-
nen verschiedenen Interventionen/Inhibitionen. Die
Ergebnisse der Abb. 5 bendtigen jedoch eine weiter-
gehende Diskussion. Wir glauben, da8 die 10 Minuten
bis zum Erreichen des Plateaus der DCF-Fluoreszenz
die Zeit darstellen, die die Zelle benétigt, um einen
Steady State in der Aufnahme dieser Substanz zu
erreichen. Eine gleiche zeitliche Dynamik mit einem
Erreichen eines Plateaus nach ungefahr 10 Minuten
wurde in Kardiomyozyten nach Gabe von DCF-DA
berichtet (58). In dieser Studie konnte gezeigt wer-
den, dal8 der Prozel8 zum Erreichen der Durchlassig-
keit der Zellen keine Leckage des DCF verursachte,

da dies in die Mitochondrien eingeschleust wurde.
Ein ahnlicher Vorgang kénnte erklaren, warum die
OG-Prozedur keinen signifikanten Effekt auf die DCF-
Fluoreszenz in unserer Untersuchung hatte.

Die genaue Rolle der Modifikationen des Zytoskeletts
in der Dynamik der MP-Bildung ist bisher nur wenig
verstanden. Aber wie in der Einleitung beschrieben
wurde fuhrt eine Instabilitdt des Zytoskeletts zur
Bildung von Mikropartikeln (14). Unsere Daten zei-
gen eine klare Notwendigkeit flr eine Aktinpolyme-
risation und - wie in der Abb. 8 und der Tab. 4 darge-
stellt - eine Vielzahl von Proteinen gelangen durch
die Druckexposition in die unmittelbare Nahe der
kurzen Aktinfilamente. Die Immunoprezipitations-
Untersuchung identifizierte statistisch signifikante
Verbindungen zwischen den kurzen Aktinfilamen-
ten, iNOS, FAK und VASP; jedoch nicht mit Flippase,
Floppase und PDI. In der DTSP-Quervernetzungs-Un-
tersuchungsreihe (die eine Nahe der Proteine zum
Aktin von ungefahr 12 A° anzeigt (35)) waren diese
letztgenannten Interaktionen hdchstens schwach
und kurzfristig. Es ist jedoch wahrscheinlicher daR
keinerlei Verbindung dieser Proteine mit Aktinfila-
menten entsteht.

Der Ablaufzyklus in Abb. 9 kann durchaus noch
komplexer sein als gezeigt. Weitere Studien hier-
zu sind erforderlich. Es wurde z.B. eine Verbindung
zwischen FAK, Aktinumsatz und der Thioredoxin-Re-
duktase (TrxR) beschrieben. TrxR kann die Aktivitat
von PDI verstarken (25,59). Eine intrazellulare TrxR-
Depletion hatte keinen dauerhaften Effekt auf die
Inertgas-induzierte MP-Bildung (Daten nicht gezeigt),
jedoch ist die Rolle dieses Enzyms noch unklar und
es ist durchaus maglich, dall TrxR einen groBeren
EinfluB auf die Entfernung von SNO-Aktin besitzt als
in bisherigen Studien beschrieben (25).

Das Vorkommen von SNO-Aktin in N -exponierten
Neutrophilen flhrt zu Fragen hinsichtlich einer
Immunsystem-Reaktion. Die S-Nitrosylierung von
Aktin-Cystein-Residuen behindert die Adharenz des
B,-Integrins (24,29). Eine Kompromittierung des Im-
munsystems ist im Rahmen des Tiefseetauchens
bisher unbekannt, daher vermuten wir einen Unter-
schied in der Proteinmodifikation in dieser Studie im
Vergleich zu den Modifikationen in Verbindung mit
einer O,-Exposition unter hohen Drlcken. Diese Ver-
mutung kénnte durch die eher normale Expression
der NOX-Aktivierung unterstutzt werden, die oben
besprochen wurde. Trotzdem bendtigt auch dieser
Aspekt weiterfiihrende Untersuchungen zur Klarung.
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Diese Studie wurde durch die Beobachtung des
Zusammenhangs zwischen der Bildung von MP und
der DCS initiiert (3, 4, 6, 9). DCS entsteht durch das
Auftreten von Gasblasen durch einen Exzefl an In-
ertgas an einer beliebigen Stelle des Kérpers. Man
weild jedoch wenig Uber die Eigenschaften der Gase
und hohen Partialdricken in Geweben oder Uber
den Entstehungsmechanismus selber. Studien an
Mausen suggerieren dall MPs als Nukleationsstellen
fir Gasblasen funktionieren kénnen. Die hier be-
schriebene Erkenntnis, dal ein erhéhter Gasdruck
zur Aktivierung der iNOS fuhrt, unterstutzt diese
Vermutung (7). Humane Neutrophile, die einem
Druck von ca. 186kPa oder mehr ausgesetzt waren,
produzieren MPs. Dieser Wert ist bemerkenswert
nah am Schwellenwert-Druck von 135kPa, bei dem
endogene Blasen in Menschen nach Dekompressi-
on beobachtet werden kénnen (60). In Einklang mit
unseren Ergebnissen stehen auBerdem die pradik-
tiven DCS-Kurven fur Nagetiere, die ebenfalls eine
unterschiedliche Potenz zwischen den Inertgasen
aufweisen (Ar> N, > He) (61).

Humane Zellen bilden MPs in einer schnelleren Rate
im Vergleich zu murinen Neutrophilen, zumindest bei
einer 30minutigen Exposition. Genau wie der Unter-
schied in der Bildungsrate gibt es Differenzen in der
Neigung zur DCS-Entwicklung. Es wurde vermutet,
daR dies an einer unterschiedlichen Empfanglichkeit
fur die DCS liegt und nicht an einem fundamenta-
len Unterschied in der Pathophysiologie der DCS
(62) in unterschiedlichen Organismen. Menschen
sind sensitiver als Mause. Die N,-,Dosis”, die not-
wendig ist, um bei 50% einer Studienpopulation von
sieben verschiedenen Spezies eine DCS hervorzuru-
fen, scheint vom Kérpergewicht abzuhangen. Hierbei
scheinen kleinere Tiere das exzessive Inertgas auf-
grund der schnelleren Kreislaufzirkulationszeit und
des schnelleren Metabolismus besser eliminieren
zu kénnen (63). Ob dieser Unterschied in der DCS-
Anfalligkeit auch aufgrund einer unterschiedlichen
MP-Bildungsrate besteht ist ein interessanter Ansatz
fir weitere Studien.

MP werden durch Neutrophile bei Inertgasdricken
gebildet, die haufig von menschlichen Tauchern
erreicht werden. 186kPa ist einer Wassertiefe von
18,6m aquivalent. Daher sind die in dieser Studie
gefundenen biochemischen Ergebnisse durchaus
von praktischer Bedeutung. Ob auch andere Zell-
typen als Neutrophile die gleichen Reaktionen auf-
grund der Gasexposition zeigen, muB noch weiter
erforscht werden.
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Die Dynamik der Mikropartikel hangt zudem von
der kérperlichen Anstrengung und dem O,-Partial-
druck der verwendeten Atemgasmischung ab. Dies
erhéht natlrlich die Komplexitat der Interaktionen
(3,4). Wahrend die Verbindung zwischen MPs und
DCS weiterhin unklar bleibt, bietet diese Studie eine
Erklarung fur die vermehrte Bildung von Mikroparti-
keln in neutrophilen Zellen in Mausen und Menschen
an, die hohen Dricken ausgesetzt worden waren
(3,4,6). Die Kaskade der inflammatorischen Antwor-
ten auf die Bildung von MP und insbesondere die
Aktivierung der iNOS konnte zudem erklaren, wieso
der Beginn von DCS-Symptomen erst nach einigen
Stunden nach der Dekompression auftreten kann
(7-9,64).

Des weiteren besteht immer noch nur ein schlechtes
Verstandnis fur die Kapazitat von Edelgasen, eine
Antwort auf oxidativen Stress hervorzurufen, der
in anderen Studien zu einer Zunahme der Toleranz
gegenuber Ischamie gefuhrt hat (65,66). Die Gene-
rierung von O,-Singuletts bietet einen allgemeinen
Initiationspunkt fir mehrere weiterfUhrende Mecha-
nismen an. Unsere Untersuchungsergebnisse lassen
vermuten, dal8 Edelgase unter hohem Druck fahig
sind, in Geweben die Bildung von O,-Singuletts her-
vorzurufen. Dies ist bisher nur durch die Gabe von
Photosensitizern und sichtbarem Licht in der onko-
logischen Therapie von oberflachlichen Geweben er-
reicht worden. Weitere Untersuchungen hinsichtlich
dieser Perspektive sollte durchgefihrt werden.

Ubersetzung

Dr. Simon Kalender
Facharzt fur
Anasthesie/Intensivmedizin/
Notfallmedizin/Taucherarzt
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ressluft ist beim Sporttauchen seit Jahrzehnten

das am weitesten verbreitete Atemgas - gleich-
sam der Standard. Atemgasgemische mit einem
niedrigeren Stickstoff- und einem hdheren Sauer-
stoffanteil (Nitrox) werden bei Tauchern zur Verlan-
gerung der Grundzeiten oder zur Verringerung des
Dekompressionsstresses bei Tauchgangen mit typi-
schen Tauchzeiten zunehmend beliebter. Nach 25
Jahren Nitrox beim Sporttauchen haben Taucher und
Tauchmediziner in der Praxis wertvolle Erfahrungen
seiner Anwendung machen kénnen. Einige Taucher
haben Erfahrungen gesammelt, die sich des wissen-
schaftlichen Beweises entziehen. Sie haben den Ein-
druck, dass sie nach einem Nitrox-Tauchgang nicht
so erschopft sind.

Gibt es handfeste Beweise zur Untermauerung der

Beobachtung, dass Nitrox nach dem Tauchen weni-
ger mide macht? Welche magliche Antwort gibt des
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aus wissenschaftlicher Sicht flr dieses Phanomen?

