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Zusammenfassung

Lokale Durchblutungsstdrungen aufgrund verengter Blutgefde und die damit verbundene
eingeschriankte Sauerstoffversorgung bilden die zentrale pathologische Grundlage des
Raynaud-Phdnomens. Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass CO:-Béder die
Mikrozirkulation in Haut und Unterhaut férdern und daher als ergéinzende Therapieoption fiir

schlecht durchblutete Hénde in Betracht gezogen werden konnten.

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von CO:-haltigen Losungen auf die Durchblutung der
Hand zu untersuchen. Besonders interessierte uns hierbei, wie tief das CO, die Haut an der
Hand penetrieren kann. Wir nutzten eine Multispektralkamera von Kent Imaging Inc., um
digitale Aufnahmen von den Behandlungsarealen zu machen. Diese erlaubte die Erfassung und
Einschitzung der relativen Anderung der Gewebesauerstoffsittigung iiber die gesamte Fliche
der Hand zur Planung einer préklinischen Pilotstudie. Im Rahmen dieser wurde zur
Quantifizierung der Durchblutung die Sauerstoffsittigung des Hémoglobins, die relative
Hamoglobinmenge, der Blutfluss und die Blutflussgeschwindigkeit als Messgrofen
herangezogen. Das O2C-System (,,oxygen-to-see*) der Firma LEA Medizintechnik GmbH

erlaubte eine punktuelle Erfassung dieser Parameter in Gewebetiefen von 1-2 mm und 6-8 mm.

Die Studie selbst wurde als zweiarmige Cross-Over-Studie mit insgesamt 30 Probanden
durchgefiihrt. An einem ersten Termin tauchten sie ihre nicht-dominante Hand fiir 15 Minuten
in ein nicht-karbonisiertes, wissriges Bad (22 °C). Bei einem zweiten Termin erfolgte dasselbe
Vorgehen in einem CO:2-gesittigten Bad. Die Messungen wurden jeweils vor und direkt nach

der Behandlung sowie 20, 30, 90, 120 und 150 Minuten spéter vorgenommen.

Bei der oberfldchlichen Messung zeigte sich unter CO:-Einfluss eine signifikante Zunahme der
Sauerstoffsittigung des Himoglobins, die auch noch nach bis zu zwei Stunden messbar war. In
tieferen Gewebeschichten lie3 sich hingegen — auch bei den librigen Parametern - kein positiver
Effekt auf die Mikrozirkulation quantifizieren. Eine mdgliche Ursache hierfiir konnte die
niedrige Wassertemperatur sein. Nichtsdestotrotz konnten CO.-Béder eine vielversprechende,
kostengiinstige und nicht-invasive Therapieoption darstellen, um die Mikrozirkulation in der

Hand langfristig zu verbessern.



Summary

Local circulatory disorders caused by narrowed blood vessels, and the associated reduced
oxygen supply, constitute the central pathological basis of Raynaud’s phenomenon. Several
studies suggest that CO- baths can promote microcirculation in the skin and subcutaneous

tissue, and may therefore be considered as an adjunct therapy option for poorly perfused hands.

The aim of this study was to investigate the effects of CO:-containing solutions on hand
circulation. In particular, we sought to determine how deeply CO: can penetrate the skin of the
hand. We employed a multispectral camera from Kent Imaging Inc. to obtain digital images of
the treatment areas. This allowed for the measurement and assessment of relative changes in
tissue oxygen saturation across the entire surface of the hand, serving as the basis for planning
a preclinical pilot study. Within this framework, hemoglobin oxygen saturation, relative
hemoglobin content, blood flow, and blood flow velocity were chosen as parameters to quantify
circulation. The O2C system (“oxygen-to-see”) from LEA Medizintechnik GmbH enabled

point-specific measurements of these parameters at tissue depths of 1-2 mm and 6-8 mm.

The study itself was conducted as a two-arm crossover trial with a total of 30 participants. At
the first appointment, participants immersed their non-dominant hand in a non-carbonated
aqueous bath (22 °C) for 15 minutes. At the second appointment, the same procedure was
carried out in a CO:-saturated bath. Measurements were taken before and immediately after

each treatment, as well as 20, 30, 90, 120, and 150 minutes thereafter.

During the superficial measurements, a significant increase in hemoglobin oxygen saturation
was observed under CO: exposure, which remained detectable for up to two hours. In deeper
tissue layers, however, no positive effect on oxygen saturation was identified. Likewise, no
measurable improvement in circulation was noted in the other parameters. One possible
explanation for this outcome could be the relatively low water temperature. Nonetheless, CO-
baths could represent a promising, cost-effective, and non-invasive therapeutic option to

sustainably improve microcirculation in the hand.
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1. Einleitung

1.1. Raynaud Phanomen

Das Raynaud-Phidnomen (RP) ist ein vaskulidres Geschehen, das durch anfallsartige
Vasospasmen der Arterien und Arteriolen, insbesondere im Bereich der Finger und Zehen,
charakterisiert ist. Diese Vasospasmen fiihren zu einer typischen Dreiphasen-Farbveréinderung
der Haut, dem sogenannten ,,Tricolore-Phdnomen®: Auf eine initiale Blisse (Ischdmie) — bei
der die Haut infolge des fehlenden Blutflusses weil} erscheint — folgt eine Zyanose (Hypoxie),
die durch die Desaturation des verbliebenen Blutvolumens eine bléduliche bis violette
Verfarbung verursacht. Sobald die Vasospasmen abklingen und der Blutfluss wiederhergestellt
wird, tritt schlieBlich eine reaktive Hyperdmie (Rotung) auf [1]. Die ausgeprégte
mikrovaskulire Uberempfindlichkeit gegeniiber Kilte- und Stressreizen fiihrt dabei zu akuten
Schmerzen wihrend der Ischdmiephase und oftmals auch wéhrend der nachfolgenden
Reperfusion. Erstmals beschrieben wurde diese Erkrankung 1862 von Maurice Raynaud, der in
seiner Publikation ,,De I’asphyxie locale et de la gangréne symétrique des extrémités* darauf
hinwies, dass die Akren voriibergehend und reversibel ihre Farbe dndern konnen — ausgelost
durch Kilte oder andere Faktoren. Schon damals wurde das Krankheitsbild von der
medizinischen Fachwelt weit gefasst, sodass der Begriff Morbus Raynaud nicht nur
voriibergehende Farbverfarbungen, sondern auch ausgeprdgte akrale Ischdmien mit
Ulzerationen oder Gangran umfasste [2]. Das Raynaud-Phdnomen kann entweder als primaére,
idiopathische Form oder als sekundire Variante im Rahmen anderer Grunderkrankungen

auftreten.

Die primdre Form des Raynaud-Phidnomens, auch als Morbus Raynaud oder Raynaud-
Krankheit bezeichnet, manifestiert sich typischerweise im jiingeren Erwachsenenalter und
betrifft Frauen haufiger als Ménner; das Geschlechterverhéltnis wird auf etwa 4:1 geschétzt [2],
[3]. Die Pravalenz in der Allgemeinbevolkerung variiert je nach Region zwischen 3 % und 5 %,
wobei kalte Klimazonen tendenziell hohere Werte aufweisen [4]. Kennzeichnend sind
symmetrische, anfallsartige Vasospasmen in den Fingern — seltener auch in den Zehen — die
durch Kiélteexposition oder Stress ausgelost werden. Da iiberwiegend funktionelle, jedoch
keine strukturellen Verdnderungen der Gefille vorliegen und keine zugrundeliegende
Grunderkrankung nachweisbar ist, verlduft diese Form in der Regel milder und ist selten mit

Komplikationen wie Ulzerationen oder Nekrosen assoziiert. Auch zeigen Betroffene meist



unauffillige Befunde in der Nagelfalzkappillarmikroskopie; spezifische Autoantikdrper, wie

sie bei sekundiren Formen hiufig zu finden sind, fehlen in der Regel [5].

Ein sekundéres Raynaud-Phdnomen setzt den Nachweis einer Grunderkrankung oder Stérung
voraus, die die Durchblutung der Akren beeintréchtigt — sei es im Sinne einer rein funktionellen
(z. B. Vasospasmus) oder einer primir strukturellen Ursache (z. B. Digitalarterienverschliisse)
mit nachfolgender funktioneller Beeintrachtigung [6]. Das sekunddre RP tritt hédufig in
Assoziation mit entziindlich-rheumatischen Erkrankungen, davon insbesondere Kollagenosen,
wie systemischer Sklerose (SSc), rheumatoider Arthritis (RA) oder systemischen Lupus
erythematodes (SLE) auf. Ebenso konnen bestimmte Medikamente, z. B. einige Beta-Blocker
und Zytostatika, oder berufliche Expositionen gegeniiber Vibrationsbelastungen als Ausldser
fungieren [4]. Auch Malignome, Hand-, Armarterienverschliisse oder -stenosen durch
Arteriosklerose, Thromboembolie oder Vaskulitis sowie eine Thrombangiitis obliterans
konnen zu einem sekunddren Raynaud-Phédnomen fiihren [6]. Im Vergleich zur priméren Form
weist das sekunddre Raynaud-Phdnomen meist ein hoheres Erkrankungsalter, sowie ein
erhohtes Risiko fiir Gewebeschddigungen auf. Auch treten Raynaud-Attacken beim sekundéren
RP hiufiger und langanhaltender auf - ein typischer Ausldser ist oft nicht auszumachen. In
diesen Féllen ist das Vorliegen von Digitalarterienverschliisse wahrscheinlich.

Diagnostisch orientierend sollte eine Labordiagnostik durchgefiihrt werden, welche ein
Differentialblutbild sowie Gesamteiweill mit Serumeiweillelektrophorese, C-reaktives Protein,
Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit und TSH umfasst. Bei auffilligen Befunden kdnnen
die Untersuchungen um eine immunologische Diagnostik auf antinukledre Antikdrper (ANA)
im Immunfluoreszenztest (IFT) ausgedehnt werden [6], [7]. Apparativ kommt die
Kapillarmikroskopie zum Einsatz, in der pathologische Befunde (z.B. Mega-Kapillaren,

Kapillarverluste) Indikatoren fiir eine sekundire Genese darstellen [3], [6].

Die Pathogenese des RP beruht auf einer komplexen Wechselwirkung zwischen endothelialer
Dysfunktion, einer gestorten vaskuldren Reaktion auf vasomotorische Stimuli und einer
iibermédfigen Aktivitit des sympathischen Nervensystems [3], [4]. Beim primédren Raynaud-
Phénomen {iberwiegen funktionelle Verédnderungen, wihrend bei der sekunddren Form auch
strukturelle Schiden an den GefdBlen hinzutreten konnen. Zentral ist hierbei eine gesteigerte
Empfindlichkeit der glatten GefdBmuskulatur gegeniiber vasokonstriktorischen Signalen wie
Noradrenalin (NA) sowie eine verminderte Produktion vasodilatatorischer Substanzen wie
Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacyclin [5]. Gleichzeitig kommt es héufig zu einer

vermehrten Freisetzung von Vasokonstriktoren wie Endothelin-1 und Angiotensin II.
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https://www.springermedizin.de/emedpedia/detail/lexikon-der-medizinischen-laboratoriumsdiagnostik/c-reaktives-protein?epediaDoi=10.1007%2F978-3-662-49054-9_790
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Angiopoietin-2 destabilisiert zudem das Endothel und macht es anfélliger fiir Entziindungen

[8].

Das beim primédren RP beobachtete Beschwerdebild beruht groBteilig auf einer gestorten
Thermoregulation der Haut. Zahlreiche Einflussfaktoren modulieren die Korpertemperatur;
dabei iibernehmen die kutanen Gefdlle eine Schliisselrolle. Sowohl lokale endotheliale
Mediatoren als auch periphere und zentrale neurogene Stimuli konnen den Geféltonus dieser
GefiBe verdndern [2]. Unter Kilteeinwirkung flihrt die Vasokonstriktion in der Haut zu einem
verminderten Wérmeverlust. An den Fingern ermdglichen zahlreiche arteriovendse
Anastomosen - so genannte ,,AVAs® - einen schnellen Austausch zwischen arteriellen und
vendsen GefdBabschnitten und stehen in Verbindung mit den Kapillaren, die die Haut
versorgen. Ein erhohter Sympathikotonus, vermittelt durch Noradrenalin an den a-Rezeptoren
der glatten GefaBmuskulatur, 16st einen Vasospasmus mit deutlicher Reduktion der kutanen
Perfusion aus. Physiologisch kommt es bei Kélte zu einer Abnahme des Blutflusses iiber die
digitalen arteriovendsen Anastomosen, wihrend die nutritive Kapillardurchblutung erhalten
bleibt. Beim Raynaud-Phédnomen hingegen ist sowohl der Durchfluss in den Anastomosen als
auch in den nutritiven Kapillaren vermindert. Insgesamt besteht somit eine funktionelle Stérung
der Thermoregulation mit gestorter vaskuldrer Reaktivitdt, jedoch ohne Nachweis einer
strukturellen GefaBBverdnderung [2], [9]. Die Entstehung des primiren Raynaud-Phdnomens
lasst sich jedoch nicht allein durch eine singuldre Fehlregulation erkliren; vielmehr handelt es
sich um ein Zusammenspiel unterschiedlicher auslésender Mechanismen [2]: Freedman et al.
konnten 1995 eine gesteigerte Expression a2-adrenerger Rezeptoren in der glatten Muskulatur
der GefaBwand nachweisen [9], [10], [11]. Es existieren drei wesentliche Subtypen der a2-
adrenergen Rezeptoren: a2A, a2B und a2C. Im Kontext des Raynaud-Phédnomens spielt der
a2C-Subtyp eine herausragende Rolle. Kéiltereize fiihren zu einer Verlagerung dieser
Rezeptoren an die Plasmamembran, sodass sie — normalerweise inaktiv unter normothermen
Bedingungen — nun iiber zentral freigesetztes NA eine verstarkte Vasokonstriktion vermitteln.
Unabhéngig von Noradrenalin kann Kilte iiber verschiedene weitere Mechanismen eine
Verengung  kutaner  GefdBe  auslosen, etwa  durch  Triggerung  transienter
Rezeptorpotenzial-(TRP-) Kanile: Diese Kanéle fithren iliber eine Freisetzung vasoaktiver
Neuropeptide wie Neuropeptid Y, Calcitonin gene-related peptide (CGRP) oder vasoactive
intestinal polypeptide (VIP) zur Modulation des Gefdltonus. So bewirkt CGRP {iber eine
endotheliale NO-Freisetzung eine Vasodilatation; Storungen im CGRP-Signalweg werden als

mitverantwortlich fiir die beeintrdchtigte vaskuldre Reaktivitit beim Raynaud-Phinomen



angesehen. Genvariationen einzelner Ionenkanéle oder im NO-Stoffwechsel sind als hereditire

Faktoren mit dem Raynaud-Phinomen assoziiert [2].

