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Abstrakt

Einleitung: Hautbiopsien kdnnen verwendet werden, um physiologische Auswirkungen von al-
tersgezielten Eingriffen auf Gewebe- / Zellebene zu bewerten. Jiingste klinische Studien haben
gezeigt, dass die hyperbare Sauerstofftherapie (HBOT) auf Alterungsmerkmale abzielen kann,
einschliefslich Telomerverkiirzung, Clearance seneszenter Zellen und Angiogenese. Das Ziel
dieser Studie war es, die Auswirkungen von HBOT auf die Haut einer normalen, nicht-patholo-
gischen, alternden Bevolkerung zu bewerten.

Methode: Die Studie wurde als prospektive klinische Studie durchgefiihrt. Nach der
Unterzeichnung der Einverstdndniserklarung und der Baseline-Bewertung wurden die
Probanden einer dreimonatigen Kontrollphase zugewiesen, gefolgt von drei Monaten taglicher
HBOT-Sitzungen. Die Hautbiopsien wurden zu Studienbeginn durchgefiihrt, nach drei Monaten
ohne Intervention (Kontrolle) und 1-2 Wochen nach der letzten HBOT-Sitzung. Trichrom-,
Orecin-, Lipofuszin- und CD31-Farbung wurden verwendet, um Kollagenfasern, elastische
Fasern, alternde Zellen und Blutgefafie zu bewerten.

Ergebnisse: Aus der Kohorte von 70 Teilnehmern der Studie zur Normalalterung gaben
dreizehn mannliche Patienten (Alter 68,07+2,5 Jahre) ihre Zustimmung zu wiederholten
Hautbiopsien. Nach HBOT kam es zu einem signifikanten Anstieg der Kollagendichte (p<0,001,
Effektgrof3e(n)=1,10), der elastischen Faserlange (p<0,0001, es=2,71) und der Anzahl der
Blutgefafde (p=0,02, es=1,00). Es gab eine signifikante Abnahme der Faserfragmentierung (p =
0,012) und der seneszenten Zellen des Gewebes (p = 0,03, es = 0,84) nach HBOT. Es wurden
keine Veranderungen in der elastischen Faserdichte oder -dicke festgestellt.

Schlussfolgerungen: Die Studie zeigt zum ersten Mal beim Menschen, dass HBOT die
Pathophysiologie der Hautalterung in einer gesunden alternden Bevolkerung signifikant mod-
ulieren kann. Die demonstrierten Mechanismen umfassen Angiogenese und seneszente
Zellclearance.

Schliisselworter: Alterung, Haut, hyperbarer Sauerstoff, Seneszenz, Angiogenese
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EINLEITUNG

Das Altern kann durch den fortschreitenden Verlust der physiologischen Integritiat gekennze-
ichnet sein, der in Funktionsstorungen und Anfélligkeit fiir Krankheiten und Tod gipfelt. Als
voluminédsestes Organ des Korpers ist die Haut keine Ausnahme. Es gibt zwei Arten der
Hautalterung, intrinsische und extrinsische Alterung. Intrinsische Alterung, auch als chronolo-
gische Alterung bezeichnet, umfasst die pathophysiologischen Prozesse, die den meisten
Organen in unserem Korper gemeinsam sind, wahrend extrinsisches Altern oder Lichtalterung
einzigartig fiir die Haut ist und mit den Auswirkungen von ultravioletter (UV) Strahlung
(hauptsachlich von der Sonne) und anderen Umwelteinfliissen zusammenhangt, denen die
Haut ausgesetzt ist.

Intrinsisches Altern steht im Zusammenhang mit bekannten Zellalterungsmerkmalen wie
Zellseneszenz, Telomerverkiirzung, genomischer Instabilitat, Entziindung und mitochondrialer
Dysfunktion [1-3]. Ein weiterer relevanter Faktor ist die Schwachung extrazellularer
Matrixmolekiile wie Kollagen und Elastin. Die bemerkenswertesten histologischen
Veranderungen treten innerhalb der Basalzellschicht auf: Die Proliferation von Keratinozyten,
Fibroblasten und Melanozytenzellen in der Basalschicht reduziert die Epidermis, die diinner
wird, was zu einer Verringerung der Kontaktflache zwischen Dermis und Epidermisschicht
fithrt [4]. Dariiber hinaus nimmt die Breite der papilliren Dermis mit reduzierten
Kollagenfasern, elastischen Fasern, Mastzellen und Fibroblasten zu [5, 6]. Schlief3lich gibt es
eine signifikante Abnahme der Hautblutversorgung aufgrund einer reduzierten Anzahl von
dermalen Blutgefafden [7]. Dies wird durch endotheliale Dysfunktion einschlief3lich reduzierter
angiogener Kapazitat, aberranter Expression von Adhasionsmolekiilen und beeintrachtigter
gefafderweiternder Funktion verursacht [8]. Zu den klinischen Symptomen gehéren
Hautatrophie und Elastizitatsverlust [9].