Midigkeit oder korperliche Erschopfung sind phy-
siologische Folgen auBergewdhnlicher kérperlicher
Aktivitat. Charakteristisch dafur ist das subjektive
Gefuhl einer voribergehend reduzierten Fahigkeit
normale korperliche Aktivitaten durchzuflhren. Oft
steht es mit Schlafrigkeit und Lethargie in Zusam-
menhang und manchmal mit suboptimaler geistiger
Leistungsfahigkeit. Erschépfung ist zwar nach un-
auffalligen Tauchgangen ohne symptomatischen De-
kompressionsunfall (DCI) zum einen nicht untblich,
wird aber zum anderen regelmaBig als typisches
Symptom einer beginnenden DCl interpretiert.

Subjektive Berichte von Tauchern Uber Erschép-
fung nach Nitrox-Tauchgangen werden indes kont-
rovers diskutiert. Den persénlichen Eindriicken der
Taucher stehen objektive Studien gegeniber, die
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keinen signifikanten Unterschied beim Erschop-
fungszustand oder der geistigen Leistungsfahigkeit
zwischen Luft- und Nitrox-Tauchgangen ausmachen
konnten.

Bei derselben Tauchzeit und -tiefe qgilt: je héher der
Partialdruck des eingeatmeten Sauerstoffs (,0,) und
je niedriger der Partialdruck des Inertgases (,N,),
desto niedriger der Dekompressionsstress. Dabei ist
die Annahme schon verlockend, dass ein niedrigerer
Dekompressionsstress gleichzeitig mit der Empfin-
dung eines Tauchers einhergeht ,nachher” weniger
erschopft zu sein. Ein hoherer O, flhrt jedoch zu
mehr oxidativem Stress des Korpers; der ,O, von Ni-

trox ist bei gleicher Tiefe hoher als der von Luft.

Studien gehen davon aus, dass oxidativer Stress,
der durch den hoheren Nitrox-,0, entsteht, eine En-

Abbildung 1
Tauchgerate-Fullungen mit Nitrox werden heute in vielen Tauch-Destinationen alternativ zu komprimierter Atemluft
angeboten.

dotheldysfunktion verursachen kann, die wiederum
zu unspezifischen Symptomen fuhren kann, die als
Muadigkeit interpretiert werden kdénnten. Beobach-
tungen von klinisch tatigen Uberdruckmedizinern,
die von einem Zusammenhang zwischen gréfRerem
oxidativem Stress wahrend einer hyperbaren Sauer-
stofftherapie und der starkeren Ermudung nach der
Behandlung berichten, bestatigen dies.

Wir haben zwei Experten zu dem Thema hinzugezo-
gen, die dabei helfen sollen, die persdnlichen Ein-
drucke der Taucher bezuglich der ginstigen Auswir-
kungen von Nitrox auf den Erschépfungsgrad nach
einem Tauchgang mit den kontroversen Ergebnissen
der Studien zu diesem Phanomen unter einen Hut
Zu bringen.
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Was sind mogliche Ursachen fiir das Ge-
fuhl der Erschopfung nach dem Tauchen?

Richard Harris: Das Gefuhl der Erschépfung nach
dem Tauchen kann von vielen Faktoren herrGhren.
Einige davon kdnnen mit dem Tauchen zusammen-
hangen. Da ist vieles denkbar, auf das ich hinweisen
mochte: thermischer Stress, Dekompressionsstress,
Energieverbrauch, hohe Sauerstoffaufnahme Uber
einen langeren Zeitraum hinweg, Angst und See-
krankheit. Aber es gibt noch viele andere magli-
cherweise nicht zusammenhangende Ursachen wie
Schlafmangel im Urlaub, Alkohol, Jet Lag, usw.

Neal Pollock: Viele Menschen verstehen die
physiologischen Auswirkungen des vollstandigen
Eintauchens ins Wasser nicht wirklich. Als sofortige
Reaktion auf den hydrostatischen Druck wird eine
erhebliche Menge des Bluts, das normalerweise in
den Kapazitatsgefalen (Venen) der Beine bleibt,
zum zentralen Volumen (in die Brust) verlagert. Eine
historische Untersuchung (,Gauer-Henry-Reflex")
hat bereits ergeben, dass wahrend der Ruhephase
des Herzzyklus durchschnittlich 700ml Blut ins Herz
gedrickt werden. Der Herzmuskel erfahrt durch das
erhdhte Blutvolumen eine Ausdehnung und reagiert
darauf unmittelbar indem sich die Kontraktilitat er-
hoht und es kurzfristig zu einer Hemmung des ADH
kommt. Alles in allem eine schlitzende Reaktion auf
den physiologischen Messwert eines zu hohen zent-
ralen Flussigkeitsvolumens. In der Praxis ist das der
Grund dafir, warum man selbst nach sehr kurzen
Aufenthalten im Wasser den Drang versurt, urinie-
ren zu mussen.

Nach dem Verlassen des Wassers kann es bei dem
Taucher zu einer unmittelbaren Reduzierung des
Blutvolumens kommen, das zum Herzen zurlck-
flieBt. Ich sage hier gezielt "kann", denn ein ein-
engender Nassanzug kann selbst schon ohne ein
Eintauchen ins Wasser einen Teil des Blutes in die
Brust leiten. Nach dem Tauchgang (oder nach dem
Ausziehen des Nassanzugs) reduzieren sich bei dem
Taucher das zentrale Blutvolumen und der Blutdruck.
Die Wirkung geht Uber den einfachen Verlust von hy
drostatischem Druck hinaus, da der Kérper wahrend
des Tauchens (oder des Tragens des Nassanzugs)
aktiv das Flussigkeitsvolumen reduziert hat. Tat
sachlich erklaren diese Vorgange héchstwahrschein
lich den groBten Teil des normalen Erschépfungszu
stands nach dem Tauchen. Am wichtigsten jedoch
ist, dass die Erschopfung aufgrund des Eintauchens
ins Wasser auftritt und unabhangig von der Tiefe
und von Dekompressionsstress ist.

46 |

Gibt es verlassliche Daten, die die Be-
hauptung bestatigen, dass Nitrox nach
dem Tauchen zu weniger Erschopfung
fuhrt als Luft?

Harris: Nein. Ich bin jedoch nicht davon uUberzeugt,
dass durch die jeweilige Trennscharfe und den jewei-
ligen Stichprobenumfang das Problem umfassend
angegangen wurde. Experten-Beweise zum Thema
Nitrox und Erschopfung stehen aus.

Pollock: Die Daten, die diese Behauptungen un-
terstitzen sollen, sind nicht schlissig. Das ist kei-
ne Uberraschung, denn der ,0, steigt schon alleine
mit der Tiefe. Es gibt keinen Grund dafir daruber zu
diskutieren, ob sich jemand weniger erschopft flhlt
oder nicht. Studien zeigen, dass der Placebo-Effekt
eine physiologische Auswirkung hat. Soll der Taucher
dieses Geflihl also genielen. Am wichtigsten ist es
flr Taucher innerhalb der empfohlenen ,0,-Grenzen
zu bleiben, damit eine Sauerstofftoxizitat vermieden
wird.

Da der hohere Anteil Sauerstoff im Nitrox
zu erhohtem oxidativem Stress zu fiithren
scheint, wie wiirden Sie diese scheinbar
kontraproduktiven Wirkungen von Nitrox
erklaren?

Harris: Oxidativer Stress kann die neurale Akti-
vitat ebenso behindern wie z.B. Alkohol. Das kann
sich auf inhibitorische Neuronen auswirken und so
(vorubergehend) das Arousal-Niveau erhdhen. Per-
sonlich gesprochen fuhlten meine Teammitglieder
und ich uns nach 8 bis 17stundigen Hoéhlentauch-
gangen in 6 °C kaltem Wasser und bei maximalen
Tiefen von Uber 200 Metern sehr gut. Wie lieRe sich
das in Anbetracht des Dekompressionsstresses und
des thermischen, physikalischen, oxidativen und
psychologischen Stresses, den wir bei diesen Tauch-
gangen erlebten, erklaren? Vielleicht waren wir ein-
fach nur froh am Leben zu sein? Ich habe mich aber
auch schon nach sehr viel flacheren Tauchgangen
mit niedrigeren O,-Aufnahmezeiten und kirzeren
Aufenthalten in warmerem Wasser miserabel, mide
und erkaltet gefuhlt. Es gibt ganz einfach zu viele
andere Variablen um durchweg nur aufgrund eines
einfachen Atemgaswechsels einen Unterschied fest-
zustellen.

Pollock: Oxidativer Stress hat sicherlich das Poten-
zial problematisch zu werden, bei den typischerwei-
se kurzen Aufnahmezeiten von Sporttauchgangen
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vermutlich aber eher weniger. Zur Untersuchung
der physiologischen Bedeutung bedarf es weiterer
Studien.

Sind Ermidung/Erschopfung lhrer Ansicht
nach Anzeichen einer subklinischen DCI?

Harris: Ich denke Erschopfung kann ein Symptom
einer DCI sein, der Zustand muss jedoch schon he-
rausragend sein um mich zu beeindrucken. Schwe-
re Erschopfung, also das Gefuhl zu haben an einer
Grippe zu leiden und nicht nur "ein bisschen muder
als sonst nach dem Tauchen" zu sein, ist schon eine
ernstere Sache. Statt den Ausdruck subklinische
DCI zu verwenden, von dem ich kein Fan bin, wir-
de ich einen Erschépfungszustand nur dann ,DCI”
assoziieren, wenn er Teil einer Konstellation von
Symptomen ist.

Pollock: Normale Midigkeitsmuster nach dem Tau-
chen wurden hier also nicht zutreffen. Nur eine "un-
gewohnliche Erschopfung”, die erheblich Gber dem
typischen Niveau liegt, konnten ein Anzeichen oder,
was wahrscheinlicher ist, ein Symptom sein. Es ist
wichtig, den Taucher die Art und den Umfang der
Wirkung beschreiben zu lassen um normal von au-
Rergewdhnlich zu unterscheiden.