Bei vielen Formen des sekundidren Raynaud-Phédnomens lassen sich strukturelle Gefaf3schiden
als Ursache fiir die beobachtete Symptomatik finden. So kommt es im Rahmen einer
systemischen Sklerose zu einer Intimahyperplasie und Mediahypertrophie sowie
Mikrothrombenbildung in Arteriolen [12]. Entziindliche Prozesse konnen in diesem Rahmen
die GefaBwand schéddigen und zu einer endothelialen Aktivierung mit gesteigerter Expression
von Adhésionsmolekiilen und proinflammatorischen Zytokinen fithren. Langfristig kann es zur
chronischen Unterversorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Néahrstoffen kommen,
infolgedessen das Risiko flir Hautulzerationen und Nekrosen steigt. In fortgeschrittenen Stadien
kann es zu Verdanderungen an den Fingernigeln und mitunter sogar zum Verlust von Fingern
oder Zehen kommen [3], [4]. Die Prognose des sekundiren RP hingt maBgeblich von der
Schwere der zugrunde liegenden Erkrankung und dem Ausmal} der vaskuldren Schidigung ab;
eine frithzeitige Diagnose und Therapie sind entscheidend, um schwerwiegende Folgeschidden

zu vermeiden.

Die Behandlung des RP erfordert ein integratives Vorgehen, bei dem sowohl die zugrunde
liegende Erkrankung als auch die vaskuldren und endothelialen Dysfunktionen, die die
Raynaud-Episoden auslosen, adressiert werden [4], [13]. Im Vordergrund steht die Behandlung
der Grunderkrankung: Bei Patientinnen und Patienten mit SSc, SLE oder anderen
rheumatologischen Krankheitsbildern kann eine Reduktion der Entziindungsaktivitit durch
Immunmodulatoren oder Biologika zu einer Stabilisierung der Mikrozirkulation und einer
Abnahme der Anfallsschwere fiihren. Auf der medikamentdsen Ebene der Raynaud-
spezifischen Therapie wird vor allem auf vasodilatatorische und endothelprotektive Substanzen
zurlickgegriffen. Zu den wichtigsten gehdren Kalziumkanalblocker, insbesondere Nifedipin,
das als Standardtherapie fiir die symptomatische Behandlung gilt. Kalziumkanalblocker
hemmen den Kalziumeinstrom durch L-Typ-Kalziumkanilen in die glatten GefaBmuskelzellen
und bewirken so eine Vasodilatation. Eine niedrig dosierte Anwendung hat sich in Studien als
besonders wirksam erwiesen, um Héufigkeit und Dauer der Anfille zu reduzieren [2]. Ebenfalls
relevant sind Angiotensin-II-Rezeptorblocker, z. B. Losartan, die den Schweregrad und die
Frequenz der Raynaud-Episoden lindern koénnen [2]. In therapierefraktiren Fillen,
insbesondere bei sekunddrem Raynaud-Syndrom, werden Phosphodiesterase-5-Inhibitoren,
z. B. Sildenafil, in Betracht gezogen. Diese Substanzen erhdhen den Sxpiegel des cyclischen

Guanidinmonophosphats (cGMP), indem sie den Abbau von NO hemmen, und konnen
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insbesondere bei begleitender pulmonaler arterieller Hypertonie, wie sie hdufig bei sSc auftritt,
von Nutzen sein. Darliber hinaus kann Alprostadil, ein Prostaglandin-Analogon, in
fortgeschrittenen Fillen verwendet werden, um die Blutzirkulation zu verbessern. Alprostadil
wird oft in intravendser Form angewendet und induziert eine direkte Vasodilatation. Zudem
besitzt Alprostadil antioxidative Eigenschaften und wirkt entziindungshemmend [14], [15]. Als
weitere Option steht topisch appliziertes Nitroglycerin zur Verfiigung: Uber die mitochondrial
lokalisierte Aldehyddehydrogenase 2 (ALDH2) wird das Nitroglycerin in NO umgewandelt
und induziert eine Vasodilatation durch Aktivierung der Guanylatzyklase [16], [17].

Nicht-medikamentdse MaBBnahmen spielen im Management, insbesondere beim sekundiren
Raynaud, eine zentrale Rolle. Vermeidung von Kélteeinwirkung, das konsequente Tragen von
wirmenden Handschuhen oder Socken sowie Wérmepackungen helfen, die periphere
Durchblutung zu verbessern und Vasospasmen vorzubeugen [4]. Der Verzicht auf Nikotin, das
als starker Vasokonstriktor gilt, gehort ebenfalls zu den wesentlichen Empfehlungen [18].
Psychischer Stress, der eine vermehrte Sympathikusaktivierung bewirkt, kann Raynaud-
Attacken verstiarken [13], [19]. StressbewéltigungsmaBnahmen wie Meditation, autogenes

Training, Atemtechniken oder Biofeedback haben sich daher als hilfreich erwiesen [20], [21].

Neben diesen Ansétzen stellt die physikalische Medizin eine Behandlungsmoglichkeit dar.
RegelmiBige Bewegungstherapie, manuelle Lymphdrainage oder Massagen konnen in
Kombination mit balneologischen Verfahren die Durchblutung verbessern. Sandqvist et al.
konnten so 2004 positive Effekte von Parrafinbéddern der Hénde auf Patienten mit systemischer
Sklerose nachweisen [22]. Besonders bei Patienten mit sekunddrem Raynaud-Phinomen im
Kontext einer systemischen Sklerose sind positive Effekte von Kohlenstoffdioxid-
Anwendungen dokumentiert [23], [24], [25]. Die CO:-Behandlung selbst kann auf
verschiedene Weisen erfolgen: Bei transkutanen CO:-Béddern (,,trockene Béder*) wird das
betroffene Korperareal in einer gasdichten Kammer fiir 20-30 Minuten medizinischem
Kohlendioxid ausgesetzt. Alternativ kann CO:-angereichertes Wasser in Form der
Balneotherapie  eingesetzt werden, beispielsweise = Thermalquellen mit  hohem
Kohlendioxidgehalt —oder speziell angereicherte = CO»-Wasserbdder, wobei die
Wassertemperatur hier meist im Bereich von 33-37 °C liegt. Dariiber hinaus ist auch die

subkutane Injektion von CO2 mdglich, um lokal eine gezielte Vasodilatation zu erreichen.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist es, mithilfe innovativer Messtechniken wie dem O2C-

Gerit die relativen Verdanderungen von Blutfluss und Sauerstoffsdttigung im behandelten



Hautareal zu quantifizieren. Insbesondere soll untersucht werden, in bis zu welcher
Gewebetiefen sich die Effekte exogen applizierten CO: auf lokale himodynamische Parameter
und die Sauerstoffsittigung nachweisen lassen. Diese Erkenntnisse konnten einen wichtigen
Beitrag zur Optimierung physikalisch-medizinischer Therapiekonzepte flir das Raynaud-

Phinomen leisten.

1.2. Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut ist das grofte Organ des menschlichen Korpers und iibernimmt als duflere Barriere
eine zentrale Schutzfunktion gegeniiber mechanischen, chemischen und mikrobiologischen
Einfliissen. Ermoglicht wird dies durch ihren charakteristischen dreischichtigen Aufbau,
bestehend aus der Epidermis (Oberhaut), der Dermis (Lederhaut) und der Subkutis
(Unterhaut)[26], [27].

Die Epidermis ist ein mehrschichtiges, verhorntes Plattenepithel, dessen Zellen zu iiber 90 %
aus Keratinozyten bestehen [28], [29]. Die Keratinozyten durchlaufen einen kontinuierlichen
Prozess aus Zellproliferation, Differenzierung und Desquamation. Etwa 10 % der Zellen in der
Epidermis sind sogenannte symbiontische Zellen, darunter Langerhans-Zellen, Melanozyten
und Merkelzellen. Morphologisch lésst sich die Epidermis in mehrere Schichten gliedern: Im
Stratum basale (Basalschicht) erfolgt die mitotische Teilung von Stammzellen, die sich
anschlieBend in Richtung Oberfliche bewegen. Im Stratum spinosum (Stachelzellschicht)
beginnt die Bildung von Odland-Koérperchen, die Lipide und Enzyme enthalten. Aufgrund der
Bildung von Keratohyalin-Granula wurde die néchstobere Schicht als Stratum granulosum
(Kornerzellschicht) benannt. Das Stratum lucidum (Glanzschicht) ist nur in der Leistenhaut
(z. B. Handfldachen und FufBlsohlen) erkennbar. Im Stratum corneum (Hornschicht) liegen die
Keratinozyten als kernlose, vollstindig differenzierte Korneozyten vor, die schlieBlich

abgestoBBen werden [26].

Die Epidermis grenzt an die Basallamina, welche sie von der Dermis trennt. Die dermo-
epidermale Junktionszone weist eine wellenformige Struktur aus epidermalen Retezapfen und
dermalen Papillen auf, die eine bessere Haftung und eine gewisse Dehnungsreserve ermoglicht.
Unter gesunden Bedingungen finden sich nur wenige Gedachtnis-Helfer-T-Lymphozyten in der
Epidermis, die mithilfe des cutaneous lymphocyte antigen (CLA) aus den Hautgefdlen

austreten konnen. Neutrophile sind hingegen in gesunder Epidermis nicht nachweisbar [26].



Die Haut besitzt eine nahezu undurchldssige Barriere, die einerseits den transepidermalen
Wasserverlust minimiert und andererseits das Eindringen schidlicher Substanzen verhindert
[30]. Hierzu liegen im Stratum corneum die kernlosen Zellen dicht gepackt aneinander,
umgeben von einer umgebenden lipidreichen Matrix. Auch diese Matrix ist Teil der
Syntheseleistung der Keratinozyten: In den tieferen Hautschichten finden sich Lipide — dhnlich
wie in anderen Geweben — hauptsdchlich in Form von membrangebundenen Phospho- und
Glykolipiden. Im Stratum spinosum beginnt die Bildung von Odland-Korperchen, die aus
parallelen  Schichten von Glykosylceramiden, Sterolestern und Phospholipiden
zusammengesetzt sind und zusitzlich hydrolytische Enzyme enthalten. Beim Ubergang zum
Stratum corneum werden diese Organellen in den Interzellularraum freigesetzt, was zur
Aktivierung der Enzyme fiihrt. Dadurch werden die Lipide in eine Mischung aus hydrophoben
Metaboliten — namentlich Ceramiden, Cholesterin und freien Fettsduren — umgewandelt,
welche das Barrierelipid darstellen. Dieses Lipid lagert sich als breite, parallel angeordnete
Lamellen ab, die den Interzellularraum wasserdicht verschlieBen, wihrend dessen
Volumenanteil erheblich zunimmt [26]. Obwohl die Hornschicht gegeniiber physikalischen
Einwirkungen (mechanisch, thermisch, aktinisch) und chemischen Reizen relativ robust ist,
reagiert sie empfindlich auf organische Losungsmittel, die Lipide extrahieren, sowie auf
Detergenzien, welche die Zellmembranen schidigen. Diese Einwirkungen konnen die
Barrierefunktion stdren und zu degenerativen Ekzemen flihren. Zudem ist die Hornschicht
hygroskopisch: Bei ldngerer Wasserexposition quillt sie auf, sodass sich ihre physikalischen
Eigenschaften drastisch verdndern: Es kommt zu einer erhdhten Plastizitét, eine verminderte
ReiBfestigkeit, was feuchte Haut anfilliger macht, und eine signifikant gesteigerte
Permeabilitit — besonders relevant bei der Anwendung von Okklusivverbianden.
Hochmolekulare Substanzen, wie Proteine, durchdringen eine intakte Hornschicht praktisch
nicht, wihrend niedrigmolekulare Stoffe gemidB dem Fick’schen Diffusionsgesetz in
begrenztem Mafle eindringen konnen. Diese Eigenschaft bildet die Grundlage fiir
dermatologische  Lokaltherapien. Da Parameter des Fick’schen Gesetzes, wie
Hornschichtdicke, Lipidgehalt und Hauttemperatur regional variieren, ist beispielsweise die
Permeabilitét an Intertrigostellen besonders hoch, wéihrend sie an Handfldchen und FuBBsohlen
gering ausfdllt. Lipidlosliche Substanzen konnen die Haut leichter penetrieren als
wasserlosliche, was zum einen ein Risiko fiir toxische Aufnahmen darstellt, zum anderen aber
auch die Moglichkeit bietet, Medikamente transdermal, etwa mittels Pflaster, zu verabreichen.
Obwohl Haarfollikel und SchweiBdriisen als potenzielle Schwachstellen in der Barriere
betrachtet werden konnten, ist ihr Anteil an der Gesamtoberfliche mit etwa 0,1 % so gering,

dass sie in der Regel keine bedeutsame Rolle fiir die Permeation spielen [26].



Stratum corneum

Stratum granulosum ' L
mak
ot i NN N
o n® .. T 1 ) W
Stratum spinosum - e - s Wb O _n @Rl
P T b o oy 0 SN : Sy Vo
P PTI0L R S -
'_,- l"' o i o A7 ‘:A i ﬂ;. L) o
A O DT .
Stratum basale Mt et Sinad iy i / g » P al \,ﬁ\? i"éo*\
i 1) o .’ " - I AL
- * P - L) l.’
Fw e Do 5%
b ok . : L &Y f\
» - $ i i s
o= - s 5 ~A e
o ~pe 4
» s "‘ ‘a- -
k - - ‘. -
» &,
-7
5 »
-
L
- X 50 um
- - i % . -.- ~ L. - = -

Abbildung 1. Aufbau der Epidermis am histologischen Priiparat

Sichtbar sind die Epidermis (mit Stratum basale, spinosum, granulosum sowie corneum) sowie Teile der Dermis.
Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pum x 0,441 pm.

Nach Genehmigung von [31]

Unterhalb der Epidermis liegt die Dermis. Die Dermis ist ein fibroelastisches Bindegewebe,
das in zwei Schichten unterteilt wird: Das Stratum papillare - diese oberfldchliche Schicht
enthélt Kapillaren und Nervenendigungen, die die Epidermis versorgen und bildet mit ihren
fingerformigen Papillen eine verzahnte Grenzfliche zur Epidermis — sowie das Stratum
reticulare — die tiefere Schicht, bestehend aus dicht gepackten Kollagen- und elastischen Fasern,
die der Haut ihre hohe Reififestigkeit und Elastizitit verleihen [26], [32]. Die Grundsubstanz
der Dermis setzt sich hauptséchlich aus Kollagenfasern zusammen, die oft parallel angeordnet
sind und die Grundlage der Langer’schen Spaltlinien bilden. Ergénzend finden sich elastische
Fasern, welche die Riickkehr der Haut in ihre Ausgangsform nach Dehnung ermoglichen.
Zwischen den Faserbiindeln liegen Fibroblasten, Mastzellen und andere Gewebszellen. Dariiber
hinaus sind in der Dermis diverse Driisen zu finden: Schweilldriisen, die eine
thermoregulatorische Kiihlung durch Verdunstung unterstiitzen [33], und Talgdriisen, deren

Sekrete die Haut geschmeidig halten und antimikrobielle Eigenschaften besitzen [34].