Extrinsische Alterung hangt mit den langfristigen Auswirkungen von ultravioletter (UV)
Strahlung (Sonne) und anderen Umwelteinfliissen zusammen [10]. Im Gegensatz zur diinneren
Epidermis bei intrinsisch gealterter Haut verdickt sich die UV-bestrahlte Epidermis aufgrund
eines fehlgeschlagenen Korneozytendesmosomenabbaus und eines gestorten Epiderma-
Keratinozyten-Differenzierungsprozesses [11]. Photogealterte Haut zeigt eine verminderte
Expression von Typ-VII-Kollagen in Keratinozyten sowie eine Ansammlung von abnormalem
elastischem Gewebe tief in der Dermis, einem pathologischen Phianotyp namens Solarelatose
[12]. Klinische Symptome sind Pigmentveranderungen, Teleangiektasien,
Hornhautgréfienzunahme, tiefe Falten, aktinische Keratose sowie prakanzerdse und krebsar-
tige Hautldsionen.

Verschiedene therapeutische Interventionen wurden fiir die Hautalterung vorgeschlagen,
einschliefdlich Hormonersatztherapie, Didten, entziindungshemmende Medikamente, reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) Aasfresser und andere [3]. Die meisten haben jedoch begrenzte
Erfolge mit wenig Evidenz gezeigt [13].

Die hyperbare Sauerstofftherapie (HBOT) nutzt 100% Sauerstoff in einem Umgebungsdruck,
der hoher ist als eine absolute Atmosphare (ATA), um die Menge an Sauerstoff zu erhéhen, die
im Korpergewebe gelost ist. Es wurde gezeigt, dass wiederholte intermittierende hyperoxische
Expositionen physiologische Effekte induzieren, die normalerweise wahrend der Hypoxie in
einer hyperoxischen Umgebung durch die relative Hypoxie-Exposition auftreten, das sogenan-
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nte "hyperoxisch-hypoxische Paradoxon" [14-17]. Dazu gehdren unter anderem die
Wiederherstellung der mitochondrialen Funktion und Biogenese, die Simulation der
Stammzellproliferation, Migration, Differenzierung und Angiogenese [18]. Neuere klinische
Studien haben gezeigt, dass HBOT auf zellularer Ebene auf Alterungsmerkmale abzielen kann,
einschliefdlich Telomerverkiirzung und seneszenter Zellentfernung [19]. Bisher hat keine
Studie die Auswirkungen von HBOT auf die Hautalterung untersucht.

Ziel der aktuellen Studie war es, die Auswirkungen von HBOT auf die Haut einer normalen,
nicht pathologischen, alternden Bevolkerung zu bewerten.

MATERIALIEN UND METHODEN

Lehrfacher

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

Studiendesign

Das Studienprotokoll wurde vom Institutional Review Board des Shamir Medical Center, Israel,
genehmigt. Die Studie wurde als prospektive klinische Studie durchgefiihrt. Nach
Unterzeichnung einer Einverstandniserklarung und einer Baseline-Bewertung wurden die
Probanden einer dreimonatigen Kontrollphase zugewiesen, gefolgt von drei Monaten taglicher
HBOT-Sitzungen. Die Messpunkte wurden zu Studienbeginn ausgewertet, nach drei Monaten
ohne Intervention (Kontrolle) und 1-2 Wochen nach der letzten HBOT-Sitzung.

Diese Studienkohorte, die Teil einer grofderen Kohorte normal alternder Bevolkerung ist, die
am Shamir Medical Center, Israel (NCT02790541) untersucht wurde, umfasste nur Patienten,
die Hautbiopsien zustimmten. Das urspriingliche Design und die Stichprobengréfie zielten da-
rauf ab, den primaren Endpunkt im Zusammenhang mit der kognitiven Funktion zu bewerten.
Hautbiopsien waren ein sekundarer Endpunkt und aufgrund der Invasivitat der Biopsie
optional.

Interventionen

Das HBOT-Protokoll wurde in einer Multiplace Starmed-2700-Kammer (HAUX, Deutschland)
verwaltet. Das Protokoll umfasste 60 tagliche Sitzungen, fiinf Sitzungen pro Woche innerhalb
eines Zeitraums von drei Monaten. Jede Sitzung beinhaltete das Einatmen von 100% Sauerstoff
durch Maske bei 2ATA fiir 90 Minuten mit fiinfminiitigen Luftpausen alle 20 Minuten. Die



Kompressions-/Dekompressionsraten betrugen 1 Meter/Minute. Sowohl wiahrend der
Kontroll- als auch der HBOT-Periode waren Lebensstil- und Erndhrungsumstellungen sowie
Medikamentenanpassungen nicht erlaubt.