Trotz des allgemeinen Eindrucks, dass ein Tauch-
gang mit Nitrox weniger mide macht als derselbe
Tauchgang mit Atemluft, hat die Wissenschaft bis-
lang noch keinen soliden Beweis zur Untermauerung
dieser Annahme hervorgebracht. Der Placebo-Effekt
sollte nicht unterschatzt werden und muss noch wei-
ter untersucht werden.

Egal welche Fragen zuklnftige Untersuchungen in
diesem Bereich vielleicht noch beantworten: es ist
immer noch korrekt fur die Uberlegte Verwendung
von mit Sauerstoff angereicherten Mischungen zu
werben. Nicht unbedingt mit dem Ziel die Grundzei-
ten auszudehnen, sondern eher zur Unterstutzung
der Reduzierung von Dekompressionsstress.  Wenn
das Tauchen mit Nitrox dazu fuhrt, dass man sich
am Ende eines Tauchtages weniger mude fuhlt, egal,
ob es nun eine wissenschaftliche Erklarung dafur
gibt oder nicht, empfehle ich zur Ausnutzung dieses
Effekts - aber immer auf Nummer Sicher.

Ulrich van Laak
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Abbildung 1
Intensiv-Therapie in einer groBen Mehrplatz-Behandlungsdruckkammer (Karolinska, Stockholm, Schweden). Alle medizi-
nisch-technischen Gerate (Ventilator, Perfusoren, Monitore, ICU-Bett, ...) mlssen in der EU gemaR Medizinproduktege-
setz (MPG) und MPG-Betreiberverordnung zum Betrieb in einer Behandlungsdruckkammer zugelassen und regelmafig
Uberpruft werden. Die Red. Foto: F. Lind, mit freundlicher Genehmigung.

Abstract

Hyperbaric oxygen treatment (HBOT) of critically ill
patients requires special technology and appropria-
tely trained medical team staffing for '24/7' emer-
gency services. Regardless of the chamber system
used it is essential that the attending nurse and
critical care specialist understand the physics and
physiology of hyperbaric oxygen for safe treat-
ment and compression/decompression procedures.
Mechanical ventilation through endotracheal tube or
tracheotomy is hampered by the increased gas den-
sity and flow resistance with risks of hypoventilation,
carbon dioxide retention and oxygen seizures. Venti-
lation should be controlled and arterial and end-tidal
carbon dioxide levels monitored. Haemodynamically
unstable patients require careful risk-benefit evalua-
tion, invasive monitoring and close supervision of in-
otropes, vasopressors and sedative drug infusions to
avoid blood pressure swings and risk of awareness.
Two distinctly different chambers are used for critical
care. Small cost-efficient and easy-to-install acrylic
monoplace chambers require less staffing and no in-
side attendant. Major disadvantages include patient

Zusammenfassung

Die Hyperbare Sauerstoff-Therapie (HBO) von kritisch
kranken Patienten erfordert spezielle Techniken und
ein adaquates, geschultes Behandlungsteam flir eine
'24/7' Notfallbereitschaft. Unabhangig vom verwen-
deten Druckkammersystem ist dabei Grundvoraus-
setzung fur eine sichere Therapie, Kompression und
Dekompression, dass betreuendes Pflegepersonal
und Intensivmediziner die Physik und Physiologie des
hyperbaren Sauerstoffs verstehen. Eine mechanische
Beatmung via Endotrachealtubus oder Tracheostoma
wird durch erhéhte Gasdichte und Atemwiderstande
behindert. Hier besteht das Risiko der Hypoventilati-
on, der CO,-Retention und von Sauerstoff-induzierten
generalisierten Krampfanfallen. Die Beatmung sollte
kontrolliert erfolgen, arterielle und endexpiratorische
CO,-Werte sollten Uberwacht werden. Hamodyna-
misch instabile Patienten erfordern eine sorgfaltige
Risiko-Nutzen-Evaluation, invasives Monitoring und
engmaschige Uberwachung von inotropen, vasopres-
siven und sedativen Medikamenten-Infusionen, um
Schwankungen des Blutdrucks und der Narkosetiefe
zu verhindern. Fir Intensiv-Patienten werden zwei
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isolation with difficulties to maintain standard organ
support and invasive monitoring. Monoplace ven-
tilators are less advanced and require the use of
muscle relaxants and excessive sedation. Intrave-
nous lines must be changed to specially designed IV
pumps located outside the chamber with chamber
pass-through and risk of inaccurate drug delivery.
The multiplace chamber is better suited for HBOT of
critically ill patients with failing vital functions and
organ systems, primarily because it permits appro-
priate ICU equipment to be used inside the chamber
by accompanying staff. Normal 'hands-on' intensive
care continues during HBOT with close attention to
all aspects of critical patient care. A regional trau-
ma hospital-based rectangular chamber system
immediately bordering critical care and emergency
ward facilities is the best solution for safe HBOT in
the critically ill. Disadvantages include long-term
commitment, larger space requirements and higher
capitalization, technical and staffing costs.

Keywords
Hyperbaric oxygen therapy, intensive care medicine,
pressure chambers, safety, review article

Introduction

This review is influenced by 25 years of clinical
hyperbaric work by the author as a specialist in
anaesthesia and intensive care medicine, with re-
search and development ofhyperbaric medicine in
a hyperbaric oxygen treatment (HBOT) facility with
multiplace ICU capability and 24-hour emergency
services in the academic university trauma hospital
setting. Since 2006, the Karolinska University Hospi-
tal has used a large four-lock rectangular chamber
immediately bordering the ICU, staffed and equip-
ped for simultaneous full intensive care ofup to four
critically ill adult or paediatric patients with failing
vital functions.[1] In cooperation with manufactur-
ers, Germanischer Lloyd and the Karolinska Biome-
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grundsatzlich verschiedene Druckkammersysteme
verwendet. Kleine, kosteneffektive und einfach zu
installierende Monoplace-Druckkammern aus Acryl
bendtigen weniger Personal und keine Begleiterin der
Druckkammer. Hauptnachteil ist die Isolierung des
Patienten und die damit schwierige Aufrecherhaltung
einer standardisierten Intensiv-Uberwachung und Un-
terstitzung der Organfunktionen. Beatmungsgerate
fur Monoplace-Druckkammern sind weniger modern
und erfordern die Anwendung von Muskelrelaxanti-
en in tiefer Sedierung. Intravendse Zugange mussen
durch spezielle i.v.-Pumpen ausserhalb der Druck-
kammer und Kammerwand-Durchflihrungen geflhrt
werden - mit dem Risiko inkorrekter Medikamenten-
Dosierungen. Mehrplatz-Behandlungsdruckkammern
sind flir eine HBO-Therapie von Intensiv-Patienten mit
kritischen Vital- und Organfunktionen besser geeig-
net, vor allem, da sie den Einatz der Gblichen ICU-Aus-
rustung durch Begleitpersonal innerhalb der Druck-
kammer erlauben. Normale 'hands-on' Intensivpflege
kann auch wahrend der HBO-Terapie kontinuierlich
fortgefihrt werden, mit Wahrnehmung aller Aspekte
der Intensivmedizin. Eine Mehrplatzdruckkammer im
Rechteck-Design in einem regionalen Unfallkranken-
haus mit direkter Anbindung an Intensivstation und
Notfallaufnahme ist die beste Losung fur eine sichere
HBO-Therapie flr Intensivpatienten. Nachteile bein-
halten den hohen Zeitaufwand, groRere Platzerfor-
dernisse, sowie hohere Anschaffungs-, Technik- und
Personalkosten.

Schliisselworter
Hyperbare  Sauerstoff-Therapie, Intensivmedizin,
Druckkammern, Sicherheit, Review-Artikel

dical Engineering Department, many of the medical
devices like infusion pumps, patient monitors, the
patient data management system, defibrillator and
ventilator have received CE approval for use within
the hyperbaric chamber.[2]

Since 1992, the Karolinska has also had monoplace
chambers in daily clinical practice, introduced for
daily elective treatments in spontaneously brea-
thing patients.

Monoplace chambers have been found valuable
for emergencies, traumatic ischaemic conditions,
neurosurgical infections and also in spontaneously
breathing intensive care patients. This experience of
monoplace practice has been augmented by repea-
ted visits to hyperbaric units in Salt Lake City, Long



Beach, San Pablo and other reputable American cen-
tres, generally run by specialists in pulmonary criti-
cal care or emergency medicine, where monoplace
chambers are used extensively.

Abbindung 2

Fahrstand einer groBen Mehrplatz-Behandlungsdruck-
kammer (Karolinska, Stockholm, Schweden). Foto F.
Lind, mit freundlicher Genehmigung.

A large number of experienced and dedicated
nurses, technicians and colleagues at the Karolinska
have helped to develop our multiplace and mono-
place programmes to ensure that HBOT can be per-
formed safely in patients of all ages. With appropri-
ate monoplace chamber pass-throughs and infusion
pumps, drugs can be administered continuously int-
ravenously and through an epidural catheter during
HBOT. This makes it possible to combat pain, anxie-
ty and nausea effectively. The mono place has also
been used to treat many newly extubated intensive
care patients, especially in small children who will
not easily be persuaded to breathe through a mask
or a hood in the multiplace chamber. An intensive
care nurse can accompany the child in the mono-
place chamber and deliver all drugs manually for

HYPERBARMEDIZIN. Monoplace vs. Multiplace

constant drug delivery and to keep lines from clot-
ting. However, we have not used the monoplace in
intubated patients nor in unstable patients or 'when
in doubt', e.g., worries over pulmonary oedema or
immediately after a central line has been inserted
(with risk of pneumothorax), when we have taken
the option to use the multiplace chamber.