AN s - g e
: e = 7n.  cs.-o.Stratum papillare

Stratum reticulare

Abbildung 2. Aufbau der Epidermis und Dermis am histologischen Priiparat

Sichtbar sind die Epidermis sowie die Schichten der Dermis (Stratum papillare und Stratum reticulare). Im rechten
Bildrand sind ein Haarfollikel und eine Talgdriise zu sehen. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27,
Pixelauflosung: 0,441um x 0,441 pm.

Nach Genehmigung von [31]

Die tiefste Schicht, die Subkutis, besteht {iberwiegend aus lockerem Bindegewebe und
Adipozyten, die als Energiespeicher fungieren. Diese Schicht bietet eine wesentliche Isolation
gegen Kilte, dient als mechanische Pufferung gegentiber duleren Einwirkungen und beherbergt
groflere Blutgefdle sowie Nerven, die eine effiziente Versorgung der oberen Hautschichten

gewdhrleisten.
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Abbildung 3. Grofienrelation der Epidermis zu Dermis und Subkutis am histologischen Priparat
Sichtbar ist die Epidermis, die Dermis sowie Teile der Subkutis. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45
M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441 pm.

Nach Genehmigung von [31]

Verschiedene Kdorperregionen sind mit spezifisch angepasster Haut ausgestattet, die in zwei
Haupttypen unterteilt wird: Leistenhaut und Felderhaut. Die Felderhaut bedeckt den Grofteil
der menschlichen Kdorperoberflache. Sie ist diinn, behaart und mit Driisen durchsetzt. Im
Gegensatz dazu bedeckt die Leistenhaut die Handfldchen und FuB3sohlen. Sie ist unbehaart und
- vor allem durch die prominente Hornschicht — deutlich dicker [35]. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen konzentrieren sich vorwiegend auf die Leistenhaut der
Handfldchen, schlieen jedoch auch Felderhautbereiche ein. Die Unterscheidung ist relevant,
da die unterschiedlichen Hauttypen — insbesondere durch die variierende Dicke und
Zusammensetzung der Hornschicht — eine unterschiedliche Permeabilitdt und Reaktionsweise

auf dullere Einfliisse zeigen.

10



1.3. GefaBBversorgung der Haut

Das Blutgefil3system der Haut ldsst sich in ein zufithrendes und ein abfiihrendes System sowie
in ein mikrovaskuldres Netzwerk unterteilen [26]. Die zufiihrenden und abfiihrenden Gefal3e
bestehen aus perforierenden Arterien und Venen, die aus dem Fettgewebe und der Muskulatur
stammen. Das mikrovaskuldre Netzwerk gliedert sich in zwei horizontal verlaufende Plexus:
den oberfliachlichen subpapilldren Plexus in der papilldren Dermis sowie den tiefer gelegenen
retikuldren Plexus, der sich in der retikuldaren Dermis und teilweise in der Subkutis befindet
[36], [37]. Zwischen diesen beiden Netzwerken verlaufen vertikale Verbindungskapillaren, die
zugleich Haarfollikel und Schweilldriisen mit eigenen Gefdllplexus versorgen. Zusétzlich
entspringen vom oberfléchlichen Plexus vertikale Kapillarschleifen, die bis in die Spitzen der

dermalen Papillen ziehen [26].

Papillengefalle

oberflachlicher
horizontaler Plexus

papilldre Dermis

vertikale
Verbindungsgefalle
retikulare Dermis

tiefer
horizontaler Plexus

Subkutis

Abbildung 4. Mikrovaskulatur der Haut

Die kutane Vaskulatur besteht aus Zu- und Ableitungssystem sowie dem mikrovaskulidren GefdBnetz. Die
Mikrovaskulatur ist in zwei horizontalen Plexus organisiert. Der oberflichliche Plexus ist an der Grenzflache
zwischen papilldrer und retikuldrer Dermis lokalisiert, der tiefe Plexus liegt an der Dermis-Subkutis-Grenze.
Zwischen diesen Plexus verlaufen vertikale Verbindungsgefafle. Vom oberflachlichen Plexus verlaufen vertikale
Kapillarschleifen in die Papillenspitzen.

Modifiziert nach [26]

Beide Plexus enthalten Arteriolen, Kapillaren sowie postkapillire Venolen. Im oberflachlichen
Plexus tiberwiegen dabei vor allem die postkapilliren Venolen und Kapillaren. Da die
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postkapilldren Venolen insgesamt den groften kumulativen Querschnitt der Hautgefdfle
aufweisen, iibernehmen sie eine bedeutende Reservoirfunktion. In diesen Gefidllen ist die
Blutflussgeschwindigkeit besonders gering, was einen intensiven Austausch zwischen
Blutzellen und Endothelzellen ermdglicht und sie gleichzeitig zum Hauptort entziindlicher
Prozesse in der Haut macht [26]. In der retikuldren Dermis und der Subkutis hingegen finden
sich groBere Gefidlle, zu denen Arteriolen, Venolen sowie arteriovendse Anastomosen (AVAs)
gehoren. Letztere erlauben eine direkte Umleitung des Blutflusses und dienen als wichtiges
Regulationsinstrument, um den Blutstrom je nach thermischen und metabolischen
Anforderungen flexibel anzupassen [38]. AVAs sind nur in den Akren nachweisbar. Die

Blutzirkulation erfolgt sowohl im arteriellen als auch im vendsen Schenkel pulsatil [26].

Die Endothelzellen bilden die innere zelluldre Auskleidung aller Blutgefd3e und tibernehmen
vielfdltige Aufgaben, die je nach Gefil3grofe variieren kdnnen: Sie steuern unter anderem den
Stoffaustausch, die Synthese der Basalmembran und extrazelluldren Matrix, den Lipoprotein-
Metabolismus sowie Gerinnungs- und Fibrinolysevorginge. Fiir die vorliegende Arbeit
besonders relevant ist ihre Funktion in der Regulation des Geféf3tonus sowie die Einleitung und
Ausfiihrung entziindlicher Prozesse. Die Endothelzelloberfldche wirkt antithrombogen, da sie
reich an negativ geladenem Heparan- und Chondroitinsulfat ist, wodurch die passive Adhésion
von Thrombozyten erschwert wird. Dariiber hinaus bestehen aktive antikoagulatorische
Mechanismen:  Endothelzellen setzen NO und Prostacyclin  frei, die einer
Thrombozytenaggregation entgegenwirken, und binden Thrombin an wandstindiges
Thrombomodulin, was zur Aktivierung des Protein C und damit zur Fibrinolyse fiihrt. Zudem
konnen Endothelzellen ihre Permeabilitit erhdhen, indem sie sich zusammenziehen und so die
Interzellularrdume erweitern. Dieser Prozess kann als unmittelbare Reaktion auf Histamin,
Leukotriene oder Thrombin erfolgen oder verzogert durch Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1)
oder Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a). Auch die Regulation des Gefdf3tonus erfolgt primér
iiber Endothel-vermittelte Substanzen: NO und Prostacyclin bewirken eine Vasodilatation,
wohingegen Thromboxan, Endothelin und Angiotensin II (AT II) eine Vasokonstriktion
hervorrufen [26]. Auf diese Weise konnen Endothelzellen direkt auf Verdnderungen im lokalen
Gewebestoffwechsel reagieren. Unterstiitzt wird dieser Mechanismus durch das autonome
Nervensystem, dessen sympathische Fasern {iber a-adrenerge Rezeptoren eine

Vasokonstriktion herbeifiihren und somit eine Umverteilung des Blutflusses ermoglichen [39].
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1.4. Regulation der Hautdurchblutung

Die Durchblutung der Haut wird von einem hochkomplexen physiologischen System
kontrolliert, das thermoregulatorische, metabolische und neurogene Mechanismen integriert.
Entsprechend kann die kutane Durchblutung zwischen 0,5 1/min und bis zu 7 I/min variieren —

ein Bereich, der im Extremfall das gesamte Ruhe-Herzzeitvolumen tibersteigen kann [40], [41].

1.4.1. Neurogene Steuerungsmechanismen

Auf neuronaler Ebene iibernimmt das sympathische Nervensystem die primidre efferente
Kontrolle der Hautdurchblutung. Es verfiigt sowohl iiber vasokonstriktorische als auch
vasodilatatorische Anteile. Die vasokonstriktorische Kontrolle wird iiber noradrenerge Nerven
vermittelt: Das freigesetzte Noradrenalin bindet an o-adrenerge Rezeptoren der glatten
Gefdfmuskulatur und bewirkt eine Verengung des Gefdflumens. Dieser Mechanismus ist
besonders bei Kilteexposition von Bedeutung, um die Wiarme im Korperkern zu erhalten [38],
[42]. Im Gegensatz dazu wird die vasodilatatorische Komponente bei Hitzestress aktiv, um eine
schnelle Gefderweiterung und damit eine vermehrte Wiarmeabgabe zu ermdglichen. Obwohl
die genauen Signalwege noch nicht vollstandig aufgeklért sind, geht man von spezifischen
sympathischen Nervenfasern aus, die diese vasodilatatorische Antwort vermitteln [38].

Die zentrale Steuerung der Hautdurchblutung erfolgt iiber verschiedene Hirnareale. Die
praoptische Region im Hypothalamus spielt dabei eine zentrale Rolle, da sie kontinuierlich
Temperaturinformationen empfangt und die erforderlichen Anpassungsreaktionen koordiniert
[38], [42]. Auch die medulldre Raphé, in der sympathische Prdmotorneurone lokalisiert sind,
ist wesentlich an der Regulation der HautgefdBaktivitét beteiligt [42].

Neben der zentralen Steuerung existieren zudem lokale neuronale Mechanismen, die die
Hautdurchblutung modulieren kdnnen. So fithren sowohl direktes Erwirmen als auch Abkiihlen
der Haut zu einer lokalen Vasodilatation beziehungsweise Vasokonstriktion, wobei sensorische
Nerven und Substanzen wie NO beteiligt sind. Arteriovendse Anastomosen, insbesondere in
Handfldachen und FuBsohlen, ermdglichen zudem eine schnelle Umverteilung des Blutflusses

durch gezieltes Offnen oder SchlieBen dieser GefiBverbindungen [38], [42].
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1.4.2. Lokale Regulationsmechanismen

Der subpapilldre Gefdlplexus reagiert sehr empfindlich auf Verdnderungen des lokalen
Gewebestoffwechsels, beispielsweise durch die Reaktion ATP-sensitiver Kaliumkanéle. Dies
sind spezialisierte lonenkanéle, die als metabolische Sensoren agieren. Sie verbinden den
energetischen Zustand der Zelle mit ihrer elektrischen Aktivitat. Bei niedrigen ATP-Spiegeln
Offnen sich diese Kanéle, wihrend sie sich bei einem hohen ATP/ADP-Verhiltnis schlief3en.
Bei Ischimie akkumulieren CO., Laktat und Adenosin, was zur Aktivierung von ATP-
sensitiven Kaliumkanilen in den glatten GefiBmuskelzellen fiihrt. Uber eine Hyperpolarisation
bewirkt dies eine Vasodilatation [43], [44]. Zusitzlich nimmt bei einem sinkenden pH-Wert die
Empfindlichkeit von a-Rezeptoren gegeniiber Katecholaminen ab, wodurch die sympathisch

vermittelte Vasokonstriktion weiter reduziert wird [44].

Neben diesen metabolischen Faktoren spielen myogene Mechanismen wie der Bayliss-Effekt
eine Rolle, bei dem die glatten GefaBmuskelzellen auf Druckédnderungen mit Kontraktion (bei
Dehnung) oder Relaxation (bei Druckabfall) reagieren [44]. Diese myogene Antwort iiberlagert
sich mit Endothel-vermittelten Prozessen: Steigende Scherkrifte aktivieren die endotheliale
NO-Synthase, wiahrend Hypoxie die Freisetzung des Endothelium-Derived Hyperpolarizing
Factor (EDHF) fordert [45], [46] .

Eine besondere Bedeutung in der Regulation der kutanen Durchblutung hat das
Stickstoffmonoxid. NO entfaltet seine vasodilatatorische, aber auch aggregationshemmende
Wirkung vorwiegend iiber den NO-cGMP-Signalweg: Stickstoffmonoxid (NO) wird aus der
Aminosdure L-Arginin synthetisiert. Die Aktivierung des Enzyms, das fiir die NO-Produktion
zustdndig ist — der endothelialen NO-Synthase (eNOS) — hingt von der Kalziumkonzentration
innerhalb der Zelle ab. Der Kalziumanstieg wird durch Signale ausgelost, die entweder Kalzium
von auflen in die Zelle stromen lassen oder aus internen Speichern freisetzen. Die Aktivierung
der entsprechenden Ionenkanéle erfolgt rezeptorvermittelt — also durch die Bindung endogener
(z. B. Acetylcholin, ADP, ATP, Bradykinin, Histamin, Serotonin) oder exogener (z.B.
Arzneistoffe) Mediatoren an membranstindige Rezeptoren. Innerhalb der Endothelzelle
verbindet sich Kalzium mit dem Protein Calmodulin, wodurch die eNOS aktiviert wird und NO
freisetzt. Das Gas diffundiert in die benachbarte Zielzelle und bindet dort an die 16slichen
Guanylatzyklase (sGC). Zu den Zielzellen zdhlen sowohl Blutzellen wie Thrombozyten als

auch Zellen der GefaBBwand wie glatte Muskelzellen). Die Aktivierung der sGC bewirkt eine

14



Erhohung der intrazelluliren cGMP-Konzentration. Dies wiederrum senkt die intrazelluldre
Kalzium-Konzentration durch Aktivierung der Kalzium-ATPase (Ca**-Riicktransport ins
Retikulum), sowie der Hemmung spannungsabhéngiger Ca**-Kanéle. Es kommt zur Hemmung
der Thrombozytenaggregation und -adhision sowie zur Relaxation glatter GefaBmuskulatur mit

konsekutiver Vasodilatation [46].