Hautbiopsien

Hautproben von 5X5 mm wurden aus den postaurikuldren Regionen durch eine 4mm
Stanzbiopsietechnik nach Vorbereitung, Drapierung und ortlicher Betaubung entnommen. Die
Biopsien wurden von einem ausgebildeten plastischen Chirurgen durchgefiihrt. Es wurde
angenommen, dass der gewahlte Bereich vor Sonneneinstrahlung geschiitzt ist, so dass die
schadlichen Auswirkungen von Lichtalterung oder extrinsischer Hautalterung ausgeschlossen
werden kénnen und sich auf die intrinsischen Hautverdnderungen konzentrieren. Die
Teilnehmer wurden zu Studienbeginn, nach der dreimonatigen Kontrollperiode und 1-2
Wochen nach der letzten HBOT-Sitzung einer Hautbiopsie unterzogen.

Verarbeitung und Farbung

Die Proben wurden in einer 4%igen Formaldehydlosung fixiert und paraffinisiert.
Histologische Schnitte von 5 Mikrometer Breite wurden mit einem Mikrotom durchgefiihrt. Vor
der Farbung wurden Paraffin-eingebettete Abschnitte deparaffinisiert und rehydriert. Die
Verarbeitung und Farbung wurde von einem blind ausgebildeten Pathologietechniker
durchgefiihrt. Alle Objekttrager wurden mit einem Lionheart™ FX-Mikroskop aufgenommen.
Die Schnitte wurden in zufalliger Reihenfolge unter verblindeten Bedingungen mit Licht- oder
Fluoreszenzmikroskopie untersucht und bewertet. Proben mit minderwertiger spezifischer
Farbung wurden nicht quantifiziert. Wichtig ist, dass Folien verblindet ausgewertet wurden
und fehlende Parameter als Liicken anstelle von Zahlen ausgefiillt wurden.

Kollagenfasern farben

Die Trichromfarbung wurde mit dem Kit von Abcams (ab150686, ABCAM) durchgefiihrt. Kurz
gesagt, die Abschnitte wurden eine Stunde lang in Bouins-Fliissigkeiten bei 56-64° C inkubiert
und dann mit Wasser gewaschen. Als nachstes wurden die Abschnitte fiir fiinf Minuten in
Weigerts Eisenlosung liberfiihrt, gefolgt von einer Splilung mit Wasser und dann fiir 15
Minuten in saure Fuchsinlésung. Dann wurden Abschnitte mit destilliertem Wasser gespiilt
und fiir 15 min in Phosphomolybdsaurelosung inkubiert, gefolgt von Anilinblau fiir 10 Minuten
und 1% Essigsaure fiir 5 Minuten. Nach Fertigstellung wurden die Abschnitte dehydriert, in
Xylol gereinigt und mit Entellan montiert.

Epidermis Schichtdicke

Die Dicke der Epidermis wurde digital (X200) mit der Gene5-Software, Bildanalysesystem
(BioTek), als Mikrometer (um) berechnet. Die Epidermisdicke wurde fiinfmal vom freien
Hautrand bis zu den dermalen Papillen und dem epidermalen Rete-Kamm gemessen.

Papillare Schichtdicke



Wie von Marcos-Garces et al. [6] beschrieben, wurden 5 reprasentative Messungen der
papilliren Dermisdicke mit der X100-Vergrofierung ausgewahlt. Dies war moglich durch den
Kontrast zwischen den dicken Kollagenbiindeln, die die retikulare Dermis integrieren, und den
diinnen Kollagenbiindeln, die die papillire Dermis bilden.

Papillarschicht Kollagenfasern Dicke

Wie von Marcos-Garces et al. [6] beschrieben, wurde die Dicke von 15 Kollagenbiindeln mit
den X400-Vergroferungsfotos gemessen, wobei das Bild vergrofdert wurde, so dass die
Grenzen der Biindel richtig erkannt werden konnten.

Bereich, der von Kollagen in der retikuldren Schicht besetzt ist

Um die Dichte der Kollagenbiindel innerhalb der retikularen Dermis zu bestimmen, wahlten
wir den von Kollagen eingenommenen Bereich in der X400-Vergrof3erung der retikuldren
Dermis mit einem halbautomatischen Verfahren aus. In den Bildern wurde der Bereich, der
der retikuldren Dermis entspricht, manuell ausgewahlt und die Dichte mit dem Confluence-
Tool der Gene5-Software berechnet.