With this background of personal experience and ha-
ving never treated an intubated, unstable patient in
a monoplace chamber, this pro/con review contrasts
mono- and multiplace hyperbaric chambers for cri-
tical care. My views on how to design a new hos-
pital-based hyperbaric facility with ICU capabilities
were presented at the 2012 European Committee for
Hyperbaric Medicine Consensus Conference in Bel-
grade; and again at the 2013 Conference on Diving
Physiology and Hyperbaric Medicine in Japan.[3,4]

Background

HBOT has been used clinically for critically ill patients
for over 60 years, [1,5-11] and the two distinctly dif-
ferent types of chambers contrasted in this review
have also been available since the 1960s. In treating
the critically ill patient safely with HBOT, like with
many other medical interventions, it is important to
do a risk/benefit assessment. This requires unique
competence both in the complex pathophysiology of
the conditions treated as well as knowledge of HBOT
physics and physiology to avoid possible complica-
tions unique to HBOT exposure. Ventilation, whether
spontaneous or ventilator-assisted, is hampered by
the increased gas density at depth. This does not
affect oxygen (0O,) uptake but can lead to hypoven-
tilation. At 283 kPa pressure, the three-fold density
causes a doubling of flow resistance with a need for
change in ventilator settings to avoid harmful high
pressure, hypoventilation and carbon dioxide (CO,)
retention which, in turn, increases cerebral blood
flow and the risk of O, seizures. Ventilation should
be well controlled including careful monitoring of
arterial blood gases and end-tidal CO,.[12]

Haemodynamically unstable patients require careful
risk-benefit evaluation and close supervision due
to, for example, O,-induced systemic vasoconstric-
tion with changes in preload and afterload. During
HBOT, patients with hypervolaemia and/or reduced
left ventricular function are in danger of acute car-
diogenic pulmonary oedema, especially if treated
supine. Patients in septic shock risk hypovolaemia
after HBOT when vasoconstriction and thoracic blood
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pooling cease. Short-term, reversible hypoxaemia is
frequently seen immediately after HBOT due to ate-
lectasis and changes in central haemodynamics.[13]

Time to treatment is crucial for acute HBOT indica-
tions, for example, cerebral arterial gas embolism in
a comatose diver after free ascent or in the anaest-
hetized patient not waking up after open heart sur-
gery; the burns victim with carbon monoxide (CO)
and cyanide poisoning and inhalation injuries; the
unstable, septic fasciitis patient with multi-organ
failure or the motorcyclist with multiple trauma with
crush injuries, arterial damage with ischaemia or
with reperfusion injury after vascular reconstruction.
In general, the earlier these patients are treated, the
better the outcome.

Critical care HBOT 24/7 is often not available in hos-
pital-based HBOT centres due to lack of funding, ex-
perience, specialized equipment, intensive care unit
cooperation, trust between specialties, staffing, etc.
The political and historical background of each hos-
pital, region, country and continent has influenced
the location and critical care capabilities of available
HBOT facilities. The design of a HBOT facility often
depends on the individual physician in charge, ac-
cepted indications and how sick the patients are, i.e.,

Abildung 3

Vorbereitung eines Intensivpatienten zur Therapie in ei-
ner Monoplace-Behandlungsdruckkammer; Foto: Lindell
K Weaver, mit freundlicher Genehmigung

whether emergency care is required. We therefore
have a multitude of different solutions globally re-
garding the availability of HBOT and the use of mono-
or multiplace hyperbaric chambers for critical care.

MULTIPLACE CHAMBERS

Multiplace steel chambers are designed with two or
more independent compartments (locks) to accom-
modate patients and hyperbaric staff who may enter

52 |

and exit the chamber via an adjacent lock during
therapy. The multi place chamber is compressed
with air. Patients are provided with oxygen via an
individualized built-in breathing system, usually a
mask or head hood or by mechanical ventilation via
an endotracheal or tracheostomy tube. Dedicated
air compressors and large low- or high-pressure re-
ceivers provide the chamber air supply. A specialized
fire suppression system with water tanks for each
lock is necessary. A multiplace chamber allows ap-
propriate ICU equipment to be used bedside/inside
the chamber by the accompanying staff.

MONOPLACE CHAMBERS

Monoplace chambers are designed for single occup-
ancy, usually constructed of see-through acrylic with
a pressure capability of 304 kPa and pressurized
with 100% O,, which allows the patient to breathe
comfortably without a mask or hood. The high-flow
0, requirement is ideally supplied via a hospital's
existing liquid O, system. Operators and medical
staff maintain communication with the patient via
intercom. Technical inventions and modifications of
the medical equipment allow critically ill and venti-
lator-dependent patients to undergo HBOT without
accompanying staff.

Multiplace chamber advantages

* Hands-on patient attendance and bedside me-
dical and nursing supervision of all aspects of
evaluation and treatment;

* Immediate medical interventions by the inside
attendant, including endotracheal suctioning,
resolving acute airway obstruction, defibrillation
or a chest tube insertion; additional staff can be
locked in during

* medical emergencies;

* Not having to change bed or monitoring in modern
chambers with spacious design and wide doors;

e Uninterrupted mechanical ventilation via a bat-
tery-powered, modern, state-of-the-art ICU ven-
tilator that does not have to be disconnected
throughout transport andHBOT;

e Uninterrupted, continuous and reliable infusions
via battery-powered infusion pumps approved
for hyperbaric use that do not havetobe discon-
nected during transport or HBOT; septic or other-
wise haemodynamically unstable patients, in
particular, require accurate haemodynamic mo-
nitoring, uninterrupted vasoactive drug infusions
and continuous blood, fluid and electrolyte the-
rapy during treatment; there is a particular need
for close attention of inotrope and vasopressor
infusions during pressurization of the chamber



when remaining gas in a syringe and/or tubing
may reduce or even cease drug delivery which
is not detected by the syringe pump but can be
corrected manually by accompanying staff;[14]

Less risk of barotrauma and iatrogenic air embo-
lism during decompression than in a monoplace,
as volume changes in an air-filled endotracheal
cuff or in IV containers can be corrected imme-
diately;

Defibrillation if need be with battery-powered
defibrillator;

Catastrophes: a trauma centre will normally be
best prepared and equipped to take care of seve-
ral critically ill patients simultaneously, e.g., a fa-
mily with CO poisoning and smoke inhalation inju-
ries found comatose inside a burning apartment;

There are more options regarding tables with
choice of pressure and treatment gas; it is also
possible to conduct a neurological examination
to help guide treatment in severe cases of de-
compression illness.

Multiplace chamber disadvantages

High capitalization, technical and staffing costs;
Large space requirements, difficult to install
close to the ICU in old hospitals, and a long-term
commitment; once installed it is difficult and ex-
pensive to change facility and location due to
weight, dimensions and associated compressor,
flre extinguishing and other systems;

Limited availability of multiplace HBOT facilities with
ICU capability and 24-hour emergency services;
Many multiplace chambers in use today are not
located in regional centres; often they are in a
less specialized hospital without intensive care
resources and not accustomed to multidiscipli-
nary treatment programmes; competence will
limit referrals;

Critical care and emergency patients 'disturb'
regular planned HBOT practice in the multi-
place; depending upon configuration and size
there will be a conflict of interest to immediately
prepare for an emergency treatment and stop
an ongoing elective treatment;

Risk of decompression sickness (DCS) in the at-
tending staff; more staff are needed with repeat
sessions with the risk of not having staff available;
Risk of barotrauma and iatrogenic air embolism;
e.g., during pressurization and decompression
the endotracheal cuff can harm the trachea due
to overpressure or leak; during decompression,
expanding gas in a plastic or glass bottle can
give rise to venous air embolism;

Increased risk of nosocomial infection; special
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cleanliness considerations, hygiene procedures
and technical solutions are needed.

Monoplace chamber advantages

Cost-efficient delivery of HBOT (capitalization and
operating costs) with less financial risk so that more
hospitals in less densely populated areas can
deliver HBOT in a timely fashion;

Flexibility, they can be installed within an exis-
ting ICU if sufficient space is available;

Require less staffing and no inside attendant,
i.e., no risk for DCS;

Better hygiene and less risk of nosocomial infection;
Excellent delivery tool in awake spontaneously
breathing children; after extubation, children
can be treated together with accompanying nur-
se who can manually deliver most IV drugs, epi-
dural pain relief, etc.

Monoplace chamber disadvantages

Patient isolation

Use of muscle relaxants and/or restraints to pre-
vent the patient from pulling out tubes, lines, ca-
theters, etc;

Risk of awareness from inadequate sedation and
analgesia whilst being unable to move or com-
municate their anxiety, pain and discomfort;
Hypotension if too much sedation, especially in
comatose patients from CO/cyanide poisoning
or cerebral arterial gas embolism and in the un-
stable patient with necrotizing infection coming
directly from the operating room;

Pneumothorax is difficult to treat and diagno-
se; chest tubes with negative pleural suction
or a one-way Heimlich valve can be used, but
a pneumothorax under pressure becomes a
tension pneumothorax and medical emergency
during decompression with major impairment of
respiration and/or blood circulation;

Acute airway obstruction; the mechanically ven-
tilated, intubated patient often requires frequent
endotracheal suctioning which is very difficult in
a monoplace;

Difficult to monitor and correct the patient's vital
functions throughout the HBOT session, e.g., di-
uresis, fluid and electrolyte status, arterial blood
gases and end-tidal CO,;

Change of ICU bed to an uncomfortable mattress
on stretcher with risk of pressure ulcers;

Risk of acute cardiogenic pulmonary oedema,
especially if treated supine;

The oxygen environment and fire hazard limits
the use of a variety of specialized critical care
equipment inside the chamber;
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Abbildungen 4 und 5

Intensivmedizin in einer Monoplace-Behandlungsdruck-
kammer erfordert ggf. zahlreiche Durchgange fur i.v.-
Medikamente. Fotos: Lindell K Weaver, Salt Lake City,
USA, mit freundlicher Genehmigung

e Mechanical monoplace ventilators located inside the
chamber lack modern control, modes and settings;

* Infusion pumps are located outside the chamber;
inaccurate drug delivery especially with low de-
livery rates becomes a real problem in unstable
patients; tubing compliance during compression
and decompression may affect fluid volumes de-
livered by the pump since it has to overcome the
chamber overpressure;[15]

e Limited number of pass-through tubes for con-
veying IV fluid to a patient under pressure;

* Bolus doses of drugs are difficult unless the IV
line is dedicated to that drug;

e Suction can only be accomplished by specially
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adapting existing hospital equipment;[16,17]
* Time-consuming changes of lines before and after
treatment, with consequent risk of contamination.