1.4.3. Thermoregulation

Die reflexartige kutane Vasokonstriktion stellt einen zentralen Bestandteil der korperlichen
Reaktion auf Ganzkorperkiihlung dar und dient primér dazu, den Warmeverlust iiber die Haut
zu minimieren und die Kerntemperatur aufrechtzuerhalten. Wenn ein signifikanter Teil der
Korperhaut gekiihlt wird, werden afferente Signale von peripheren Hautthermorezeptoren an
die priaoptische Region des Hypothalamus weitergeleitet, wo sie zu efferenten Antworten
filhren, die eine ausgeprdgte Vasokonstriktion der Hautgefdle initiieren [9], [47]. Diese
Vasokonstriktion wird vor allem durch sympathische noradrenerge Neurone vermittelt. Das
freigesetzte Noradrenalin bindet an a2-adrenerge Rezeptoren der glatten GefaBmuskulatur und
induziert einen Anstieg der intrazelluliren Kalziumkonzentration, der letztendlich die

Gefédllverengung bewirkt [9].

Lokale Abkiihlung hingegen bewirkt eine Vasokonstriktion iiber mehrere Mechanismen: Bei
Senkung der lokalen Hauttemperatur am Unterarm um 5 bis 10°C wird die anfdngliche
Vasokonstriktion in erster Linie durch NA {iber den a2-adrenergen Rezeptor vermittelt [48].
Dabei verringert die lokale Kiihlung die NA-Freisetzung durch die sympathischen Nerven,
erhoht aber die Empfindlichkeit der o2C-adrenergen Rezeptoren in der glatten
Gefdamuskulatur [9]. Bei fortgesetzter lokaler Kiihlung sind nicht-adrenerge und nicht-
neuronale Mechanismen fiir die Verringerung des Blutflusses in der Haut verantwortlich. Die
lokale Kiihlung der Haut verringert die Aktivitdt der endothelialen NO-Synthase, wodurch die
NO-vermittelte vasodilatatorische Reaktion reduziert wird, die andernfalls die
Vasokonstriktion begrenzen wiirde [9], [49]. Dariiber hinaus fiihrt die lokale Abkiihlung zu
einem Anstieg der reaktiven Sauerstoffspezies in den Mitochondrien, was iiber Rho-Kinase-

Signalmechanismen zu einer Zunahme der Vasokonstriktion fiihrt [9].

Akrale Hautareale wie Handflachen, Fullsohlen und Zehen sind besonders stark von dieser
kéltebedingten Vasokonstriktion betroffen und daher anfilliger fiir Kilteverletzungen und
Beeintrachtigungen der Feinmotorik [9], [50]. In diesen Regionen kommt es jedoch auch zu
einem Phinomen namens kélteinduzierte Vasodilatation, auch ,Jagdreflex” genannt [51].

Dieser &ufert sich in zyklischen, kurzzeitigen Anstiegen von Hautdurchblutung und
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Temperatur, die auf einen initialen Abfall wihrend der Kalteexposition folgen. Vermutlich
basiert dieses Phinomen auf dem wiederholten Offnen und SchlieBen der AVAs [9], [52]. Die
zugrunde liegenden Mechanismen sind noch nicht abschlieBend geklirt; diskutiert werden
Axonreflexe, vasodilatatorische Mediatoren, eine Unterbrechung der sympathischen
Innervation der AVAs oder eine kélteinduzierte Verminderung der Aktivitit der glatten

GefalBmuskulatur [9], [53].
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1.5. Kohlenstoffdioxid-Bader

Bereits im 19. Jahrhundert wurden in Europa sogenannte ,,Kohlensdurebdder* aus natiirlichen
Quellen zu therapeutischen Zwecken eingesetzt. Mit Beginn des 20. Jahrhunderts ermoglichte
die kiinstliche Erzeugung von CO. die Anwendung dieser Behandlung auch unabhingig von
natiirlichen Vorkommen. Die CO-Therapie stellt ein vielseitiges physikalisches Verfahren dar,
das sowohl als Nassbad als auch als Gasbad durchgefiihrt werden kann [54]. Im Falle des in
dieser Studie zum Einsatz kommenden Nassbades werden wéssrige Losungen mit einem CO.-
Gehalt von mindestens 1000 mg/l freiem Kohlenstoffdioxid in der Regel als ,,CO-reich*
bezeichnet [55].

Um die Wirkung dieser Biader auf den menschlichen Organismus zu verstehen, sind einige
chemische Grundlagen bedeutsam: Kohlenstoffdioxid oder Kohlendioxid, ein unbrennbares,
leicht saures, farbloses Gas, ist eine chemische Verbindung aus Kohlenstoff und Sauerstoft][54].
In Wasser geldstes CO: steht im Gleichgewicht mit Kohlensdure (H.COs) und Wasser (H20)
[54]. Aufgrund ihrer zwei Hydroxygruppen ist Kohlensdure jedoch duf3erst instabil und zerfillt
nahezu vollstindig in CO: und H>O (Erlenmeyer-Regel); dieser Prozess wird durch
Wirmeeinwirkung beschleunigt [56], [57]. Das sichtbar aufsteigende CO: erscheint in Form
kleiner Bldschen. Da das Gleichgewicht zu etwa 99,8 % auf Seiten des Kohlenstoffdioxids liegt,
ist der tatsdchlich vorhandene Anteil an Kohlensdure von 0,2 % verschwindend gering.
Infolgedessen ist der Begriff , Kohlensdure-Bad* eigentlich irrefithrend, wohingegen
,,Kohlenstoffdioxid-Bad“ die chemischen Verhiltnisse treffender beschreibt. Das in diesen
Nass- oder Trockentherapien hochkonzentrierte CO: diffundiert bis zu 100-mal leichter durch
die Haut als Wasser [54]. Der artifiziell gesetzte Reiz der topischen CO»-Applikation fiihrt zu
verschiedenen Reaktionen im Organismus, die in unterschiedlichen medizinischen

Fachbereichen therapeutisch genutzt werden [54]:

CO. wirkt als starker Vasodilatator [58]. Dies zeigt sich in einer rasch einsetzenden Rotung des
behandelten Areals, die auf eine erhohte Durchblutung zuriickzufiihren ist. Die prikapillare
GefidBweitstellung durch transkutan appliziertes CO- bleibt lokal auf das behandelte Hautareal
beschrinkt und ist bereits ab Konzentrationen von rund 500 mg/l CO: nachweisbar [54], [59].
Besonders hervorzuheben ist das unmittelbare Einsetzen dieses Effekts, was in Studien durch
Messungen des Kapillardurchmessers bestdtigt wurde [60]. Bei Patienten mit arterieller
Hypertonie bewirkt die CO.-Therapie zudem eine Verbesserung der Gefillelastizitit und eine

Senkung des GefaBwiderstands [61]. Sowohl bei verschiedenen GefdBerkrankungen als auch
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bei gesunden Probanden konnte gezeigt werden, dass diese lokale Durchblutungssteigerung
eine bessere Hautdurchblutung, einen geringeren GefdBwiderstand und eine intensivere

Sauerstoffversorgung des umliegenden Gewebes bewirkt [62], [63], [64], [65].

Bei Wundheilungsstorungen kann sich zu Nutze gemacht werden, dass Hyperkapnie
nachweislich den Gewebe-pH senkt [62]. Wéhrend der pH-Wert der gesunden Haut im Stratum
corneum zwischen 4,1 und 5,8 liegt [66], weisen chronische Wunden haufig einen alkalischen
pH-Wert von >7,6 auf [67]. Erste Messungen an der Medizinischen Hochschule Hannover
belegen, dass die CO.-Therapie den Haut-pH in Richtung des pK.-Werts der Kohlenséure
verschieben kann [62]. Somit lieBe sich der wundheilungsférdernde Effekt von CO: nicht nur
durch die Vasodilatation, sondern auch durch eine Normalisierung des pH-Werts erkléren.
Zudem wurde gezeigt, dass hochkonzentriertes CO: aerobe Bakterien, darunter den hiufigen
Wundkeim Staphylococcus aureus, hemmen oder abtéten kann [67]. Allerdings konnte
hierdurch das Wachstum anaerober Erreger gefordert werden, was die Zusammensetzung der
Bakterienflora in infizierten Wunden verdndern kann. Daher sind vor einer CO:-Therapie

mikrobiologische Tests und engmaschige Kontrollen erforderlich [54].

Auch der Knochenstoffwechsel ist auf eine gute Durchblutung angewiesen, was insbesondere
fiir die Frakturheilung und skelettale Erkrankungen von Bedeutung ist [68]. In einer Tierstudie
von Kuroiwa et al. zeigte sich, dass topisch appliziertes CO:. die Regeneration femoraler
Knochendefekte signifikant fordert [69]. Diese Erkenntnisse konnten kiinftig eine weitere

Indikation fiir die CO.-Therapie begriinden.

Interessant, auch im Kontext des Raynaud-Phdanomens, sind die Effekte des Kohlenstoffdioxids
auf Nervenfasern. Studien belegen, dass CO- eine Verringerung der Schmerzempfindlichkeit
bewirken kann [70]. Dariiber hinaus sind CO:-Béder bei Patientinnen und Patienten mit
komplexem regionalen Schmerzsyndrom bereits indiziert [71]. Ob dies auf einen direkten
Effekt auf afferente Schmerzfasern zuriickzufiihren ist oder eher indirekt iiber die Verbesserung
der Mikrozirkulation und vegetativen Regulation vermittelt wird, ist bislang nicht abschlieSend

geklart [54].

Die in den folgenden Kapiteln im Mittelpunkt stehende gefdBerweiternde Wirkung von

Kohlenstoffdioxid und ihre vermuteten Mechanismen werden nachfolgend vertiefend erldutert.
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1.6. Kohlenstoffdioxid und NO-Synthese

Die transkutane Applikation von Kohlenstoffdioxid fiihrt in der Haut zu einer Reihe chemischer
Reaktionen, die letztlich eine Vasodilatation bewirken. Zunichst diffundiert das geloste CO-
durch die Epidermis in das darunterliegende Gewebe, wo es reversibel mit Wasser reagiert und
dabei Kohlenséure bildet. Diese instabile Verbindung zerfillt wiederum in Wasserstoffionen

(H*) und Bicarbonat (HCOs"), was eine lokale Absenkung des pH-Werts zur Folge hat:
CO: + H20 & H2COs = H* + HCOs~

Die hierdurch entstehende Ansduerung stimuliert die endotheliale NO-Synthase, welche L-
Arginin in Stickstoffmonoxid und Citrullin umwandelt [72]. Das freigesetzte NO diffundiert
anschlieBend in die benachbarten glatten Gefdmuskelzellen, wo es an die ldsliche
Guanylylcyclase (sGC) bindet und die Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) in
zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) in Gang setzt. Der erh6hte cGMP-Spiegel aktiviert
spezifische Proteinkinasen, die zu einer Absenkung der intrazelluldren Kalziumkonzentration

fiihren und damit eine Relaxation der glatten Muskulatur auslosen [73].
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Abbildung 5. Schematische Darstellung der Induktion von eNOS durch Bicarbonationen

Bicarbonat-Ionen (HCO;") und Kohlenséure (H.COs) werden perkutan aufgenommen, wobei Kohlensdure in vivo
in Bicarbonat-Ionen umgewandelt wird. In die Endothelzellen eindringende Bicarbonat-Ionen phosphorylieren die
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS). Die phosphorylierte eNOS produziert Stickstoffmonoxid (NO),
welches die glatte Muskulatur auBerhalb der Endothelzellen entspannt und zur GefdBerweiterung fiihrt.
Modifiziert nach [72]

Diese chemische Kaskade ist die Grundlage der unmittelbaren vasodilatatorischen Wirkung
von CO:-Bddern. Die dadurch gesteigerte Durchblutung kann zudem sekundir die
Sauerstoffversorgung und Néhrstoffzufuhr im Gewebe verbessern, was entziindungshemmende

und schmerzlindernde Effekte begiinstigen kann.

1.7. Kohlenstoffdioxid und der Bohr-Effekt

Der Bohr-Effekt beschreibt den Einfluss des CO.-Gehalts und des pH-Werts auf die
Sauerstoffaffinitit des Himoglobins (Hb). Benannt wurde er nach dem didnischen Physiologen
Christian Bohr, der diesen Mechanismus 1904 entdeckte. Chemisch beruht der Bohr-Effekt auf
einer Reihe von Reaktionen, die den Protonierungszustand und damit die Konfirmation des
Hiamoglobins verdandern. Steigt der CO--Partialdruck in einem Gewebe, reagiert CO: - wie oben

dargestellt - mit Wasser zu Kohlensdure, welche in Protonen und Bicarbonat zerfillt:

CO: + H.0 = H.COs = H" + HCOs~
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Die entstehenden H*-Ionen senken den pH-Wert, wodurch bestimmte Aminoséurereste, z. B.
Histidin, im H&dmoglobin protoniert werden. Diese Protonierung stabilisiert eine Konformation
des Hamoglobins, in der dessen Affinitit zu Sauerstoff (O.) verringert ist, was die
Sauerstoffabgabe an das Gewebe erleichtert [74] [75]. Etwa 5 % des CO2. werden zudem an die
N-terminalen Aminogruppen der Globinketten gebunden, sodass Himoglobin als Carbamino-

Hb vorliegt. Auch dies begiinstigt die Freisetzung von O2 [76]:

Hb-NH> + CO; = Hb-NH-COO+ H*

In der Summe fordert der Bohr-Effekt die Sauerstoffabgabe in Geweben mit hohem CO.-
Partialdruck. Bei CO.-Biddern kann dieser Mechanismus zu einer erhdhten

Gewebesauerstoffsittigung beitragen.
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Abbildung 6. Schematische Darstellung des Bohr-Effekts

Hiamoglobin existiert in zwei Hauptzustidnden, die sich in ihrer Sauerstoffaffinitit unterscheiden: dem R-Zustand
(relaxed) mit hoher Affinitdt und dem T-Zustand (tense) mit niedriger Affinitdt. Bei hohem Sauerstoffpartialdruck
(pO2) wechselt Himoglobin in den R-Zustand, wihrend Protonen (H") den T-Zustand stabilisieren und so die
Sauerstoffaufnahme erschweren. Dies fiihrt zu einem Anstieg des P50-Werts, was bedeutet, dass eine hohere
Sauerstoffkonzentration nétig ist, um Hamoglobin zur Hilfte zu sdttigen. Chloridionen (Cl)und organische
Phosphate konnen diesen Effekt weiter verstiarken, indem sie den T-Zustand zusitzlich stabilisieren.

Modifiziert nach [74]
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1.8. Ziele der Arbeit

Diese Arbeit zielt darauf ab, den FEinfluss von CO:-haltigen Losungen auf die
Sauerstoffsittigung des Hdmoglobins, die relative Himoglobinmenge, den Blutfluss und die
Blutflussgeschwindigkeit zu untersuchen. Ein besonderer Fokus liegt auf der Frage, wie tief
das CO: in die Haut der Hand eindringen kann. Hierzu wurden mithilfe des O.C-Gerits (LEA
Medizintechnik GmbH) Messungen in 1-2 mm (oberfldchlich) und 6-8 mm (tief) Gewebetiefe
durchgefiihrt.