Dicke der Kollagenfasern der Retikularschicht

Die Dicke von 15 Kollagenbiindeln wurde mit den X200-Vergrof3erungsmikroskopen
gemessen. Das Bild wurde manuell vergrofdert, bis eine deutliche Visualisierung der Grenzen
zwischen den Biindeln zu sehen war, wie von Marcos-Garces et al. beschrieben [6].

Elastische Fasern firben

Die Orcein-Farbung fiir elastische Fasern wurde mit dem dafiir vorgesehenen Kit
(1.07100.0025, SIGMA) durchgefiihrt. Kurz gesagt, die Abschnitte wurden 30 Minuten lang in
Orceinl6sung inkubiert, gefolgt von einer Hamatoxylinlosung fiir 30 Sekunden. Die Abschnitte
wurden dann dehydriert, mit Xylol gereinigt und mit Entellan montiert.

Dicke und Lange elastischer Fasern der Schicht

Die Dicke und Lange von 15 elastischen Biindeln wurde mit X400-Vergrofierungsmikroskopen
gemessen. Das Bild wurde manuell vergrof3ert, bis eine deutliche Visualisierung der Grenzen
zwischen den Bilindeln zu sehen war.

Bereich besetzt von Elastin in der retikularen Dermis

Die semiquantitative Schatzung der histochemischen Farbung wurde unabhdngig voneinander
von zwei blinden Forschern durchgefiihrt. Jeder Forscher analysierte fiinf Bereiche pro Probe
unter Lichtmikroskopie mit X400-Vergrof3erung.



Die Elastinfaserdichte (%) innerhalb der retikuldren Schicht wurde in jedem der fiinf Bereiche
ausgewertet und der Mittelwert berechnet. Die Elastin-Fragmentierung wurde von 1-3 bew-
ertet, wobei 3 eine hohe Fragmentierung und 1 keine Fragmentierung darstellt.

Anzahl der seneszenten Zellen des Gewebes

Die Seneszenzbewertung wurde mittels Sudan Black B Farbung (SBB) durchgefiihrt, wie zuvor
von Georgakopoulou et al. beschrieben [20]. Kurz wurde die frisch zubereitete SBB auf eine
saubere Rutsche fallen gelassen. Das dehydrierte Gewebe wurde mit der Vorderseite nach un-
ten auf den Tropfen SBB auf den Objekttrager gelegt und 5 Minuten lang inkubiert. Der
Schieber wurde vorsichtig angehoben und der SBB manuell von hinten und entlang des
Objekttragers mit einem saugfahigen weichen Papier abgewischt. Die Gewebe wurden dann in
50% Ethanol eingebettet und in destilliertem Wasser gewaschen. Als nachstes wurden sie mit
0,1% Nuclear Fast Red (NFR) (SIGMA) fiir 10 min gegengefarbt und mit 40% Glycerin / Tris
Buffered Saline (TBS) Montagemedium montiert.

Die Schnitte wurden in zufalliger Reihenfolge unter verblindeten Bedingungen mit
Lichtmikroskopie untersucht und bewertet. Die Beurteilung der Seneszenz erfolgte durch
Lipofuszin-Expression mit einer Punktzahl von 1-5, wobei 1 eine negative Farbung fiir
Lipofuszin und 5 eine hohe positive Farbung war.

Anzahl der Blutgefafde im Gewebe

Die Beurteilung der Blutgefafie wurde wie folgt durchgefiihrt: Das Gewebe wurde einer
Antigengewinnung mit 1 mM EDTA unterzogen, erganzt mit 0,05% Tween 20, pH 8,0 fiir 40
min bei 95-100 ° C. Nach dem Blockieren mit 5% normalem Pferdeserum fiir 1 Stunde bei RT
wurden die Abschnitte liber Nacht bei 31° C mit primdrem Anti-CD1-Antikérper (R&D Systems
40:4) inkubiert, gefolgt von einem sekundaren Antikdrper gegen Ziegen gegen Esel (ABCAM
1:200) fur eine Stunde bei RT. Die Abschnitte wurden dann mit Fluorosheild-Montagemedium
mit DAPI (ab104139, ABCAM) montiert. Die Kontrollproben wurden nur dem sekundéaren
Antikorper ausgesetzt, um eine unspezifische Farbung auszuschliefien.