Discussion

Regardless of chamber system, HBOT of critically ill
patients should be regionalized to maintain quality
and cost effectiveness with good helicopter and other
emergency transportation services.[3,4] Hyperbaric
intensive care should be performed within a hospital
and be supervised by properly trained and experi-
enced medical staff with intensive care skills. Out-
patient hyperbaric chambers are not recommended
even though many emergencies are still being trea-
ted in such facilities because of lack of alternatives.
The chamber should preferably be located in close
proximity to the ICU to minimize the risk of trans-
port-, equipment-, staff- or patient-related problems.
It should be operated and maintained according to
written guidelines and regulations. In Europe, a "Eu-
ropean code of good practice for HBO therapy"[18]
(to be revised 2015, <www.ECHM.org>) should be
followed. If appropriate safety precautions are not
strictly adhered to, catastrophic accidents may con-
tinue to occur regardless of chamber type!

A regional trauma hospital-based, large, three to four
lock, multiplace, rectangular chamber immediately
bordering the ICU, staffed and equipped for full in-
tensive care is the ideal (see front cover photo of the
Karolinska facility). In reality, this is uncommon and
it is evident that appropriately medically-equipped
monoplace and smaller multiplace chambers in less
ideal locations are being used to treat critically ill and
ventilator-dependent patients. Critically ill patients
can be managed in many different settings providing
the facility is staffed with physicians, nurses and the-
rapists skilled in their care and possessing a thorough
understanding of hyperbaric physiology and the medi-
cal techniques unique to HBOT. Several modifications
of chamber and equipment have to be implemented,
which requires technical competence.[16,17]

The monoplace chamber, although less well suited
for intensive care can be used to treat critically ill
patients and permit clinical research (Figure 1). The
safe treatment of severe, traumatic brain injury pati-
ents, including monitoring of cardiovascular and ven-
tilatory parameters as well as intracranial pressure,
brain tissue oxygen levels, brain temperature and
cerebral microdialysis, provides an example of what
is possible using a monoplace chamber.[19] This re-



quired specially modified equipment for ventilation,
monitoring and management of the patient. Ventila-
tor-dependent neonatal patients with acute hypoxic
ischaemic encephalopathy and necrotizing enteroco-
litis have also been treated in the monoplace cham-
ber, given bag-valve-mask ventilation by an accom-
panying neonatologist during the treatment.[20]

A hyperbaric critical care patient data management
system should be in place in order to provide conti-
nuous bedside and remote clinical patient documen-
tation and Information.[2-4] At the Karolinska, data
are fed into a central clinical information manage-
ment system to monitor, display trends and record
data of vital parameters, ventilator settings and
drugs. This has improved the quality of care during
HBOT and facilitated research and development in
hyperbaric medicine.

Conclusion

The multiplace chamber is better suited than a mo-
noplace chamber for HBOT of critically ill patients
with failing vital functions and organ systems, pri-
marily because it permits appropriate ICU equip-
ment to be used inside the chamber by bedside staff
accompanying the patient in the chamber.
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Die Anerkennung der HBO-Wirksamkeit beim Dia-
betischen FuBsyndrom (DFS) hat sich in den letzten
Jahren erfreulich entwickelt. Die Ergebnisse alterer,
aus EBM-Sicht schwacherer Studien konnten durch
neuere, hochwertige Studien untermauert werden.
Insgesamt zeigen sich konsistente Ergebnisse fur
die HBO-Wirkung auf Wundheilung und Reduzierung
von Major-Amputationen.

Dies fuhrte 2008 zum positiven g-BA Beschluss zu
HBO bei DFS [1], sowie zur guten Beurteilung der
HBO bei DFS in der S3-Leitlinie der DGFW 2014 [2].
Aktuell untersucht das IQWIG (Institut fUr Qualitat
und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen) im
g-BA-Auftrag erneut die Studienlage zur HBO bei
DFS. Laut IQWiG-Vorbericht ist flr ,Wundverschluss”
ein patientenrelevanter Nutzen der HBO bei DFS
belegt [3].

Zum g-BA-Beschluss von 2008 [1] ist anzumerken,
dass sich der g-BA bislang sicher nicht den Ruf
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erarbeitet hat, neue Therapieverfahren leichtfertig
zu Lasten des Gesundheitssystems zuzulassen. Eine
vergleichbare Einschatzung gilt fir das IQWIG [3].
Beide Institutionen sind aufgrund ihrer EBM-Stan-
dards als hohe Hurden flr neue Therapieverfahren
bekannt.

Das Bundessozialgericht beurteilte inzwischen die
Einschrankung des g-BA-Beschlusses von 2008 auf
stationare Patienten als ,rechtswidrige Beschran-
kung” [4]. So kénnen in Deutschland endlich auch
ambulante DFS-Patienten ab Wagner Grad Ill zu Las-
ten der gesetzlichen Krankenkassen adjuvant mit
HBO behandelt werden.

Die DGFW-Leitlinie von 2014 [2] zeigt, wie schlecht
(im Vergleich zur HBO) die EBM-Datenlage fir an-
dere Verfahren zur Wundtherapie teilweise ist. Da-
runter zahlreiche Methoden, die in Deutschland
tagtaglich angewandt werden. Die multidisziplinare
DGFW-Leitlinie von 2014 wird u.a. von der Deut-
schen Diabetes Gesellschaft (DDG) mitgetragen.

In dieser Situation verwundert ein aktueller Artikel
~Hyperbare Sauerstofftherapie - Erneut kein Nutzen
bei diabetischen FuBulzera“ mit einem Kommentar
von Prof. Maximilian Spraul, in welchen er endet,
dass aus seiner Sicht die HBO-Therapie nicht ver-
wendet werden sollte, da kein Effektivitatsnachweis
dieser teuren Therapie vorlage... [5]. Er stitzt sich
in diesem Artikel auf eine Publikations-Auswahl, die
bei genauer Betrachtung dazu nicht geeignet sind.

In den Publikationen von Margolis et al. [6] und Fe-
dorko et al. [7] sieht Prof. Spraul Anlass, die inter-
national akzeptierte Studienlage erneut anzuzwei-
feln. Beide Untersuchungen leiden aber vor Allem
unter dem Mangel der international und auch in
Deutschland festgeschriebenen Vorgabe ,Wagner
Stadium I zur Grundlage der Indikationsstellung
zu machen. AuBerdem fehlt in beiden Studien der



Nachweis, dass die Wunden hypoxisch waren und
damit die HBO Uberhaupt indiziert war. So hilft auch
das Konzept einer RCT-Studie nicht, weil die flr eine
erfolgreiche Anwendung der HBO erforderlichen
Voraussetzungen nicht gegeben sind (Bias).

Wenn man in Prof. Spraul, langjahriger Vorsitzender
der Arbeitsgemeinschaft ,Diabetischer FuR“ in der
DDG, ein Sprachrohr der DDG sieht, ist es bedau-
erlich, dass er (erneut) den Versuch macht, geeig-
neten Patienten den rechtlich méglichen Zugang
zu der Therapie mit Aussicht (nicht Garantie) auf
Besserung dadurch zu erschweren, dass er dazu
auffordert, die HBO nicht einzusetzen. Dazu fuhrt er
die EntlastungsmaBnahme ,Total Contact Cast” als
therapeutische Alternative auf. Es wird dabei Uber-
sehen, dass HBO nur adjuvant unter Fortfiihrung
aller sonstigen Behandlungsmodalitaten eingesetzt
werden soll, selbstverstandlich zuvorderst auch mit
EntlastungsmaBnahmen. Weitere Auffalligkeiten der
von Prof. Spraul zitierten Studien:

Margolis et al. [6] kommen zu dem Schluss, dass der
Einsatz der HBO weder die Wundheilung verbessert
noch Amputationen verhindert. Dem ist entgegen-
zuhalten, dass diese retrospektive Arbeit (Evidenz-
klasse 3) die vorliegenden RCTs (Evidenzklasse 1b)
nicht entkraften kann. Die Studie zeigt, dass das in
den Zentren von Margolis et al. verwendete Behand-
lungskonzept dort nicht greift und an den internati-
onal Ublichen Standard (MediCare, UHMS, g-BA, S3-
Leitlinie, ...) anzupassen ware. Es wurden zu viele
Falle mit Wagner Grad Il eingeschlossen (54,3%), die
auch so hatten heilen kénnen. Die in der Placebo-
Gruppe heilenden Falle zeigen das. Die ungleichen
Gruppen erhielten zu wenige Behandlungssitzun-
gen bei eher niedrigem Druck. Die hdhergradigen
Wagnerstadien heilten vermutlich wegen fehlender
Eignung nicht wie in der sonstigen Literatur, das Vor-
liegen einer Hypoxie (tcpO2) wurde nicht gemessen.
Die Arbeit von Margolis et al. ist daher ein untaug-
liches Argument, um geeigneten DFS-Patienten die
HBO vorzuenthalten.

Fedorko et al. [7] kommen zu dem gleichen Schluss
wie Margolis et al. Die Studie leidet unter ahnlichen
Mangeln und kann ebenfalls nicht zur Disqualifi-
zierung der HBO beim DFS herangezogen werden.
Folgende Mangel sind festzustellen: Eine grofle An-
zahl Patienten hatte Wagner Grad Il (44,6%). In der
Bewertung aufgrund fotografischer Beurteilung ob
JKriterien flr eine Amputation” erflllt sind, wird nicht
klar, ob es hier Patienten gegeben hat, die dann
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doch heilten. Die tatsachlichen Amputationsraten
werden nicht erwahnt.