1.8.1. Hypothese

Die 15-miniitige Exposition der nicht-dominanten Hand gesunder Probanden in einer bei 22 °C
temperierten COz-haltigen Losung (1 g/1) fiihrt zu einer signifikanten Verbesserung der lokalen
Hiamodynamik — sowohl in oberflachlichen Gewebeschichten als auch in tieferen Schichten.
Unter denselben Versuchsbedingungen, jedoch mit nicht-karbonisiertem 22 °C temperierten
Leitungswasser ist dagegen keine signifikante Steigerung der lokalen Durchblutung zu

erwarten.
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2. Material und Methoden
2.1. Studienplanung

Um die optimalen experimentellen Bedingungen fiir die vorliegende Studie zu definieren,
wurden zundchst umfangreiche Voruntersuchungen durchgefiihrt. Dabei kam eine
Multispektralkamera von Kent Imaging. zum Einsatz, mit der unter anderem der Einfluss
unterschiedlicher Wassertemperaturen auf das Versuchssystem tiberpriift wurde. In Anlehnung
an eine vorangegangene interne Studie, bei wdhrend der Verwendung von hdheren
Wassertemperaturen, in diesem Fall 33 °C, keine signifikanten Veridnderungen zwischen CO»
— und Kontrollbad hervorbrachten, entschied man sich fiir eine Temperatur von 22 °C. Hier
schien bildmorphologisch der grof3te Unterschied zwischen den beiden Béderarten zu bestehen.
AuBerdem basierte diese Wahl auf der Erkenntnis, dass sich Kohlenstoffdioxid bei niedrigeren
Temperaturen besser in Wasser 10st und somit zu stabileren Losungen mit damit einhergehender
verbesserten Reproduzierbarkeit der Messwerte beitrdgt [77]. Parallel dazu wurden mithilfe
derselben Multispektralkamera geeignete Messpunkte fiir das im weiteren Studienverlauf
verwendete O2C-Gerédt identifiziert. Hierzu erfolgte ein systematisches Screening
verschiedener potenzieller Messareale an Felder- und Leistenhaut. Aus diesen
Voruntersuchungen gingen vier reprasentative Messpunkte hervor, die die Heterogenitdt der
untersuchten Gewebeareale abbilden und somit eine solide Grundlage fiir die nachfolgende

Datenerhebung darstellen.

2.1.1. Snapshot NIR Kamera

Die von Kent Imaging in Calgary, Kanada, im Jahr 2018 entwickelte Snapshot NIR-Kamera
ermoglicht eine nicht-invasive, Echtzeit-Visualisierung der Hautmikrozirkulation mittels
Nabhinfrarotspektroskopie. Sie kommt in diversen medizinischen Bereichen zum Einsatz, etwa
in der Wundversorgung oder in der rekonstruktiven Chirurgie. Das System vereint ein
spektrales Messverfahren mit einer bildbasierten Datenerfassung und digitaler Auswertung, um
die  Parameter = Gewebesauerstoffsittigung  (StO2),  Oxyhdmoglobin  (HbOxy),
Deoxyhédmoglobin (HbDeOxy) sowie das gesamte Hémoglobin (TotHb) zu bestimmen,
wodurch Riickschliisse auf oberflachliche Arteriolen, Venolen und Kapillaren gezogen werden
konnen [78]. Der Hersteller gibt fiir das genutzte nahinfrarote Licht eine Eindringtiefe von ca.
2-3 mm in Abhéngigkeit des gemessenen Organs an. Die Funktionsweise der Kamera basiert

auf dem Prinzip der Nahinfrarotspektroskopie (NIS). Das wissenschaftliche Prinzip dieser
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Technologie beruht auf den unterschiedlichen Absorptionsmustern von sauerstoffreichem und
sauerstoffarmem Hémoglobin bei der Bestrahlung mit Nahinfrarotlicht (NIR). Durch die
Analyse der reflektierten Lichtmuster kann das Gerét das Verhiltnis zwischen diesen beiden
Formen von Hiamoglobin berechnen und eine visuelle Darstellung der Gewebeoxygenierung
erstellen. [79] Im Vergleich zur Infrarotspektroskopie (IR), wie sie beispielsweise bei der
Pulsoxymetrie zum Einsatz kommt, ist die nahinfrarote Strahlung hochenergetischer und
unterliegt einem geringeren Absorptionseffekt an Geweben, sodass sie dieses tiefer
durchdringen kann. Dies stellt vor allem in in-vivo-Untersuchungen einen Vorteil dar, da die

melaninhaltige Epidermis keine Abschwéchung der Strahlung induziert [80].

Abbildung 7. Kent Camera KC103 von Kent Imaging Inc.
Nach Genehmigung von [77]

Vor jeder Messung erfolgte eine Kalibrierung der Kamera mittels einer weilen Spectralon®-
Referenzkarte. Zur prédzisen Fokussierung dienen zwei rote Positionierungslampen, die in
einem Abstand von ca. 30 cm zur Hautoberfliche konvergieren. Das Gerit verfiigt iiber
insgesamt 470 LEDs, die in einer rechteckigen Flache von rund 190 mm X 115 mm angeordnet
sind und Licht in vier spezifischen Wellenldngen des NIR-Spektrums abstrahlen [81] [77]. Die
Aufnahmen wurden von der Handinnenfliche und dem Handriicken der nicht-dominanten

Hand angefertigt und mittels der Kent-eigenen Software analysiert. Als Messparameter zur
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Studienplanung wurde die Gewebesauerstoffsittigung (StO2) gewdhlt. Da die StO:-Werte
unmittelbar aus dem Verhiltnis von oxygeniertem und desoxygeniertem Hamoglobin errechnet
werden, verzichteten wir auf eine separate Auswertung der Einzelkomponenten HbOxy,
HbDeOxy und TotHb.

Fir die Beurteilung der Gewebesauerstoffsittigung tiiber eine grofere Fliche wurden

Mittelwerte aus definierten Messbereichen herangezogen.
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Abbildung 8. Screenshot des Monitors der Kent Camera von Kent Imaging Inc.
Im Rahmen der Studienplanung wurden Aufnahmen der mittels CO2 exponierten Flache angefertigt. Es folgte die
Einschétzung der Durchblutung mittels flachenhafter Berechnung der Gewebssauerstoffsittigung.

2.2. Studiendesign

Die vorliegende Arbeit wurde als prospektive, monozentrische Pilotstudie konzipiert und im
Zeitraum von Oktober 2018 bis Mai 2019 durchgefiihrt. Der zugehorige Ethikantrag wurde bei
der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf unter der Studiennummer
5806R (Studienregistrierungs-ID 2017044214) eingereicht und bewilligt. Die Datenerhebung
fand in den Forschungsrdumlichkeiten der Klinik fiir Unfallchirurgie und Orthopédie des
Universititsklinikums Diisseldorf statt. Die Probandenakquise erfolgte zwischen August 2018
und Mai 2019.

Alle Teilnehmenden wurden schriftlich und miindlich {iber Studieninhalt, Ziele, Dauer sowie
mogliche Risiken und Nebenwirkungen informiert. Zudem erhielten sie Hinweise auf die
Freiwilligkeit ihrer Teilnahme und ihr Recht, jederzeit ohne Angabe von Griinden aus der
Studie auszuscheiden, ohne dass ihnen dadurch Nachteile entstiinden. Die Einhaltung der
datenschutzrechtlichen Bestimmungen wurde zugesichert. Erst nach einer angemessenen
Bedenkzeit und ausfiihrlicher Aufkldrung gaben alle Probanden ihr schriftliches Einverstindnis

zur Studienteilnahme.
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2.3. Studienteilnehmer und Aufnahmekriterien

In die Studie wurden gesunde Probanden zwischen 18 und 65 Jahren eingeschlossen, die sowohl
geistig als auch korperlich in der Lage waren, den Untersuchungsablauf und die Ziele der Studie
zu verstehen und daran teilzunehmen. Das schriftliche Einverstindnis war Voraussetzung fiir
die Aufnahme. Griinde fiir den Ausschluss vor Studienbeginn waren bestehende
Hauterkrankungen, aufféllige irregulire Pigmentierungen oder offene Wunden im zu
untersuchenden Bereich der betroffenen Hand. Dariiber hinaus wurden Personen mit bekannten
Erkrankungen, die die Durchblutung beeintrichtigen von der Studie ausgeschlossen. Eine

detaillierte Auflistung findet sich in Tabelle 1.

Tabelle 1. Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien e Gesunde Probanden zwischen 18 und 65 Jahren

e Schriftliche Einwilligung des Probanden

e Guter und stabiler Gesundheitszustand nach
Selbsteinschitzung
Ausschlusskriterien e Schwangerschaft

e Diabetes melllitus

e Akute Entziindungen

e Nierenerkrankungen

e Manifestierte kardiovaskuldre Erkrankungen wie z.B.
periphere arterielle Erkrankungen, koronar arterielle
Erkrankungen, sowie cerebral-vaskuldre Erkrankungen

e Herzrhythmusstorungen

e Herzschrittmacher oder anderes implantiertes aktives
Medizinprodukte

e Neigung zu epileptischen Anféllen

e Hauterkrankungen oder Wunden an der Teststelle

e Gleichzeitige Teilnahme an anderen klinischen Studien
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2.4. Untersuchungsablauf

Die Studie wurde in Form einer zweiarmigen Cross-Over-Studie durchgefiihrt. Nach
ausfiihrlicher Aufkldrung und einer angemessenen Bedenkzeit erteilten alle Teilnehmenden
ihre schriftliche Einwilligung. Jeder Proband erhielt zwei Untersuchungstermine, die im

Abstand von einer Woche stattfanden.

An den Versuchstagen wurden die Teilnehmenden nach ihrer Ankunft zunéchst gebeten, fiinf
Minuten in Ruhe zu sitzen. Darauthin wurde die erste pri-Interventions-Messung
vorgenommen. Hierzu kam das das O:C-Gerét zum Einsatz, dessen Sonde auf der HandauB3en-
und Handinnenseite sowie auf dem palmaren Endglied des Ring- und Mittelfingers platziert
wurde. Um eine spitere Reproduzierbarkeit zu gewdhrleisten, wurden die Ecken der

Sondenauflage mittels Hautfarbstift markiert.

Die Aufbereitung des Bades unterschied sich zwischen den beiden Terminen: Am ersten
Termin wurde ein 22 °C temperiertes Leitungswasserbad vorbereitet, am zweiten Termin ein
ebenso 22°C temperiertes, mit CO. gesittigtes Wasserbad. Letzteres wurde mithilfe des
Carbothera™104-Systems hergestellt; die CO:-Konzentration wurde mit dem Gastec-
Gaspriifrohrchensystem  bestimmt. In beiden Versuchsbedingungen tauchten die
Teilnehmenden ihre Hand jeweils 15 Minuten in das Bad. Unmittelbar nach dieser Immersion

wurde die Hand vorsichtig abgetrocknet, um Messartefakte zu vermeiden.

Die O.C-Messungen erfolgten jeweils vor, direkt nach der Behandlung sowie nach 20, 30, 60,

90, 120 und 150 Minuten. Die Sondenpositionierung erfolgte an den zuvor markierten Stellen.
Zur Minimierung moglicher Langzeiteffekte wurde zwischen beiden Versuchstagen eine

einwdchige ,,Auswaschphase‘ eingehalten. Alle Messungen erfolgten an der nicht-dominanten

Hand.
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2.5. Material und Messverfahren

2.5.1. CARBOTHERA™ K104 — System

Das Carbothera™ K104-System dient der Generierung kohlendioxidangereicherten Wassers
und wurde urspriinglich zur therapeutischen FuBbadbehandlung entwickelt. Grundlage des
Gerits bildet die eigens entwickelte gasdurchlédssige Hohlfasermembran (GPH™-Membran)

von Mitsubishi Rayon, einem Hersteller synthetischer Fasern in Japan.

Die GPH™-Membran zeichnet sich durch eine dreilagige Verbundstruktur aus, die aus einem
nichtpordsen, ultradiinnen Film mit gasselektiver Permeabilitdt, eingebettet zwischen zwei
pordsen Schichten, besteht. Die mittlere Schicht dieser Membran erlaubt den Transit von Gasen
wie Sauerstoff, Stickstoff und Kohlendioxid, ohne dass eine Durchléssigkeit fiir Wasser
besteht. Bei Vorliegen eines Druckgradienten diffundiert das Kohlendioxid von der Hochdruck-

in die Niederdruckseite, wobei es sich in das Wasser 16st [82].

Das Gerit ist in der Lage, kohlendioxidangereichertes Wasser mit Konzentrationen im Bereich
von 1.000 bis 1.200 ppm zu erzeugen, was es fiir den medizinischen Einsatz pradestiniert. Zur
Steigerung der Produktionskapazitit werden mehrere GPH™-Membranen zu einem Modul
zusammengefasst, wodurch eine effiziente und kontinuierliche Erzeugung groler Mengen an

kohlendioxidangereichertem Wasser ermoglicht wird [83], [84]

A: B:

TR CQe-enriched water

| GPH™ membrane
module

= CCe gas

— GPH™ membrane
[=e}] CO:

gas gas ]

\ Freshwater ) Fresh water

GPH™ mamhrana

Abbildung 9. GPH™-Membran

In Panel A ist die Beschaffenheit der GPH™-Membran dargestellt; Panel B verdeutlicht die Herstellung der
kohendioxidangereicherten Wassers.

Nach Genehmigung von [77]
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Die Handhabung des Carbothera™K104-Gerits erfolgt in mehreren, klar definierten Schritten:
Zunichst wird ein CO2-Zylinder an das Gerédt angeschlossen. Anschliefend wird mittels eines
Schlauchsystems eine Verbindung zu einem addquaten Behélter hergestellt. Nachdem das
System mit Wasser in beliebig gewihlter Temperatur befiillt wurde, erfolgt die Einstellung des
CO:z-Druckreglers, wodurch die Zirkulation des Gases in das Wasser initiiert wird. Erreicht das
System die vorab definierte Gaskonzentration, wird die CO:-Zufuhr unterbrochen, und die
Verbindung zum Bad wird getrennt. Im Anschluss erfolgt die therapeutische Applikation, bei
der der Patient seine Hinde fiir einen festgelegten Zeitraum in das kohlendioxidangereicherte

Wasser eintaucht.

Frontansicht Riickansicht

Bedienfeld

Netzschalter

/|

~
Gasanschluss

Stromanschluss

Ansaugdffnung Wartungsklappe

Ausflusséffnung Ablauftopf

Hohlfasermodul

Abbildung 10. Schematische Darstellung des Carbothera™ K104-Ger:iits
Nach Genehmigung von [77]

Die Anwendung des Carbothera-Gerits zeichnet sich durch eine kompakte Bauweise aus und
erfordert keine chemischen Zusitze. Dariiber hinaus ermoglicht das System eine préizise
Einstellung der CO:-Konzentration und gewihrleistet durch einen kurzen Produktionszyklus

eine konstante Wassertemperatur.
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2.5.2. Gastec Gaspriifrohrchensystem

Das Gastec Gaspriifrohrchensystem ist ein flexibles Probenahme- und Analysesystem zur

schnellen Bestimmung verschiedener Gaskomponenten.