Gefarbte Objekttrager wurden mit dem Lionheart™ FX Automated Fluorescent Microscope fiir
Fluoreszenz abgebildet. Fiir jeden Abschnitt wurden drei zufallige Felder bei X20-
Vergrofierung erfasst. Die Blutgefafde wurden gezahlt und die mittlere Fluoreszenzintensitit
(MFI) gemessen. Dariiber hinaus wurde die Gesamtoberflache aller Blutgefdfie berechnet, in-
dem die beiden Durchmesser jedes Gefafdes gemittelt und mit der Gesamtzahl der Blutgefafe
im gleichen ROI multipliziert wurden.

Statistische Analyse

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



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

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

Die Nettoeffektgrofie wurde durch Subtraktion der Cohen-D-Effektgréfde der Kontrollperiode
(Kontrollbasislinie) von der HBOT-Periode (HBOT-Kontrolle) der Cohen-D-Effektgrofie

berechnet.

BEFUND

Von der Kohorte von 70 Teilnehmern der Studie zur normal alternden Bevdlkerung gaben
dreizehn Patienten ihre Zustimmung zu Hautbiopsien. Alle dreizehn Patienten absolvierten drei
Biopsien (Baseline, dreimonatige Kontrollperiode und Post-HBOT). Nur Manner gaben ihre
Zustimmung und ihr Durchschnittsalter betrug 68,07+2,5 Jahre. Die Baseline-Merkmale der
Patienten sind zusammengefasst in Tabelle 1.



Tabelle 1

Baseline-Merkmale.

HBOT
N 13
Alter (Jahre) 68,07+2,5

Minner
Chronische Erkrankungen
Basalzellkarzinom der Haut
Vorhofflimmern
Hypothyreose
Obstruktive Schlafapnoe
Asthma
BPH
GERD
Osteoporose
Rheumatische Arthritis
Arthrose
Zuckerkrankheit
Hypertonie
Dyslipidamie
Ischamische Herzkrankheit
Geschichte des Rauchens
Chronische Medikamente
Anti-Aggregation
ACE-Hemmer/ARB-Blocker
Betablocker
Kalziumblocker
Alpha-Blocker
Diuretika
Statine
Orale hypoglykdmische
Bisphosphonate
Protonenpumpenhemmer
Hormone

Benzodiazepine

Elastische Fasern

13 (100%)

3 (23.0%)

0

0

0
1(7.6%)
2 (15.3%)
1(7.6%)

0

0
1(7.6%)
2 (15.3%)
4 (30.7%)
8 (61.5%)
4 (30.7%)
6 (46.1%)

5 (38.4%)

5 (38.4%)

4 (30.7%)

3 (23.0%)

3 (23.0%)
0

8 (61.5%)

2 (15.3%)
0

2 (15.3%)
0

2 (15.3%)



Elastische Fasern wurden mittels Orecin-Farbung bewertet. Es gab keine signifikanten
Veranderungen in der Lange der elastischen Fasern nach der Kontrollperiode (6,94+1,45 vs.
5,83+1,59, p=0,091). Nach HBOT gab es eine signifikante Zunahme der Faserldnge auf
14,25+4,31 (p<0,0001, Effektgrofie=2,71, Tabelle 1 und Abbildung 1). Dartiber hinaus gab es
eine signifikante Abnahme der Fragmentierung der Fasern nach HBOT (90% vs. 10% hohe
Fragmentierung, p=0,012, Tabelle 1). Es wurden keine Verdnderungen in der Dichte oder Dicke
der elastischen Fasern festgestellt (Tabelle 2).

Baseline Pre HBOT

Abbildung 1

Elastische Faserverinderungen. Nach HBOT gab es einen signifikanten Anstieg der elastischen

Faserzahlen und eine signifikante Abnahme ihrer Fragmentierung.



Tabelle 2

Elastische und Kollagenfasern verandern sich.

Wiederholte Baseline - Steuerun;
Grundlinie Steuerung Nach HBOT Messungen Steuerung - HBOT
Sig. Sig. Sig.

Elastische Fasern

Linge (nm)

(N=11) 6,94+1,45  583+1,59  14,25¢4,31  <0,0001 0.091 <0,0001

Dicke (um)

2,51£0,99 2,44+0,66 2,200,24 0.48 0.812 0.286
(N=11)

Dichte (%)

(N=11) 80,5+11,89 75,5+19,21 78,5+11,31 - 0,863 (W) 0,952 (W)

Fragmentierung
(N=11)

0.012

Niedrig 0 0 3(30%)
Mittel 1 (10%) 4 (40%) 5 (50%)
Hoch 9 (90%) 6 (60%) 2 (10%)
Kollagenfasern
Dichte (%)
(N=12) 67,8+10,9 67,948,6 76,6+23,15 0.001 0.984 <0,001

Faserdicke in

Papillarschicht 2,81+0,83 2,63+0,42 3,02+0,79 0.421 0.570 0.156
(um) (N=11)