Weiter fallt in der Argumentation von Prof. Spraul
auf, dass mit reinen Vermutungen argumentiert wird,
warum wohl das immer Uberaus kritisch beurteilen-
de IQWIG einen Vorteil der HBO bei der Wundheilung
gesehen habe. Seine Vermutung, man habe wohl
nur altere Arbeiten bericksichtigt und nicht auch
z.B. Londahl et al. 2010 [8] u.a., ist nicht nachzu-
vollziehen. Unter den zahlreichen HTA-Berichten mit
weltweit positiver Beurteilung der HBO beim DFS,
darunter auch die oben genannten aus Deutschland,
wahlt der Autor mit NICE [9] ausgerechnet einen
Bericht aus, der sich gegen die HBO stellt.

Christian Oest
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zu PRO und CONTRA Tauchtauglichkeit bei
Kindern & Jugendlichen mit Diabetes Mellitus

Die Leserbriefe beziehen sich auf folgende Caisson-Artikel:

PRO:

Karsten Theiss

Tauchtauglichkeit bei Kindern & Jugendlichen mit Diabetes Mellitus

Link und QR-Code: http://www.gtuem.org/files/336/theiss-k-tauchtauglichkeit-bei-kindern-

und-jugendlichen-caisson3-2015-s-58-59.pdf

CONTRA:

Link und QR-Code: http:

Leserbrief

Dr. Benno Kretzschmar
Sprecher der Arbeitsgruppe
Kinder- & Jugendtauchen

in der Ges. f. Padiatrische
Sportmedizin e.V.

FA fur Kinder- & Jugendmedizin,
Taucherarzt GTUM Klinik

fur Kinder & Jugendmedizin,
Sankt Georg Klinikum Eisenach

kretzschmar@stgeorgklinikum.de
(gemeinsam verfasst mit
Karsten Theiss, s.u.)

en Ausfuhrungen von Frau Prohaska muss aus pa-

diatrischer Sicht widersprochen werden. Davon
abgesehen, dass viele lhrer Ausfuhrungen sich allge-
mein auf Menschen mit Diabetes Mellitus beziehen
und keinen speziellen Bezug zum Kindes- und Jugend-
alter haben, sind sie doch viel theoretischer Natur.
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cher-diabetiker-ist-kri%isch-éu-sehén-caisson1-2016-5-38-40.pdf

Roswitha Prohaska

Tauchtauglichkeit jugendlicher Diabetiker ist kritisch zu sehen!

rohaska-r-tauchtauglichkeit-jugendli-

Wir mussen aufhdren, nur aufgrund von theoreti-
schen Uberlegungen und hypothetischen Konstruk-
ten Tauchverbote auszusprechen, sondern wir mus-
sen an Hand der konkreten Lebensumstande und
Situation konkreter Patienten eine - wie auch sonst
in der Medizin dbliche - individualisierte Beurteilung
vornehmen. Dieses ist z.B. fir die Hypertonie und
die Herzinsuffizienz schon lange so in der Checkliste
Tauchtauglichkeit verankert.

Viele Kinder und Jugendliche mit insulinpflichtigem
Diabetes Mellitus sind sportlich sehr aktiv, zum
Teil bis in den Leistungssport hinein. Es gibt somit
Uberhaupt keinen Grund, warum man generell diese
Menschen von der Auslibung des Tauchsportes aus-
schlieBen sollte. Genauso wenig im Umkehrschluss
kann daraus gezogen werden, dass alle Kinder mit
Diabetes Mellitus tauchen sollen!

Wie immer bei der Beurteilung der Tauchtauglich-
keit eines Patienten hangt es von der Krankheit
ab, der Anamnese, der klinischen Auspragung und
des umgebenden Settings (inwieweit sind Eltern,
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Tauchlehrer, Tauchverein usw. involviert?). Die letzt-
endliche Beurteilung, ob ein Kind oder Jugendlicher
mit Diabetes Mellitus tauchtauglich ist oder nicht,
sollte daher in enger Absprache von dem Taucher-
arzt, dem betreuenden Kinder- und Jugendarzt bzw.
Kinder- und Jugenddiabetologen, den Eltern und vor
allem des Tauchlehrers erfolgen. Auf genau diese
individualisierte Betrachtungsweise der Patien-
ten bei verschiedenen Erkrankungen zielt der von

Der Leserbrief von Karsten Theiss ist
eine Erganzung des obigen gemeinsam mit
Dr. Benno Kretzschmar verfassten Leser-
briefes. Da der Umfang mit lber 4 Seiten
den Rahmen an dieser Stelle sprengt, kon-
nen sie den Leserbrief un-
ter dem folgenden Link he-
runterladen: http://www.
gtuem.org/files/341/kars-
ten-theiss-leserbrief-an-
caisson-15-02-2016.pdf

Is Tauchmediziner, aber vor allem als Diabetolo-

ge mit einer Diabetologischen Schwerpunktpra-
xis und mit Uber 10 Jahren Erfahrung beim Tauchen
mit Diabetikern (auch Jugendliche) und in der Tauch-
ausbildung von Diabetikern, habe ich die Diskussion
mit grollem Interesse verfolgt. Ich muss Frau Prohas-
ka in allen dargestellten Punkten Recht geben.

Aber wo bleibt die Relevanz fir das Kindertauchen.
Das Unterzuckerungen die gréfSte Gefahr beim Tau-
chen darstellen, mag richtig sein, aber das ist kaum
kinderspezifisch. Zudem ist dieses haufig herausbe-
schworene Problem in der Praxis kaum relevant. Ca.
1-2% der Taucher sind insulinspritzende Diabetiker.
Mir ist kein Fall eines Tauchunfalls bekannt, der mit
dem Diabetes oder einer Unterzuckerung unter Was-
ser zusammen hangt. In Gber 100 Tauchgangen mit
insulinspritzenden Diabetikern habe ich keine einzi-
ge Unterzuckerung erlebt, da alle Taucher entspre-
chend vorbereitet wurden.

Diabetiker mit haufigen, aber vor allem unbemerk-
ten Hypoglycdmien oder eingeschrankter Hypo-

unserer Fachgesellschaft herausgegebene Tauch-
tauglichkeitsuntersuchungsbogen fur Kinder und
Jugendliche ab.

Dr. Benno Kretzschmar & Karsten Theiss

Leserbrief

Karsten Theiss
Facharzt far

Kinder- & Jugendmedizin
Diabetologe (DDG)
Taucherarzt (GTUM)

Oststralle 68
66386 St. Ingbert
Email:
info@kinder-und-
jugendarzt-theiss.de

Leserbrief

Dr. Hansjorg Muhlen
FA Innere Medizin

u. Allgemeinmedizin,
Diabetologe
Tauchtauglichkeits-
Diplom GTUM, Duisburg

diabetologie@ruhrpraxen.de

Wahrnehmung gehdren in allen Altersgruppen nicht
unter Wasser.

Das korperliche Aktivitat und versaumte Zwischen-

mahlzeiten die Gefahr von nachtlichen Hypos er-
hoht ist richtig, aber dies ist weder ein kinder- noch
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ein tauchspezifisches Problem. Sollen wir aus Angst
vor nachtlichen Hypos unseren diabetischen Kindern
allgemein Sport verbieten? Unterkihlungen sollen
immer bei Kindern vermieden werden. Bei richtiger
Ausbildung der Kinder (und meist auch der Eltern)
mit langsamer Gewdhnung an die Belastung und
entsprechender Testung der Blutzucker-Reaktion auf
korperliche Belastung ist die Insulindosierung sehr
wohl abzuschatzen, aber eben individuell. Es gibt
weder fur das Tauchen noch fur andere Sportarten
belegte Algorhythmen zur Insulineinstellung.

Das Risiko von schweren Unterzuckerungen ist bei
Kindern und Jugendlichen aufgrund der psychischen
Probleme im Rahmen der Pubertat erhéht. Aus dem
gleichen Grund ist auch das gesundheitsbewul3t Ver-
halten eingeschrankt. Aber hiervon gibt es zahlrei-
che Ausnahmen.

Die Datenlage reicht sicher nicht, das Kindertau-
chen allgemein zu empfehlen, aber auch nicht fur
ein generelles Verbot. Alle aufgefiihrten Argumente

sind allgemeine Akzeptanz, Compliance und Schu-
lungsprobleme, die genauso fur Erwachsene gelten,
aber keinesfalls allen Kindern und Jugendlichen die
Tauchtauglichkeit absprechen. Wir haben bisher 3
Jugendliche im Alter von 14-18 Jahren ausgebildet.
Bei allen Drei hat die Tauchausbildung und die da-
mit verbundene Diabetesschulung zu einem erheb-
lichen Motivationsschub und zu einer Verbesserung
der Stoffwechseleinstellung geflihrt. Jede generelle
Erlaubnis oder generelles Verbot ist fehl am Platz.
Der individuelle Einzelfall entscheidet. Die Tauch-
tauglichkeit ist abhangig vom einzelnen Kind oder
Jugendlichen und nicht von der Studienlage. Die
Tauchsicherheit ist abhangig von der Qualifikation
des Ausbilders bzw. des Buddys. Wir sollten uns eher
Uber Ausbildungsrichtlinien unterhalten als tber die
Datenlage.

Dr. Hansjorg Muhlen

VDD mit neuem Vorstand

Zum ersten Vorsitzenden des VDD wurde Dr. med.
Christian Oest gewahlt. Er ist Facharzt fur Allge-
meinchirurgie, Notfallmedizin und leitender Arzt
des Druckkammerzentrums in Heidelberg. Wir wiin-
schen Christian Oest einen guten, erfolgreichen Start
in das neue Amt und freuen uns auf eine weiterhin
gute Zusammenarbeit.

Dr. Karin Hasmiller, GTUM-Prasidentin
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Am 19.02.2016 wahlte der Verband Deutscher Druck-
kammerzentren (VDD e.V.), dem aktuell 15 Druck-
kammern angehodren, einen neuen Vorstand (http://
www.vdd-hbo.de/vorstand-ansprechpartner/).