GV-100

‘Gummihalterung

Klemmmutter

‘Spitzenabbrecher

+———— Pumpenkopf

WoNossBMYIEN
I
T

Pumpenschaft

Schaftboden

Markierungslinie

[+——— Kolben

Markiarungspunkte
(100 mL, 50 mL)

Griff

Abbildung 11. Das Gastec Gaspriifrohrchensystem
Nach Genehmigung von [77]

Das System besteht aus einer handgefiihrten Pumpe und speziellen Glaspriifréhrchen, die ein
chemisches Reagenz enthalten. Dieses Reagenz fiihrt in Abhingigkeit von der Konzentration
des Zielgases zu einer charakteristischen Farbidnderung. Speziell fiir Kohlenstoffdioxid erfolgt
eine Reaktion, bei der Hydrazin zu Carbohydrazid reagiert — ein Vorgang, der sich durch eine

violette Verfarbung nachweisen lasst:

CO2 + N;H4 — NH>-NH-COOH

Zur Anwendung wird zundchst die Spitze eines Priifrhrchens mithilfe eines dafiir
vorgesehenen Spitzenabbrechers entfernt. AnschlieBend wird das Rohrchen so in den Einlass
der Pumpe eingefiihrt, dass der aufgedruckte Pfeil in Richtung der Pumpe zeigt. Dabei ist
sicherzustellen, dass der Pumpengriff vollstindig eingeschoben ist, sodass die Fiihrungsmarke
, D0 am Pumpengehduse mit der roten Markierung am Griff ibereinstimmt. Im nichsten Schritt
wird der Griff um einen halben Hub (entsprechend ca. 50 ml) herausgezogen, bis er einrastet.

Wihrend dieses Vorgangs wird die CO:-haltige Luft oder Losung durch das Roéhrchen geleitet,
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wodurch der Indikator im Inneren seine Farbe in Abhingigkeit von der CO.-Konzentration
dndert. Nach einer Wartezeit von 45 Sekunden gilt die Probenahme als abgeschlossen. Die
Liange und Intensitdt der resultierenden Farbumschlag kann direkt anhand einer auf dem
Rohrchen angebrachten Skala abgelesen werden und ist proportional zur nachgewiesenen CO.-
Menge. Nach Abschluss der Messung werden die verwendeten Rohrchen geméll den geltenden

Umweltvorschriften fachgerecht entsorgt [77], [85].

2.5.3. 02C (,,oxygen to see*)

Das O2C (,,oxygen to see) wurde von LEA Medizintechnik GmbH in GieBen, Deutschland,

entwickelt.

Abbildung 12. O2C (,,Oxygen-To-See*) von LEA Medizintechnik GmbH
Nach Genehmigung von [77]

Das O2C-Gerdt kombiniert mit seinem optischen Sensor zwei Messmodalititen zur Bewertung
mikrozirkulatorischer Parameter. Zum einen wird die Laser-Doppler-Spektroskopie eingesetzt,
die mittels der Erfassung frequenzverdnderter Streulichtsignale, verursacht durch sich
bewegende Erythrozyten, die Blutflussgeschwindigkeit (Velocity) und der Blutfluss (Flow) in
den MikrogefdlBen bestimmt [86], [87], [88]. Zum anderen nutzt die WeiBlicht-Spektrometrie
die Absorptionsspektren des Himoglobins, um sowohl die Sauerstoffsittigung des
Hamoglobins (SO2) als auch die relative Himoglobinkonzentration (rHb) zu ermitteln. Die
Kombination beider Methoden, auch als Tissue Photo Spectrometry (TPS) bezeichnet,
ermoglicht eine nicht-invasive Quantifizierung der Durchblutung und Stoffwechselaktivitédt im
Gewebe. Die optische Sonde emittiert dabei sowohl Laser- als auch WeiBllicht und dringt —

abhéngig von der Sondenkonfiguration — in Tiefen von 2 bis 8 mm in das Gewebe ein. In der
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vorliegenden Studie werden die Messwerte aus Kanal 1, der eine Gewebetiefe von 1-2 mm

(oberflichlich) abbildet, sowie aus Kanal2, der Werte in 6-8 mm Tiefe (tief) erfasst.

Messparameter

Flow
Velocity

Laser-Licht

Glasfasersonde LF-2

erdnderung der Farbe und Inte

Frequenzénderung (f2 = f1 + Af) verursacht durch die bewegenden Erythrozyten

Abbildung 13. Schematische Darstellung der Messprinzipien des O2Cs

Wihrend der Messung werden gleichzeitig Laserlicht und WeiBllicht in das Gewebe projiziert. Aus der
frequenzverdnderten Reflexion des Laserlichts lassen sich Riickschlisse auf den Blutfluss und
Blutflussgeschwindigkeit ziehen. Durch Reflexion des WeiBllichts werden Sauerstoffsdttigung und relative
Hamoglobinmenge bestimmt.

Nach Genehmigung von [77]

Das O2C ermittelt hauptsidchlich Informationen {iber das kapilldr-vendsen Gebiet des
Gefdfbaumes, also den abfithrenden Gefdflen nach Sauerstoffabgabe an die Organe bzw.
Zellen. Der Grund hierfiir ist, dass Licht von Gefdlen mit einem Durchmesser grof3er als etwa
100 um vollstindig absorbiert wird und somit nicht zum Detektor zuriickkehrt. Daher erfassen
die Messungen nur die kleineren Gefédlle der Mikrozirkulation — also Arteriolen, Kapillaren und
Venolen. Da etwa 85 % des Blutes im kapilldr-vendsen Bereich zirkulieren, spiegeln die mit
dem O2C-System erfassten Messwerte vor allem diesen Bereich wider. Dadurch wird die

Sauerstoffversorgung lokal im Gewebe des jeweiligen Organs erfasst und nicht global [88].
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2.5.3.1. WeilBllichtspektrometrie

Die erste optische Methode, die im O2C-Gerit implementiert ist, die WeiBlichtspektrometrie,
dient der Detektion der sogenannten Himoglobinparameter. Hierfiir kommt eine Halogenlampe

zum Einsatz, die Licht im Wellenldngenbereich von 450 bis 900 nm abstrahlt [89].

Die Messung der Sauerstoffsittigung des Himoglobins erfolgt indirekt iiber die Farbanalyse
des Blutes [90]. Wie in Abb. 14 dargestellt, verdndert Blut seine Farbe und hiermit sein
Absorptionsspektrum mit dem Grad der Sattigung des Himoglobins mit Sauerstoff [91]. Wird
das breitbandige Licht nun punktuell in das Gewebe eingestrahlt, so wird ein Teil dieses Lichts
absorbiert und ein anderer Teil gestreut. Aufgrund der unterschiedlichen Remissionsspektren
von oxygeniertem und desoxygeniertem Hadmoglobin im sichtbaren Spektrum kann durch
Analyse des zuriickgeworfenen Lichts der Anteil des oxygenierten Himoglobins berechnet
werden. Der ermittelte Wert der Sauerstoffséttigung entspricht somit der durchschnittlichen
Beladung des Hémoglobins mit Sauerstoff. Hauptsdchlich wird die kapilldr-vendse
Sauerstoffsittigung, also die Séttigung des Hamoglobins nach Abgabe des Sauerstoffs an das
Gewebe gemessen [88]. Hier ist nur noch die Menge an Sauerstoff erhalten, die im Gewebe
nicht verbraucht wurde und als Reserve zur Verfligung steht - es handelt sich somit um das
Gebiet, an dem am ehesten kritische Sauerstoffversorgungsparameter auftreten [88]. Im
Gegensatz zur arteriellen Sauerstoffsittigung erlaubt die kapilldr-vendse Séttigung
Riickschliisse auf das Gleichgewicht zwischen Sauerstoffanlieferung und -verbrauch. Die
lokale SO>-Messung ist somit ein MaBl zur Bestimmung des Zustandes einer lokalen
Gewebehypoxie. Wiederrum im Gegensatz zur gemischt-vendsen Sauerstoffsittigung spielt
Shunt-Blut eine weniger grofle Rolle. Deshalb kann die kapillidr-vendse Sauerstoffsittigung
auch niedriger sein als die gemischt-vendse [91]. Der ermittelte Wert der Sauerstoffséttigung
wird in Prozent (%) angegeben. Der Messbereich befindet sich hierzu bei 0 — 100% bei einer

Messauflosung von +/- 1 % [88].
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Abbildung 14. Verinderungen im Absorptionsspektrum des Himoglobins in Abhiingigkeit von der
Sauerstoffsittigung.
Nach Genehmigung von [77]

Die WeiBlichtspektrometrie dient zudem der Detektion des Parameters ,relative
Hiamoglobinmenge*. Die relativen Hdmoglobinmenge entspricht der Himoglobinmenge im
Messvolumen und ist ein hochpriazises Mal} fiir die vendse Blutfiillung [90]. Sie wird direkt
iiber die Lichtabsorption im Gewebe bestimmt. Bei einer hohen Blutmenge im beleuchteten
Messvolumen absorbiert das Himoglobin, welches den stdrksten Lichtabsorber im Gewebe
darstellt, mehr Licht, sodass weniger Licht den Detektor erreicht. So gibt der Parameter
Auskunft iiber den Fiillzustand der Mikrogefidle, welcher wiederrum abhéingig von
Kapillardichte, Kapillarrecruitment und vor allem vendser Fiillung ist. Damit ist die
Hiamoglobinmenge der entscheidende klinische Indikator zur Diagnosestellung eines vendsen
Staues. Die relative Himoglobinmenge wird in der Einheit Arbitrary Units (A.U.) angegeben.
Der Messbereich befindet sich hierzu bei 0 — 120 A.U. bei einer Messauflosung von +/- 1 A.U.
[88].

Bei der Messung von SO> sowie rHb wird eine Fremdlichtkorrektur angewendet. Trotzdem
reagieren die Messungen empfindlich auf externe Lichtquellen wie OP-Lampen, direktes
Sonnenlicht oder Infrarot-Heizungen. Besonders in hell ausgeleuchteten Operationsséilen kann
es erforderlich sein, die Sonde abzudecken. Es ist entscheidend, die Sonde vor wechselnden
Lichtverhéltnissen zu schiitzen, da Fremdlicht die Qualitit des Hémoglobin-Spektrums
beeintrdchtigen kann. Dadurch kdnnten ungenaue Werte fiir Sauerstoffséttigung und relative

Hiamoglobinmenge entstehen [91].
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2.5.3.2. Laser-Doppler-Spektroskopie

Die zweite Methode, die im O2C-Geridt implementiert ist, die Laser-Doppler-Spektroskopie,
wertet Bewegungsmuster der Blutbestandteile aus. Das Laserlicht kommt zum Einsatz, um
Bewegung in biologischem Gewebe sichtbar zu machen. Grundlage hierfiir ist der von Bonner
et al. (1990) beschriebene relativistische Dopplereffekt. Das Verfahren verwendet zur
Laseremission eine Halbleiterdiode mit einer Wellenldnge im nahen Infrarotbereich [89], da
sich dieser Wellenldngenbereich besonders gut fiir das Eindringen ins Gewebe und die
Wechselwirkung mit Erythrozyten eignet. Wihrend der Laser-Doppler-Spektroskopie wird das
ausgesandte Laserlicht in das Gewebe geleitet, wo es auf bewegte Erythrozyten in den
mikrovaskuldren Blutgefdfen trifft. Die Bewegung der roten Blutkdrperchen verursacht dabei
eine Frequenzverschiebung des zuriickgestreuten Laserlichts [77]. Die Ausprigung dieser
Frequenzverschiebung ist direkt proportional zur Geschwindigkeit der sich bewegenden
Erythrozyten und wird in Hertz (Hz) erfasst [89], [90]. Der Blutfluss wird anschlieend durch
Multiplikation der Geschwindigkeit (Velocity) mit der Anzahl bewegter Erythrozyten berechnet
[89]. Im klinischen Setting gibt der Blutfluss Auskunft iiber Ischdmie oder Hyperdamie [91].

Beide ermittelte Parameter, Flow und Velocity, werden in der Einheit Arbitrary Units (A.U.)
angegeben. Fiir die Velocity gibt der Hersteller einen Messbereich von 0 —4000 A.U. mit einer
Messauflosung von +/- 1 A.U. an; Angaben zum hieraus errechneten Flow werden nicht
gegeben [91]. Der Grund fiir die Einflihrung der relativen Einheit, die lediglich als ,,beliebige
Einheit“ zu ibersetzten ist, liegt in der Art der Signalentstehung: Die gemessenen
Blutflusssignale basieren auf elektrischen Groflen wie Frequenzen und Amplituden. Eine
direkte Zuordnung zu klassischen physikalischen Einheiten wére daher kompliziert, da sich
daraus eine Kombination elektrischer Einheiten ergeben wiirde. Ublicherweise wird daher eine
frei definierbare Einheit genutzt. Um Blutflusswerte in ml/min anzugeben, miissten die
elektrischen Messsignale individuell fiir jedes Organ, bzw. fiir Organe mit &hnlichen optischen
Eigenschaften, kalibriert werden, etwa durch Vergleich mit Methoden wie der
Plethysmographie oder der Mikrosphéren-Technik. Erst nach einer solchen Kalibrierung, die
direkt am jeweiligen Organ erfolgen muss, konnten die Blutflussdaten in ml/min umgerechnet
werden. Da bisher kein kiinstliches Modell existiert, das menschliches Gewebe realistisch
nachbildet, wiére eine solche Kalibrierung zwingend erforderlich [88]. Dasselbe Prinzip gilt

auch fiir die Angabe der rHb in A.U.
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Die Kombination der Laser-Doppler-Spektroskopie mit der WeiBlichtspektrometrie,
insbesondere der Parameter SO> und Flow ist von zentraler Bedeutung: Die vom O2C-System
ermittelte Sauerstoffsittigung zeigt an, wie grofl der Anteil von Sauerstoff beladenem
Hiamoglobin im kapillar-vendsen Bereich des GefaBBbaumens ist. Dies ist wichtig fiir die
Bestimmung von Gewebehypoxie. Eine erniedrigte Sauerstoffséttigung kann an einem
erhohten Verbrauch, aber auch an einem erhéhten Zufluss begriindet sein. Um zu ermitteln,
wieviel Sauerstoff absolut vorhanden ist, braucht man zusétzlich zur SO> den Flow. Dieser gibt
Auskunft iiber Ischimie oder Hyperdmie. Erst durch die Verkniipfung von Blutfluss, also
Zufluss, und kapilldr-vendser Sauerstoffsittigung, also Abfluss, ldsst sich die tatsdchlich an das

Gewebe abgegebene Sauerstoffmenge berechnen [88].