Faserdicke in

der retikulidren

Schicht (um)

(N=11)

5,21+1,19 4,98+1,40 5,95+1,52 0.261 0.730 0.100

Papillare
Schichtdicke 133,22+22,42 125,64+35,18 106,60+31,01 0.007 0.395 0.009
(um) (N=11)

Epidermisdicke

55,88+9,19  58,21%12,32  57,5614,20 0.838 0.645 0.871
(um) (N=11)

Kollagenfasern

Die Kollagenfasern wurden mittels Trichrom-Farbung bewertet. Es gab keine Verdnderungen
in der Kollagenfaserdichte nach der Kontrolle (67,84+10,98 vs. 67,90£8,62, p=0,984) mit
einem signifikanten Anstieg nach HBOT (76,61+9,52, p<0,0001, Effektstirke=1,10). Dartiiber
hinaus gab es keine Verdnderungen der papilldren Schichtdicke nach der Kontrollperiode
(133,22+22,42 vs. 125,64+35,18, p=0,395), wahrend eine signifikante Abnahme nach HBOT



(106,60+31,01, p=0,009, Effektgrof3e=0,61) (Tabelle 2 und Abbildung 2). Es wurden keine sig-
nifikanten Veranderungen der Kollagenfaserdicke sowohl in papilldren als auch in retikularen
Schichten gezeigt (Tabelle 2). Auch die Schichtdicke der Epidermis dnderte sich nicht so gut (
Tabelle 2).

Baseline Pre HBOT Post HBOT

Abbildung 2

Papilldre Schichtdicke dndert sich. Nach HBOT kam es zu einer signifikanten Abnahme der papilldren

Schichtdicke.

Blutgefafie

Endothelzellen wurden mittels CD31-Farbung ausgewertet. Weder bei der CD31-
Intensitatsfarbung (393,63+167,83 vs. 339,45+301,63, p=0,521) noch bei der Gefafdanzahl
(24,00£15,72 vs. 23,70+£10,28, p=0,943) nach dem Kontrollzeitraum (Tabelle 3). Es gab einen
signifikanten Anstieg der CD31-Intensitit (625,81+394,29, p=0,04, Effektgrofie=1,00) und der
Anzahl der Gefafde (33,40+12,28, p=0,02, Effektgrofse=0,84) nach HBOT (Tabelle 3 und
Abbildung 3).



Tabelle 3

Blutgefifde und Seneszenzzellen veridndern sich.

Wiederholte Baseline - Steuerung |

Grundlinie Steuerung Nach HBOT Messungen Steuerung - HBOT

Sig. Sig. Sig.
Blutgefifle
(N=10)
CDh31
.. 393,63x167,83 339,45+301,63 625,81+394,29 0.044 0.521 0.040
Intensitit
Zihlen 24,00+£15,72 23,70+£10,28 33,40+£12,28 0.039 0.943 0.020
Seneszenz
3,14+1,06 3,13+1,10 2,48+1,23 0.016 0.956 0.033
(N=11)
>
DAPI cD31 MERGE
. --
B --
- --
Figure 3

Blood vessels changes. Following HBOT, there was a significant increase in tissue blood vessels. Left col-
umn: DAPI staining for intact cells evaluation; middle column: CD31 staining of endothelial cells; right col-

umn: merging of DAPI and CD31.

Senescence cells

Tissue senescent cells were evaluated using the lipofuscin staining method. No changes were
noted in senescent cells following the control period (3.14+1.06 vs. 3.13+1.10, p=0.956) (
Table 3). There was a significant decrease in tissue senescent cells (2.48+1.23, p=0.033) (
Table 3 and Figure 4) post-HBOT.



Baseline Pre HBOT Post HBOT

Figure 4

Senescence cells changes. Following HBOT, there was a significant decrease in number of tissue senescent

cells.

Safety

Out of the 13 participants, two side effects were reported. One patient had a local infection at
the biopsy site which was treated with a three-day oral antibiotics course. Another patient suf-
fered from moderate barotrauma to the ear which was treated conservatively with complete
resolution.

DISCUSSION

The current study demonstrates, for the first time, that 60 daily HBOT sessions decreased pap-
illary dermis thickness, increased elastic fiber length and stability and collagen fibers density
with a large effect size in a healthy elderly cohort. Moreover, HBOT beneficially impacted on
both the number of blood vessels and senescent cells. This is the first human study that
demonstrates that a therapeutic intervention can reduce the number of senescent cells at the
tissue level.