Dr. Christian Oest
VDD-Vorsitzender
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Veranstaltungen der
Fachgesellschaften

10th ECHM Consensus Conference on Hyperbaric Medicine

*/ European \X

g nnlion); Termin: 15. - 16. April 2016
‘ for |* ) : ;
Hyperbaric / Tagungsort: Lille, Frankreich
X\ Medicine /*j
g Nahere Auskuinfte: www.echm-lille-consensus-2016.0rg

Anerkannt als Weiterbildung fiir GTUM- und OGTH-Diplome Iib und IlI

*\F-Qﬁg SPUMS 45th ASM 2016
s a Termin: 15. - 21. Mai 2016

Tagungsort: Fiji

Nahere Auskinfte: http://www.spums.org.au/event/
2016-spums-asm-fiji

Anerkannt mit 16 UE fiir GTUM- und OGTH-Diplome | und lla & als Kongress fir Diplome Ilb und Il

UHMS Annual Scientific Meeting 2016

Termin: 09. - 11. Juni 2016
Tagungsort: Las Vegas, USA
a f Nahere Auskinfte: www.uhms.org/annual-scientific-meeting/
D registration.html

Anerkannt mit 16 UE fir GTUM- und OGTH-Diplome | und lla & als Kongress fiir Diplome llb und Il

42nd Annual Scientific Meeting of the

M European Underwater and Baromedical Society (EUBS)
Genf, Schweiz

Termin: 13. - 16. September 2016
Nahere Auskunfte: www.eubs2016.com
eubs2016@ch.kuoni.com

Anerkannt mit 16 UE fir GTUM- und OGTH-Diplome | und lla & als Kongress fiir Diplome llb und Il
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Veranstaltungen der
Fachgesellschaften

GTUM-Symposium und Jubildaumsveranstaltung
20 Jahre Druckkammerzentrum Traunstein

Termin: Samstag, 4. Juni 2016, 9h bis ca. 17h
Tagungsort: Traunstein, Landratsamt
Themenschwerpunkte: HBO-Behandlung von Knochenerkrankungen
Freie Vortrage
Neues aus der Tauchmedizin

Abstracts fur Vortrage und Poster bitte frihzeitig einreichen.
Anmeldung ab sofort moglich. TeilnahmegebUhr 50 Euro inklusive
Kaffeepausen und Mittagsimbil3.

Ansprechpartner: Frau Claudia Wolfle, Druckkammerzentrum Traunin,
hbo-traunstein@t-online.de

Anerkannt mit 8 AK-Punkten fiir arztliche Weiterbildung
Anerkannt mit 8 UE als Refresher flir GTUM-Diplome | und lla

Vorankundigungen

Symposium "Update Apnoetauchen: Medizin trifft Passion”

Termin: Samstag, 15.10.2016

Tagungsort: Bonn

Zielgruppe: Apnoisten, Tauchmediziner und Interessierte
Ansprechpartner: folgen in Kurze auf www.gtuem.org

Anerkannt mit 8 UE als Refresher fiir GTUM-Diplome | und lla
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Kursangebote

Wenn auch Sie lhre Institution und Seminare oder Kurse im caisson aufgefuhrt wissen wollen, senden Sie bitte lhre Daten gemal ‘Hinweise
fur Autoren’ an die Redaktion - bitte auf Datentrager oder via E-Mail: caisson@gmx.net. Wir konnen leider anderweitig eingereichte Daten
nicht berlcksichtigen und bitten in eigenem Interesse um Verstandnis. Daten, die die Homepage der GTUM (www.gtuem.org) betreffen,

senden Sie bitte an: gtuem@gtuem.org.

Das aktuelle Angebot der uns gemeldeten Kurse gemaR GTUM-Richtlinien finden Sie im Internet auf unserer Homepage www.gtuem.org
unter ‘Termine/Kurse’. Grundsatzlich kénnen nur Kurse im caisson oder auf www.gtuem.org veréffentlicht werden, die von der GTUM aner-
kannt wurden. Naheres finden Sie in der Weiterbildungsordnung der GTUM. Die Red.

Universitatsklinikum Halle

Kontakt: Klinik fir FA Anasthesie und operative

Intensivmedizin

Hyperbare Oxygenation
Ernst-Grube-Str. 40, FG 15 U02
06110 Halle (Saale)
Ansprechpartner: Dr. C. Pohl
Tel.: 0345/5574350

Fax: 0345/5574352
hbo@uk-halle.de

Thema: GTUM-Kurs I+lla -
Tauchtauglichkeit+Taucherarzt

Termin: 21.05.-29.05.2016

Ort: Halle (Saale)

DLRG Tauchturm Berlin

Kontakt: Dr. Wilhelm Welslau
Seebockgasse 17/2
A-1160 Wien
Tel.: +43 (699) 18 44-23 90
taucherarzt.at@gmx.at
www.taucherarzt.at

Thema: GTUM-Kurs | - Tauchtauglichkeit
Termin: 04.05. - 08.05.2016
Ort: Berlin

HBO Zentrum Euregio Aachen

Kontakt: Kackertstralle 11
52072 Aachen
Tel.: +49 (0)241 840 44
Fax +49 (0) 241 879 34 94
Mobil +49 (0) 157 501 805 84
j-glaetzer@hbo-aachen.de
www.hbo-aachen.de

Thema:
Termin:
Ort:

GTUM-Kurs | - Tauchtauglichkeit
10.06. - 12.06.2016
Aachen

Druckkammerzentren Rhein—Main—

Taunus

Kontakt:

Thema:
Termin:

Ort:

Thema:
Termin:
Ort:

Thema:
Termin:
Ort:

im AGZ Wiesbaden (1. OG)
Schiersteiner StraRe 42
D-65187 Wiesbaden
Tel.:0611/84 727170
info@hbo-rmt.de
www.hbo-rmt.de

GTUM-Kurs lla - Taucherarzt
15.04.-17.04.2016 (Teil 1)
22.04. - 24.04.2016 (Teil 2)
Wiesbaden

GTUM-Kurs | - Tauchtauglichkeit
05.11.-07.11.2016
Wiesbaden

GTUM-Kurs lla - Taucherarzt
08.11.-13.11.2016
Wiesbaden

Universitat Ulm

Kontakt:

Thema:
Termin:
Ort:

Akademie fur Wissenschaft
Wirtschaft und Technik an der
Universitat Ulm e. V.

Frau Viola Lehmann

Tel. +49 (0)731/50 25266
Fax: +49 (0)731/50 25265
www.uni-ulm.de/akademie

GTUM-Kurs | - Tauchtauglichkeit

25.11.-27.11.2016
Ulm
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Kursangebote

Druckkammerzentrum Murnau

Kontakt: BG-Unfallklinik Murnau

Thema:
Termin:
Ort:

Sekretariat Druckkammerzentrum-HBO
Postfach 1431

D-82418 Murnau

Tel.: 0 88 41/48 27 09
hbo@bgu-murnau.de
www.bgu-murnau.de/behandlungsspektrum/
anaesthesie-intensivmedizin-
schmerzmedizin/druckkammer

GTUM-Kurs lIb - Druckkammerarzt
14.10. - 23.10.2016
Murnau

Caritas-Krh. St. Josef Regensburg

Kontakt: Caritas-Krankenhaus St. Josef

Thema:
Termin:
Ort:

Thema:
Termin:
Ort:
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Klinik fir Anasthesiologie, Intensiv- und
Notfallmedizin

Landshuter Str. 65

93053 Regensburg

Tel: 0941-782-3610

Fax: 0941-782-3615
anaesthesiologie@caritasstjosef.de
http://hyperbarmedizin-regensburg.com

GTUM-Kurs | - Tauchtauglichkeit
30.09. - 02.10.2016
Regensburg

GTUM-Kurs lla - Taucherarzt
03.10. - 08.10.2016
Regensburg

taucherarzt.at — Wien

Kontakt:

Thema:

Termin:
Ort:

Thema:
Termin:
Ort:

Thema:
Termin:

Ort:
Thema:

Termin:
Ort:

Dr. Wilhelm Welslau
Seebdckgasse 17/2

A-1160 Wien

Tel.: +43 (699) 18 44-23 90
taucherarzt.at@gmx.at
www.taucherarzt.at

Tauchmedizin-Workshop

(inkl. 16 UE fir GTUM-Diplome | und lla)
08.04. - 18.04. 2016

Malediven, M/S Nautilus Two

GTUM-Kurs | - Tauchtauglichkeit
25.05 -29.05.2016
Wien

GTUM-Kurs lla - Taucherarzt

01.09. - 04.09.2016 (Teil 1) und
08.12.-11.12.2016 (Teil 2)

Weyregg am Attersee (Teil 1) + Wien (Teil 2)

Tauchmedizin-Workshop

(incl. 16 UE fir GTUM-Diplome | und lla)
28.02.-09.03.2017

Malediven, M/S Nautilus Two
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Zertifizierte Veranstaltungen

Tauchertage 2016, Erding

Termin: 08. - 09. April 2016

Tagungsort: Erding

Veranstalter: Hubertus Bartmann

Nahere Auskunfte: tauch@t-online.de, www.tauch-unfall.de

anerkannt mit 11 UE fir GTUM-Diplome | und lla

12. Intensivseminar Tauchunfall

Termin: 6. - 7. Mai 2016

Tagungsort: Regensburg

Veranstalter: Hubertus Bartmann

Nahere Auskulnfte: tauch@t-online.de, www.tauch-unfall.de

anerkannt mit 16 UE fir GTUM-Diplome | und lla

Tauchnotfalltage 2016 - Management des Tauchunfalls

Termin: 28. Juli - 01. August 2016
Tagungsort: Malta
Veranstalter: Euregio-Med und Verein zur Férderung des Rettungs-
& Notarztdienstes Remscheid e.V.
Nahere Auskiinfte: schlueper@euregio-med.de & tauchnotfalltage@vfrn.de

anerkannt mit 16 UE fir GTUM-Diplome | und lla

Wasserrettung + Notfallmedizin

Termin: 27. August 2016

Tagungsort: Wesel

Veranstalter: Berufsfachschulen fur den Rettungsdienst und Schule fir
Breitenausbildung im DRK, DRK-Landesverband Nordrhein e.V.