Die absolut mit dem O2C generierten Werte miissen im Hinblick auf das gemessene Organ

interpretiert werden. Die folgende Tabelle 2 enthélt relevante Referenzwerte:

Tabelle 2. Referenzwerte O2C

Finger/Zeh normale Werte kritische Werte
SOz (%) 70-90 <10

rHb (A.U.) 35-90 <15 oder >90
Flow (A.U.) 10-200 <5

Arm/Bein

SOz (%) 20-50 <10

rHb (A.U.) 35-90 <15 oder >90
Flow (A.U.) 10-50 <5

Aufgefiihrt sind die Referenzwerte der mittels O2C bestimmten Parameter an Finger und Zeh bzw. Arm und Bein.
SO»: Sauerstoffsittigung des Himoglobins; rHb, relative Himoglobinmenge; Flow, Blutfluss; %, Prozent; A.U.,
Arbitrary Units. Modifiziert nach [91].

36



2.5.3.3. Messtiefen

Das 0.C-System ermdoglicht die Erfassung der zuvor beschriebenen Parameter in
unterschiedlichen Detektionstiefen, was durch Variieren des Abstands zwischen Lichtquelle
(Illumination) und Detektion realisiert wird. Hierbei lassen sich, abhéngig von der Wahl des
Abstands und des verwendeten Wellenldngenbereichs, Detektionstiefen von ca. 100 pm bis zu

15 mm einstellen [91].

In der vorliegenden Studie wurden mit zwei Detektionstiefen gearbeitet: eine oberflichliche
Messung im Bereich von 1-2 mm und eine tiefere Messung im Bereich von 6—8 mm. Im
Bereich der Leistenhaut (Messpunkt 7, m, r) wird durch die oberflachliche Messung am ehesten
der Bereich der mittleren Dermis abgebildet. Messpunkt a spiegelt in der oberflédchlichen
Messung den Bereich der unteren Dermis wider. In einer Gewebetiefe von 6-8 mm trifft man
sowohl im Bereich der Leistenhaut als auch im Bereich der Felderhaut auf Sehnen bzw.

Muskulatur.

2.5.3.4. Messpunkte

Fir die Datenerfassung wurden an der nicht-dominanten Hand der Probanden vier
repriasentative Messpunkte definiert. Wie in Abbildung 14 ersichtlich, umfassen diese Punkte
die HandauBenflidche (a), die Handinnenfléche (i) sowie das Endglied des Mittelfingers (m) und
des Ringfingers (r). Dabei wurden sowohl Areale der Leistenhaut (Messpunkte 1, m, r) als auch
der Felderhaut (Messpunkt a) beriicksichtigt, um eine Erfassung der Heterogenitét der Haut zu

gewdhrleisten.

Abbildung 15. Messpunkte zur Erfassung der mittels O2C erfassten Daten
Reprisentative Darstellung der ausgewéhlten Messpunkte — a: HandauBenfléche, i: Handinnenflache, m:
Endglied des Mittelfingers, r: Endglied des Ringfingers
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2.5.3.5. Sonde

Als Sonde verwendeten wir eine Flachsonde (Typ LF2), die im Gegensatz zu senkrechten oder
mikrosondenbasierten Systemen mit einem integrierten Umlenkspiegel ausgestattet ist. Diese
Bauweise ermdglicht es, den Sensorkopftangential zu den Lichtfasern an der Haut anzubringen,
was eine leichtere und stabilere Fixierung sicherstellt. Im Sondenkopf sind jeweils ein
Lichtwellenleiter zur Aussendung von Weil3- und Laserlicht integriert, wihrend zwei separate
Kanile zur Detektion des riickgestreuten Weil3- bzw. Laserlichts vorgesehen sind. Dies erlaubt

die gleichzeitige Erfassung der Parameter in zwei unterschiedlichen Gewebetiefen.

2.5.3.6. Datenverarbeitung und -Analyse

Alle mit dem O:C-Gerét erfassten Messwerte wurden innerhalb eines Zeitraums von 10 bis
20 Sekunden sowohl grafisch als auch numerisch aufgezeichnet und gespeichert [77]. Zur
Gewinnung einer prazisen Aussage iiber die durchschnittliche lokale Durchblutung wurde aus
den gesammelten Daten ein Mittelwert iiber ein 10-Sekunden-Zeitfenster berechnet. Diese
berechneten Durchschnittswerte wurden anschlieBend als Basis fiir die weiteren statistischen

Analysen herangezogen.
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2.6. Datenverarbeitung und Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte unter Verwendung der Software IBM
SPSS Statistics 28.0 fiir Mac. Zur Charakterisierung der Stichprobe wurden die Variablen
Geschlecht, Lebensalter, Korpergrofe und Korpergewicht herangezogen.

Die Bestimmung der erforderlichen Stichprobengroe wurde mittels G*Power 3.1
durchgefiihrt. Hierbei wurde ein mittleres Effektmall von 0,25 zugrunde gelegt, welches aus
vorangegangenen Referenzversuchen einer internen Studie mit topischer Stickstoffmonoxid-
Behandlung abgeleitet wurde. Fiir den F-Test mit wiederholten, d.h. abhidngigen, Messungen
wurden ein Signifikanzniveau von 0,05 sowie eine statistische Power von 0,8 festgelegt. Da
Messungen an sechs Zeitpunkten sowie an insgesamt vier verschiedenen Messpunkten der
Hand durchgefiihrt wurden, wurde eine innerhalb der Probanden enge, aber zwischen den
Probanden breitere Streuung unter Beriicksichtigung einer Korrelation von 0,4 (,,correlation

among repeated measurements* = 0,4) einbezogen.

Fiir die statistische Analyse der mit dem O2C-System erfassten Daten wurde zunichst der
Mauchly-Test auf Sphérizitit angewandt, um zu {iberpriifen, ob die Varianzen der Differenzen
zwischen den Messzeitpunkten gleich sind. Die Annahme der Sphirizitét stellt eine zentrale
Voraussetzung fiir die Durchfithrung einer Varianzanalyse mit Messwiederholung (ANOVA
mit wiederholten Messungen) dar, da deren Verletzung zu verzerrten Testergebnissen flihren
kann. Wird der Mauchly-Test signifikant, so weist dies auf eine Verletzung der
Sphirizititsannahme hin, worauthin eine Greenhouse-Geisser-Korrektur zur Anpassung der
Freiheitsgrade angewendet wird. Diese Korrektur minimiert das Risiko eines Typ-I-Fehlers und
fiihrt zu konservativeren, damit statistisch genaueren Ergebnissen. Zur Untersuchung von
Haupteffekten sowie Interaktionseffekten wurde somit eine Varianzanalyse mit
Messwiederholung  durchgefiihrt. Im  Gegensatz zur klassischen ANOVA, die
Mittelwertunterschiede zwischen unabhéngigen Gruppen (Zwischensubjekteffekte) analysiert,
erlaubt die ANOVA mit Messwiederholung die Untersuchung von Verédnderungen innerhalb
derselben  Versuchspersonen iiber verschiedene Bedingungen und Zeitpunkte

(Innersubjekteffekte).

Dabei wurden drei unabhéngige Faktoren beriicksichtigt:
1. Die Wasserart: Leitungswasser (Ct/) oder CO:-haltiges Wasser (CO:)
2. Der Messzeitpunkt: vor (77) oder nach (72) der Behandlung
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3. Der Messpunkt an der Hand: Handaufsenfliche, Handinnenfldche, Mittelfinger oder
Ringfinger

Die abhédngigen Variablen umfassten vier verschiedene Parameter:
1. Sauerstoffsittigung des Himoglobins (SO2)
2. Relative Himoglobinmenge (rHb)
3. Blutfluss (Flow)
4. Blutflussgeschwindigkeit (Velocity)

Jeder dieser Parameter wurde in zwei unterschiedlichen Gewebetiefen (oberflachlich und tief)
analysiert, sodass separate Auswertungen pro Tiefe erfolgten. Da insgesamt acht
Varianzanalysen (vier Parameter x zwei Gewebetiefen) durchgefiihrt wurden, bestand die
Gefahr einer Alpha-Fehlerinflation, da mit jeder zusétzlichen Analyse die Wahrscheinlichkeit
steigt, félschlicherweise einen Effekt als signifikant zu interpretieren. Um dem
entgegenzuwirken, wurde das Signifikanzniveau mittels Bonferroni-Korrektur angepasst.
Anstelle des tiiblichen Werts von 0,05 wurde daher ein korrigiertes Signifikanzniveau von a =
0,05/8 = 0,00625 festgelegt. Diese Anpassung gewdhrleistet, dass nur tatséchlich relevante
Effekte als signifikant bewertet werden und das Risiko von Fehlinterpretationen minimiert

wird.

Fir die Auswertung des Zeitverlaufs wurden bei den Probanden am Messpunkt
,2HandauBenflache* zu acht definierten Zeitpunkten (0, 15, 20, 30, 60, 90, 120 und 150
Minuten) die Messparameter ,,oberflichliche Sauerstoffsittigung® sowie ,,oberfldchlicher
Flow* erfasst. Die Messwerte zum Zeitpunkt O wurden bei allen Probanden als Referenz auf
100 normiert, sodass im weiteren Verlauf nur noch die Anderungen gegeniiber diesem
Ausgangswert dargestellt werden. Zur statistischen Analyse wurden fiir jeden Messzeitpunkt
separate gepaarte t-Tests durchgefiihrt, um gezielt Unterschiede zwischen den Bedingungen
CO: und Kontrollwasser zu untersuchen. Die Verwendung gepaarter Tests stellt dabei sicher,
dass die Messwiederholungen an denselben Probanden angemessen beriicksichtigt werden und
somit systematische Verzerrungen vermieden werden, die bei einem unpaaren Testansatz
auftreten konnten. Da durch die Durchfithrung von acht Einzeltests das Problem der multiplen
Testung entsteht, wurde das Gesamtniveau des a-Fehlers mittels der Holm-Sidak-Methode
kontrolliert. Diese Post-hoc-Korrektur minimiert das Risiko von Typ-I-Fehlern und sorgt dafiir,

dass das Signifikanzniveau von 0,05 tiber alle durchgefiihrten Tests hinweg eingehalten wird.
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3. Ergebnisse
3.1. Beschreibung der Stichprobe

Insgesamt erkldrten sich 30 Personen bereit, an den Untersuchungen im Rahmen der Studie
teilzunehmen. Alle 30 (100 %) Probanden wurden in die Studie eingeschlossen. Die Stichprobe
setzte sich aus 16 weiblichen Teilnehmern (63,3 %) und 11 méinnlichen Teilnehmern (36,7 %)
zusammen. Das Alter der Probanden variierte zwischen 18 und 56 Jahren, mit einem Mittelwert

von M = 26,03 Jahren.

Tabelle 3. Beschreibung der Stichprobe anhand von Alter, Gréfie und Gewicht

Mittelwert Std.-Abw. min. Max.
Alter (Jahre) 26,03 8,05 18 56
Grofe (cm) 174,93 10,91 158 195
Gewicht (kg) 70,06 15,36 48 94

Std.-Abw.: Standartabweichung; min: Minimum; max.: Maximum; cm: Zentimeter; kg: Kilogramm.

3.2. Interferenzstatistik

3.2.1. Messgrofie ,,oberflachlich SO;*

Zur Uberpriifung, ob die Annahme der Sphirizitit fiir die Innersubjektfaktoren sowie deren
Interaktionen erfiillt war, wurde der Mauchly-Test auf Sphérizitat durchgefiihrt. Die Ergebnisse
zeigten, dass flir die Faktoren Wasserart (W = 1,000, ¥*(0) = 0,000, p = n/a) und Messzeitpunkt
(W = 1,000, %2(0) = 0,000, p = n/a) sowie fiir die Interaktion Wasserart x Messzeitpunkt (W =
1,000, ¥*(0) = 0,000, p = n/a) die Sphérizititsannahme nicht verletzt wurde.

Fir den Faktor Messpunkt hingegen wurde eine signifikante Verletzung der
Sphirizitdtsannahme festgestellt (W = 0,572, ¥*(5) = 15,465, p = 0,009). Auch die Interaktionen
Wasserart x Messpunkt (W = 0,523, ¥*(5) = 17,982, p = 0,003), Messzeitpunkt x Messpunkt
(W = 0,288, ¥*(5) = 34,464, p < 0,001) sowie Wasserart x Messzeitpunkt x Messpunkt (W =
0,243, %*(5)=39,170, p <0,001) zeigten signifikante Abweichungen von der Sphéirizitit. Daher

wurden fiir diese Faktoren in der weiteren Analyse Freiheitsgrade mittels der Greenhouse-
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Geisser-Korrektur (¢ = 0,521-0,739) angepasst, um Verzerrungen in den Innersubjekteffekten

zu vermeiden.

Die anschlieBende Analyse der Innersubjekteffekte ergab mehrere signifikante Haupteffekte:
Die Wasserart (Leitungswasser vs. CO--haltiges Wasser) hatte einen hochsignifikanten
Einfluss auf die Messwerte (F(1,29) = 31,201, p <0,001). Auch der Messzeitpunkt zeigte einen
signifikanten Effekt (F(1,29) = 4,746, p = 0,038), wobei dieser Wert unter Anwendung der
Greenhouse-Geisser-Korrektur berechnet wurde. Zudem hatte der Messpunkt — also die
spezifische Stelle an der Hand, an der die Messung durchgefithrt wurde — einen
hochsignifikanten Einfluss auf die Ergebnisse (F(3,87) = 102,526, p < 0,001), was darauf
hindeutet, dass die gemessenen Werte in Abhdngigkeit vom untersuchten Bereich der Hand

variieren.

Neben diesen Haupteffekten konnten auch signifikante Interaktionseffekte festgestellt werden.
Insbesondere zeigte sich eine hochsignifikante Wechselwirkung zwischen Wasserart und
Messzeitpunkt (F(1,29) = 27,526, p < 0,001), was darauf hindeutet, dass die Wirkung der
Wasserart sich im Verlauf der Zeit verdndert. Dariiber hinaus ergab die Analyse eine
signifikante dreifache Interaktion zwischen Wasserart, Messzeitpunkt und Messpunkt (F(3,87)
= 16,0606, p < 0,001). Dies bedeutet, dass die Effekte von Wasserart und Messzeitpunkt nicht
fiir alle Messpunkte gleich ausfielen, sondern von der jeweiligen Stelle an der Hand abhingig

waren.
Um die genaue Natur dieser Unterschiede zu bestimmen, wurden anschlieend paarweise

Vergleiche durchgefiihrt. Die detaillierten Ergebnisse dieser Vergleiche sind in Tabelle 4

zusammengefasst.
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Tabelle 4. Paarweise Vergleiche — SO oberfliichlich

MD SE p.