Die Hautalterung beginnt von Geburt an und wird sowohl durch intrinsische als auch durch
extrinsische Faktoren induziert. Wir konzentrierten uns auf die intrinsische Alterung, indem
wir Hautbiopsien aus einem lichtgeschiitzten Bereich erhielten. Die intrinsische physiologische
Alterung umfasst den sogenannten klassischen Alterungsprozess, der erhdhte seneszente
Zellen (Fibroblasten, Melanozyten) und Verlust/Abbau der Mikrozirkulation umfasst,
zusatzlich zu Epidermisverdiinnung, Dermisverdiinnung mit erhdhter Papillarschichtdicke, ver-
minderter Kollagenablagerung, elastischer Faserverkiirzung und -abbau [3 ]. Diese
zugangliche Hautbiopsiemethode ermdglichte es uns, die Wirkung von HBOT auf Gewebeebene
besser zu verstehen. Wie in dieser Studie gezeigt, hatte HBOT signifikante
Alterungsmodulationseffekte, indem es seneszente Zellen verringerte, Angiogenese induzierte
und die elastische Faserlange und -stabilitit sowie die Kollagendichte erhohte.

Verschiedene Modelle wurden vorgeschlagen, um die molekularen Grundlagen fiir die
Hautalterung basierend auf den Kennzeichen des Alterns zu erklaren, einschlief3lich zellularer
Seneszenz, Verlust von Telomeren, DNA-Mutationen, mitochondrialer Dysfunktion, oxidativem
Stress, chronischen Entziindungen und anderen [21]. In den letzten zehn Jahren haben sowohl
praklinische als auch klinische Studien gezeigt, dass HBOT auf viele dieser Alterskennzeichen
abzielen kann. HBOT kann die mitochondriale Funktion und den Zellstoffwechsel verbessern,



Entziindungsreaktionen reduzieren, Apoptose reduzieren, oxidativen Stress lindern und bei
der Einleitung oder Erleichterung der Angiogenese helfen [22]. Obwohl erwartet werden kann,
dass HBOT signifikanten oxidativen Stress induziert, wurde gezeigt, dass nur eine einzige hy-
peroxische Exposition die ROS-Erzeugung akut erh6ht, wahrend wiederholte Expositionen
eine Antioxidans/Scavenger-Reaktion auslosen und mit normalisierten ROS-Spiegeln
schiitzend werden [18].

In der aktuellen Studie haben wir uns auf zwei der Mechanismen von HBOT konzentriert:
Angiogenese und reduzierte Zellseneszenz. Eine verminderte Gewebedurchblutung oder
blutige Versorgung wurde mit Hautalterung in Verbindung gebracht [7]. In unserer Studie in-
duzierte HBOT die Angiogenese mit erhohten dermalen Blutgefaf3en. Die Ergebnisse korre-
lieren mit unseren fritheren Studien, die zeigen, dass HBOT die Angiogenese in ischdmischen
nicht heilenden Wunden und im alternden Gehirn induzieren kann [23-25]. Unser HBOT-
Protokoll nutzt die Effekte, die durch wiederholte intermittierende hyperoxische Expositionen,
das sogenannte hyperoxische hypoxische Paradoxon, induziert werden [14-17]. Diese inter-
mittierenden hyperoxischen Expositionen induzieren physiologische Reaktionen, die wahrend
der Hypoxie auftreten. Somit induziert HBOT die Freisetzung der Transkriptionsfaktoren, die
als hypoxisch induzierte Faktoren (HIFs) bezeichnet werden, und erhoht deren Stabilitat und
Aktivitat. HIF-1a und HIF-2a modulieren wiederum die Freisetzung des angiogenen Faktors
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). VEGF gilt als Hauptregulator der Angiogenese und
induziert die Migration von Vorldauferendothelzellen aus dem Knochenmark in das
Kreislaufsystem, die Rekrutierung von Endothelzellen aus bestehenden Blutgefiafden und deren
Differenzierung in neu gebildete Blutgefafde [14-17]. Die HBOT-induzierte Angiogenese kann
einen signifikanten Einfluss auf die Lichtalterung und die extrinsische Hautalterung haben,
wenn BlutgefafRe aufgrund von UV- und toxischen Expositionen starker beeintrachtigt sind. Die
aktuelle Studie bewertete jedoch keine lichtexponierte Haut.