Nahere Auskulnfte: lano@drk-nordrhein.net, www.drk-nordrhein.net, www.drk-lano.de

anerkannt mit 8 UE fir GTUM-Diplome | und lla

12. Symposium fur Tauchmedizin in Hannover

Termin: 29. Oktober 2016

Tagungsort: MHH, Carl-Neuberg-Str. 1, Hannover

Veranstalter: Forderverein AINSplus Hannover e.V., Dr. Bjorn Juttner
Nahere Auskinfte: www.tauchmedizin-hannover.de

anerkannt fir GTUM-Diplome | und lla (Punktanzahl noch offen)
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Kontaktadressen GTUM

Engerer Vorstand

Prasidentin

Dr. med. Karin Hasmiller
Anasthesistin

BG - Unfallklinik Murnau
Prof. KiintscherstraRe 8
D-82418 Murnau

Tel.: +49 (0)88 41-48 2709
k.hasmiller@gtuem.org

Vize-Prasident

FLA Prof. Dr. Andreas Koch
Sektion Maritime Medizin am Inst.
fur Experim. Medizin des UKSH
Christian-Albrechts-Univ. zu Kiel
c/o Schifffahrtmed. Inst. d. Marine
Kopperpahler Allee 120

D-24119 Kronshagen

Tel.: +49 (0)431-5409/1503
a.koch@gtuem.org

Sekretar

Prof. Dr. med. Kay Tetzlaff
Internist/Pneumologie
Medizinische Klinik,

Abteilung Sportmedizin
Universitatsklinikum Tubingen
Hoppe-Seyler-Strale 6
D-72076 Tubingen

Tel.: +49 (0)151-15 02 17 84
k.tetzlaff@gtuem.org

Schatzmeister

Dr. med. Lars Eichhorn
Klinik f. FA Anasthesie und
Operative Intensivmedizin
Universitatsklinikum Bonn
Sigmund-Freud-StraRe 25
D-53127 Bonn

Tel.: +49 (0)171-233 6037
|.eichhorn@gtuem.org

Erweiterter
Vorstand

Redakteur CAISSON

Dr. med. Wilhelm Welslau
Arbeitsmediziner
Seebdckgasse 17

A-1160 Wien

Tel.: +43 (699)18 44-23 90
Fax: +43 (1)944-23 90
caisson@gmx.net
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Beisitzer

Dr. med. Christian Beyer
Facharzt f. Kinder-Jugendmedizin
Wandsbecker Marktstrale 69-71
D-22041 Hamburg

Tel.: +49 (0)40-682400

Fax: +49 (0)40-685520
c.beyer@gtuem.org

Dr. med. Andreas Fichtner, MME

Klinik f. Anasthesiologie u. Intensivtherapie
Klinikum Chemnitz gGmbH
FlemmingstraRe 2

D-09116 Chemnitz

Tel.: +49 (0)3 71-333333 72
a.fichtner@gtuem.org

PD Dr. med. Bjorn Juttner
Anasthesist

Medizinische Hochschule Hannover
Carl-Neuberg-Strafe 1

D-30625 Hannover

Tel.: +49 (0)176-15 32 36 89
b.juettner@gtuem.org

Dr. med. Dirk Michaelis
Anasthesist/Betriebswirt
Druckkammerz. Rhein-Main-Taunus
Schiersteiner Stralle 42

D-65187 Wiesbaden

Tel.: +49 (0)6 11-84 72 7170
d.michaelis@gtuem.org

Oliver Muller

Anasthesist

Vivantes Klinikum im Friedrichshain
Landsberger Allee 49

D-10249 Berlin

Tel.: +49 (0)30-130231570
o.mueller@gtuem.org

Prof. Dr. med. Claus-Martin Muth
Leiter der Sektion Notfallmedizin
Universitatsklinikum Ulm
PrittwitzstraRe 43

D-89075 Ulm

Tel.: +49 (0)731-5006 0140

Fax: +49 (0)731-50 06 0142
c.muth@gtuem.org

Vorsitzender des VDD e.V.

Dr. med. Christian Oest

Leitender Arzt Druckkammerzentrum
Heidelberg

Vangerowstr. 18/1

69115 Heidelberg

Tel.: +49 (0)6221-602653

Fax: +49 (0)6221-602655
geschaeftsstelle@vdd-hbo.de

Stand 05.03.2016

Ansprechpartner

Geschiftsstelle GTUM

Dunja Hausmann
BG-Unfallklinik Murnau
Prof. KiintscherstraRe 8
D-82418 Murnau

Tel.: +49 (0)88 41-48 2167
Fax: +49 (0)88 41-48 2166
gtuem@gtuem.org

Druckkammer-Liste

Dr. med. Ulrich van Laak
DAN Europe Deutschland
Eichkoppelweg 70
D-24119 Kronshagen

Tel.: +49 (0)4 31-54 42 87
Fax: +49 (0)4 31-54 42 88
u.vanlaak@gtuem.org

Forschung
Prof. Dr. med. Andreas Koch (s.o.)

Leitlinien-Beauftragter
PD Dr. med. Bjorn Juttner (s.o.)

Literatur-Datenbank

Prof. Dr. Jochen D Schipke
WildenbruchstraBe 10
D-40545 Dusseldorf

Tel.: +49 (0)211-579994
j.schipke@gmx.org

Recht

Benno Scharpenberg

Prasident des Finanzgerichts KéIn
Brandenburger Stralle 11
D-41539 Dormagen

Tel.: +49 (0)171-748 3513
b.scharpenberg@gtuem.org

Taucherarzt-Liste
gtuem@gtuem.org

Tauchmedizin

Prof. Dr. med. Kay Tetzlaff (s.0.)
Dr. med. Christian Beyer (s.o.)
(Dr. Beyer nur fir Kinder und
Jugendliche)

Webmaster
Miller, Oliver (s.o.)

Weiterbildung

Dr. med. Andreas Fichtner (s.0.)
(Erstdiplome)

Dr. med. Dirk Michaelis (s.o.)
(Verlangerungen)

Prof. Dr. Claus-Martin Muth (s.0.)
(Veranstaltungen/Kurse)



HAUX-QUADRO Systems:

Innovations for HBO Technology

S

(

HAUX-LIFE-SUPPORT GmbH Tel.: +49-(0)7248 9160-0
Auf der Hub 11-15 info@hauxlifesupport.de
DE-76307 Karlsbad, Germany www.hauxlifesupport.de

I~
taucherarzt

.at

Refresher, Nautilus Two, Notfalliibung

Ausbildung & Refresher-Kurse

Tauchmedizin-Ausbildung seit 2004 mit internationaler Anerkennung

unsere Kurs I Tauchtauglichkeits-Untersuchungen: Wien 25.-29.5.16
niachsten | Kurs IIa Tauchmedizin - Teil 1: Weyregg am Attersee 1.-4.9.2016
Termine Kurs IIa Tauchmedizin - Teil 2: Wien 8.-11.12.2016

Refresher (16 UE): Malediven, M/S Nautilus Two 28.2.-9.3.17

Einzelheiten & aktuelle Kurse: www.taucherarzt.at. Fragen bitte an: taucherarzt.at@gmx.at
Kursankiindigungen auch auf: www.gtuem.org (GTUM) und www.oegth.at (OGTH)

47 Kurse in den letzten 12 Jahren. Deutschland, Osterreich, Thailand, Malediven > 800 Absolventen aus:
Deutschland, Osterreich, Schweiz, Italien, Luxemburg, Niederlande, GB, Malediven, Thailand...

Leitung: Wilhelm Welslau, Taucherarzt seit 1988, Tauchmedizin-Kurse seit 1992, Diving & Hyperbaric
Medicine Consultant seit 2002, Member of EDTC/ECHM Joint Educational Committee seit 2009.

Referenten (v.l.n.r): Wilhelm Welslau, R. Prohaska (OGTH-Prasidentin), U. van Laak (Direktor DAN
Europe D, A und H), J. Zimmermann (ehem.Techn. Direktor von HAUX), K.P. Faesecke (Caisson-Exper-
te - tunneldoc.de), F. Hartig, (TecDive-Experte, diving-concepts.at), P. Kemetzhofer (notfallmedizin.
or.at), A. Manner (ehem. Berufstauchfirma Nautilus, www.nautilus-two.at)

‘ ‘
Als Experten verfiigen alle Referenten lUber groBe praktische Erfahrung in ihren Fachbereichen:
Tauchtauglichkeit, Tauchen mit Handicap, Tauchunfall-Behandlung, Tec. Tauchen, Apnoe, Forschungs-
tauchen, Berufstauchen, Druckluftarbeit, HBO-Therapie, Druckkammer-Technik und Notfallmedizin.
Zu Spezialthemen laden wir jeweils weitere Experten ein.
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caisson

Vorstand der GTUM - BG Unfallklinik Murnau

Prof. Kiintscher-Stralle 8 | 82418 Murnau

PVSt, Deutsche Post AG, Entgelt bezahlt, Z K Z 62369

Blick in die Mehrplatz-Druckkammer der Karollnska Universitatsklinik, Stockholm Wahrend einer HBO Theraple
unter Intensivmedizin-Bedingungen mit Beatmungsgerat, Infusion und mehreren Perfusoren. Insbesondere
im Hinblick auf Anforderungen der Intensivmedizin zeigen sich die Beschrankungen einer HBO-Therapie in
Monoplace-Druckkammern (siehe S. 48-55). Foto: Folke Lind, mit freundlicher Genehmigung.
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Schema des angenommenen Mechanismus der durch Gasblasen induzierten Mikropartikel-Bildung durch
Neutrophile Granulozyten im Blut. Die bisherigen Erkenntnisse zur Rolle der ,Microparticles“ werden im
Artikel von Stephen Thom et al. ausfuhrlich dargestellt (siehe S. 18-43). Abbildung aus J. Biol. Chem. 2014,
mit freundlicher Genehmigung.
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