Zweitens ist die intrinsische Hautalterung mit der Zellseneszenz verbunden, bei der der
Zellzyklus von Fibroblasten, Melanozyten und anderen Zellen gestoppt wird. Zu den
Haupttreibern der Seneszenz zdhlen die Telomerverkiirzung [26] sowie andere nicht-telom-
erische DNA-Schaden [27]. Die Ansammlung von alternden Zellen mit zunehmendem Alter
spiegelt entweder eine Zunahme der Bildung dieser Zellen und/oder eine Abnahme ihrer
Clearance wider, was wiederum den Schaden verschlimmert und zur Alterung beitragt [27]. In
der aktuellen Studie induzierte HBOT eine signifikante Abnahme / Clearance der Zellseneszenz
im Vergleich zu den stabilen Niveaus der Zellseneszenz zu Studienbeginn und nach einer
Kontrollperiode. In unserer fritheren Arbeit haben wir gezeigt, dass HBOT eine periphere
Blutzellclearance zusammen mit einer Telomerverlangerung induziert [19]. Beide unterstiitzen
dhnliche Effekte auf seneszente Gewebezellen wie die Haut.

HBOT wird seit Jahrzehnten als therapeutische Modalitat fiir nicht heilende Wunden, kompro-
mittierte Hauttransplantate und -lappen, schwere Hautinfektionen, nekrotisierende
Weichteilinfektionen, Verbrennungen, Quetschsyndrom und andere akute
Ischamieverletzungen eingesetzt [28]. In jlingster Zeit wurde es als Vorkonditionierung vor
asthetischen Operationen vorgeschlagen [29]. Nach unserem besten Wissen ist dies jedoch die
erste Studie, die ihre Auswirkungen auf die typische alternde Haut untersucht.

Derzeit werden viele Interventionen untersucht, die genetisch oder pharmakologisch
(senolytische Medikamente) auf Hautalterungsmerkmale abzielen. Dazu gehdren
Antioxidantien, Stammzelltherapie, Retinoide, Hormone, Didten, entziindungshemmende Mittel,



Anti-Progerie-Strategien, Telomermodifikationen und andere [3]. Die meisten dieser
Interventionen haben kaum Beweise, die ihre Behauptungen mit begrenzter Wirkung stiitzen
[3]. Dariiber hinaus stammen die meisten Beweise aus Tiermodellen und warten auf
Sicherheits- und Wirksamkeitsbewertungen beim Menschen. Insbesondere topische Retinoide
haben eine erhohte Epidermisdicke gezeigt [3]. Die aktuelle Studie schldgt eine nicht-phar-
makologische Methode zur Entfernung alternder Zellen vor. Zum ersten Mal beim Menschen
zeigte eine therapeutische Intervention eine tatsachliche Reduktion der Anzahl alternder
Zellen auf Gewebeebene.

Einschrankungen der Studie: Die aktuelle Studie hat mehrere Einschrankungen und Starken zu
bertcksichtigen. Zunachst sollte der begrenzte Stichprobenumfang berticksichtigt werden.
Zweitens fehlte eine separate Placebogruppe. Die Patienten fiihrten jedoch nach einer
Kontrollperiode zum Vergleich eine zweite Biopsie durch und die Biopsieanalyse wurde
verblindet durchgefiihrt. Drittens wurde die Haut nicht klinisch bewertet und bewertet.
Viertens wurden HBOT-Effekte auf die Lichtalterung nicht bewertet. Flinftens bewerteten wir
zwei HBOT-bezogene Mechanismen, Angiogenese und seneszente Zellclearance, jedoch kdnnen
andere Mechanismen zur Umkehrung der Hautalterung im Spiel sein und wurden nicht bew-
ertet. Schliefdlich umfasste unser Protokoll 60 Sitzungen mit 100% Sauerstoff bei 2 ATA,
einschliefslich drei Luftpausen wahrend jeder Sitzung, um das hyperoxische hypoxische
Paradoxon zu nutzen und das Risiko einer Sauerstofftoxizitdt zu minimieren. Wir schlagen vor,
dass sowohl innerhalb der Sitzung als auch zwischen den Sitzungen hyperoxisch-hypoxische /
relative hypoxische Expositionen die diskutierte Kaskade beeinflussen; Das derzeitige
Versuchsdesign kann jedoch nicht jede Komponente einzeln bewerten. Dariiber hinaus ist die
Dosis-Wirkungs-Kurve in Bezug auf den angelegten Druck, die Zeit und die Anzahl der HBOT-
Expositionen und ihre Beziehung zur HIF-Expression und den damit verbundenen reversen
Alterungseffekten immer noch nicht vollstindig verstanden, und weitere Studien sind erforder-
lich, um die optimalen HBOT-Protokolle zu finden.

Zusammenfassend zeigt unsere Studie zum ersten Mal beim Menschen, dass HBOT pathophysi-
ologische Alterungseffekte auf der Haut gesund alternder Erwachsener signifikant modulieren
kann. Zu den demonstrierten Mechanismen gehdren die Angiogenese und die Clearance al-
ternder Zellen.
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