Total Ctl AT 8,829 2,152
CO2 AT -13,405 2,560

Tl Ctl-CO> 1,081 1,521 0,483

Auflen Ctl AT 9,043 4,483 0,053
CO2 AT -34,617 5,110

Tl Ctl-CO2 3,916 3,436 0,264

Innen Ctl AT 3,712 2,934 0,216
CO2 AT -10,675 3,463

Tl Ctl-CO> -0,404 2,674 0,881
Mittelfinger Cil AT 10,704 2,740

CO2 AT -4,526 2,656 0,099

T1 Ctl-CO> 1,483 2,480 0,555
Ringfinger Ctl AT 11,858 2,894

CO2 AT -3,800 1,564 0,022

Tl Ctl-CO2 -0,670 1,689 0,695

Total: Mittelwert iiber alle Messpunkte; Ctl: Control; CO2: Kohlenstoffdioxid; T1: prd-Messzeitpunkt vor der
Behandlung; T2: post-Messzeitpunkt nach der Behandlung; AT: TI1-T2; MD: Mittelwertdifferenz; SE:
Standardfehler; p: Signifikanzwert.

Gemittelt iiber alle Messpunkte (,,Total) zeigte sich innerhalb der Wasserart Ct/ eine
signifikante Verdnderung der oberfldchlichen Sauerstoffsittigung zwischen den Zeitpunkten
T1 und T2 (p <0,001) mit einer positiven Mittelwertdifferenz von §8,829. Diese Differenz weist
darauf hin, dass die Sauerstoffsattigung im Zeitverlauf abnahm. In der Wasserart CO: hingegen
wurde eine signifikante Zunahme der Sauerstoffsittigung festgestellt (p < 0,001), erkennbar an
einer negativen Mittelwertdifferenz von -13,405. Zum Zeitpunkt T1 zeigten sich iiber alle
Messpunkte gemittelt keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Wasserarten (p =

0,483).

Auf Ebene der einzelnen Messpunkte ergaben sich folgende Befunde: Am Messpunkt
,2HandauBenfliche* zeigte sich innerhalb der Wasserart Ct/ {iber die Zeit eine tendenzielle
Abnahme (p = 0,053), die jedoch das festgelegte Signifikanzniveau nicht erreichte. In der

Wasserart CO: wurde hingegen eine signifikante Zunahme der Sauerstoffséttigung zwischen
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T1 und T2 beobachtet (p < 0,001). Zum Zeitpunkt T1 bestand auch hier kein signifikanter
Unterschied zwischen den Wasserarten (p = 0,264).

Am Messpunkt ,,Handinnenfldche* ergab sich innerhalb der Wasserart Ct/ keine signifikante
Verdnderung iiber die Zeit (p = 0,216), wihrend in der Wasserart CO: eine signifikante
Zunahme festgestellt wurde (p = 0,004). Auch hier war zum Zeitpunkt T1 kein signifikanter
Unterschied zwischen den Wasserarten nachweisbar (p = 0,881).

Am Messpunkt ,Mittelfinger” zeigte sich innerhalb der Wasserart C#/ eine signifikante
Abnahme der Sauerstoffsittigung (p = 0,001). In der Wasserart CO: lieB sich zwar eine
Zunahme beobachten, diese erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (p = 0,099). Auch
hier bestand zum Zeitpunkt T1 kein signifikanter Unterschied zwischen den Wasserarten (p =

0,555).

Am Messpunkt ,,Ringfinger* zeigte sich innerhalb der Wasserart C#/ eine signifikante Abnahme
der Sauerstoffsittigung (p < 0,001), widhrend in der Wasserart CO: keine signifikante
Verianderung festgestellt wurde (p = 0,022). Zum Zeitpunkt T1 lag auch hier kein signifikanter
Unterschied zwischen den Bedingungen vor (p = 0,695).
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Figure 1. Auswirkungen des Faktors “Wasserart” auf die Sauerstoffsittigung des Himoglobins, gemittelt
iiber alle Messpunkte.
Ctl: Control; CO2: Kohlenstoffdioxid; Hb: Himoglobin

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Effekte der Wasserart auf die oberflachliche

Sauerstoffsittigung sowohl von der behandelten Wasserart als auch vom spezifischen

Messpunkt abhiingig sind. Wéhrend in der Kontrollgruppe C#/ eine tendenzielle Abnahme der
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Sauerstoffsittigung im Zeitverlauf zu beobachten war, fiihrte die CO.-Therapie zu einer

tendenziellen Zunahme. Gemittelt iiber alle Messpunkte waren diese Tendenzen signifikant.

3.2.2. Messgrofie ,,oberflachlich rHb*

Zur Uberpriifung, ob die Annahme der Sphirizitit fiir die Innersubjektfaktoren sowie deren
Interaktionen erfiillt war, wurde der Mauchly-Test durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass
fiir die Faktoren Wasserart (W = 1,000, ¥*(0) = 0,000, p = n/a) und Zeitpunkt (W = 1,000, ¥*(0)
= 0,000, p = n/a) die Sphérizitdtsannahme nicht verletzt wurde. Auch die Interaktion Wasserart
x Zeitpunkt erfillte die Sphirizititsvoraussetzung (W = 1,000, %*(0) = 0,000, p = n/a). Jedoch
wurde fiir den Faktor Messpunkt eine signifikante Verletzung der Sphérizititsannahme
festgestellt (W = 0,496, ¥*(5) = 19,449, p = 0,002). Fiir die Interaktionen Wasserart x
Messpunkt (W = 0,834, ¥*(5) = 5,034, p = 0,412), Zeitpunkt x Messpunkt (W = 0,855, ¥*(5) =
4,356, p = 0,500) sowie Wasserart x Zeitpunkt x Messpunkt (W = 0,772, ¥*(5) = 7,177, p =
0,208) war die Sphérizititsannahme hingegen nicht verletzt. Aufgrund der signifikanten
Sphérizitatsverletzung beim Faktor Messpunkt wurden in der weiteren Analyse Korrekturen der
Freiheitsgrade mittels der Greenhouse-Geisser-Methode (¢ = 0,694) angewendet, um

Verzerrungen in den Innersubjekteffekten zu vermeiden.

Die statistische Analyse der Innersubjekteffekte ergab folgende Ergebnisse: Der Faktor
Wasserart (Leitungswasser vs. CO-haltiges Wasser) zeigte keinen signifikanten Einfluss auf
die Messwerte (F(1,29) = 0,234, p = 0,632). Der Faktor Zeitpunkt wies einen signifikanten
Effekt auf (F(1,29) = 12,965, p = 0,001) — dieser Wert wurde unter Anwendung der
Greenhouse-Geisser-Korrektur berechnet. Auch der Faktor Messpunkt, also die spezifische
Stelle an der Hand, an der die Messung durchgefiihrt wurde, hatte einen hochsignifikanten
Einfluss auf die Ergebnisse (F(3,87) = 17,630, p < 0,001), was darauf hinweist, dass die

gemessenen Werte je nach untersuchtem Bereich der Hand variieren.

Dariiber hinaus wurden signifikante Interaktionseffekte festgestellt: Eine hochsignifikante
Wechselwirkung zwischen Wasserart und Zeitpunkt (F(1,29) = 14,827, p=0,001) deutet darauf
hin, dass die Wirkung der Wasserart sich im Zeitverlauf dndert. Eine signifikante Interaktion
zwischen Wasserart und Messpunkt (F(3,87) = 4,205, p = 0,008) sowie zwischen Zeitpunkt und
Messpunkt (F(3,87) = 9,396, p < 0,001) zeigt, dass die Effekte der Faktoren in Abhéngigkeit
vom spezifischen Messpunkt unterschiedlich ausfallen. Die dreifache Interaktion Wasserart x

Zeitpunkt < Messpunkt erreichte hingegen keine Signifikanz (F(3,87) = 2,027, p = 0,116).
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Um die genaue Natur dieser Unterschiede zu bestimmen, wurden anschlieBende paarweise

Vergleiche durchgefiihrt, die in Tabelle 5 detailliert dargestellt sind.

Tabelle 5. Paarweise vergleiche - rHb oberflichlich

MD SE p.

Total Cil AT 7,011 1,453
CO2 AT 0,871 1,248 0,491
T1 Ctl-CO, 2,345 1,470 0,122
Auflen Ctl AT 6,303 2,210 0,008
CO2 AT -4,576 1,938 0,025
T1 Ctl-CO2 2,906 1,952 0,147
Innen Ctl AT 3,106 1,542 0,053
COz AT -2,184 1,841 0,245
T1 Ctl-CO2 0,147 1,445 0,920

Mittelfinger Cil AT 8,545 2,010
CO2 AT 4,988 1,775 0,009
T1 Ctl-CO2 1,449 1,861 0,443

Ringfinger Ctl AT 10,091 2,440
CO2 AT 5,255 2,039 0,015
T1 Ctl-CO2 4,877 2,315 0,044

Total: Mittelwert iiber alle Messpunkte; Ctl: Control; CO2: Kohlenstoffdioxid; T1: pri-Messzeitpunkt vor der
Behandlung; T2: post-Messzeitpunkt nach der Behandlung; AT: TI1-T2; MD: Mittelwertdifferenz; SE:
Standardfehler; p: Signifikanzwert.

Gemittelt iiber alle Messpunkte (,,Total) zeigte sich innerhalb der Wasserart Ct/ eine
signifikante Abnahme der oberfldchlichen relativen Himoglobinmenge zwischen T1 und T2 (p
< 0,001) mit einer positiven Mittelwertdifferenz von 7,011. Innerhalb der Wasserart CO:
hingegen ergab sich keine signifikante Verdnderung (p = 0,491). Zum Zeitpunkt T1 bestand
weder tiiber alle Messpunkte gemittelt noch an den einzelnen Messpunkten ein signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Wasserarten (p = 0,122).

Auf Ebene der einzelnen Messpunkte ergaben sich folgende Ergebnisse: Am Messpunkt
,2HandauBenflache zeigte sich innerhalb der Wasserart Ct/ eine tendenzielle Abnahme iiber die

Zeit, die jedoch das Signifikanzniveau nicht erreichte (p = 0,008). Innerhalb der Wasserart CO:
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wurde hingegen eine Tendenz zur Zunahme der relativen Hamoglobinmenge festgestellt (p =
0,025). Auch hier lag zum Zeitpunkt T1 kein signifikanter Unterschied zwischen den
Wasserarten vor (p = 0,147).

Am Messpunkt ,,Handinnenflache* ergaben sich weder innerhalb der Wasserart Ct/ noch
innerhalb der Wasserart CO: signifikante Verdnderungen zwischen T1 und T2 (p = 0,053 bzw.
p = 0,245). Zum Zeitpunkt T1 war kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Wasserarten erkennbar (p = 0,920).

Am Messpunkt ,Mittelfinger” zeigte sich innerhalb der Wasserart C#/ eine signifikante
Abnahme der relativen Himoglobinmenge iiber die Zeit (p < 0,001), wihrend in der Wasserart
CO: keine signifikante Verdnderung festgestellt werden konnte (p = 0,009). Zum Zeitpunkt T1

bestand auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen den Wasserarten (p = 0,443).

Am Messpunkt ,,Ringfinger* zeigte sich innerhalb der Wasserart Ct/ ebenfalls eine signifikante
Abnahme der relativen Himoglobinmenge iiber die Zeit (p < 0,001), wihrend in der Wasserart
CO: keine signifikante Verdnderung festgestellt wurde (p = 0,015). Zum Zeitpunkt T1 lag am
Messpunkt ,,Ringfinger kein signifikanter Unterschied zwischen den Wasserarten vor (p =

0,044).
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Figure 2. Auswirkungen des Faktors “Wasserart” auf die oberflichliche relative Himoglobinmenge,
gemittelt iiber alle Messpunkte.
Ctl: Control; CO2: Kohlenstoffdioxid; A.U.: Arbitrary Unit
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Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Verdnderung der oberflichlichen relativen
Hiamoglobinmenge im Zeitverlauf sowohl von der Wasserart als auch vom spezifischen
Messpunkt abhéngt. Wihrend in der Kontrollgruppe (Ct/) eine konsistente Abnahme der rHb
beobachtet wurde, blieben die Verdanderungen in der CO.-Gruppe {iiberwiegend nicht

signifikant.

3.2.3. Messgrofle ,,oberflachlich Flow*

Zur Uberpriifung, ob die Annahme der Sphirizitit fiir die Innersubjektfaktoren sowie deren
Interaktionen erfiillt war, wurde zundchst der Mauchly-Test durchgefiihrt. Die Ergebnisse
zeigten, dass fiir den Faktor Wasserart (W = 1,000, ¥*(0) = 0, p = n/a), fiir die Interaktion
Wasserart x Zeitpunkt (W = 1,000, ¥*(0) = 0, p = n/a) sowie fiir die Interaktion Wasserart x
Messpunkt (W = 0,773, ¥*(5) = 7,147, p = 0,210) und die dreifache Interaktion Wasserart X
Zeitpunkt x Messpunkt (W = 0,698, ¥*(5) = 9,970, p = 0,076) die Sphérizititsannahme nicht
verletzt wurde. Im Gegensatz dazu wies der Faktor Messpunkt eine signifikante Verletzung der
Sphirizitit auf (W = 0,286, ¥*(5) = 34,673, p < 0,001) ebenso wie die Interaktion Zeitpunkt x
Messpunkt (W = 0,493, y*(5) = 19,591, p = 0,002). Fiir diese Faktoren wurden daher in den
weiteren Analysen Greenhouse-Geisser-Korrekturen (¢ = 0,589 bis 0,773) angewendet, um

Verzerrungen in den Innersubjekteffekten zu vermeiden.

Die anschlieBenden Tests der Innersubjekteffekte ergaben signifikante Haupteffekte fiir:
Wasserart (F(1,29) = 6,750, p = 0,015), Zeitpunkt (F(1,29) = 21,465, p < 0,001) sowie
Messpunkt (F(3,87) =37,798, p <0,001).

Die Interaktion zwischen Wasserart und Zeitpunkt war hingegen nicht signifikant (F(1,29) =
0,258, p =0,615), wahrend sowohl die Interaktion Wasserart x Messpunkt (F(3,87) =2,937, p
= 0,038) als auch die Interaktion Zeitpunkt x Messpunkt (F(3,87) = 10,684, p < 0,001)
signifikante Effekte zeigten. Die dreifache Interaktion Wasserart x Zeitpunkt < Messpunkt fiel
nicht signifikant aus (F(3,87) = 0,202, p = 0,895).

Um die spezifischen Unterschiede zwischen den Bedingungen weiter zu untersuchen, wurden

Post-hoc-Analysen durchgefiihrt. Die detaillierten Ergebnisse dieser paarweisen Vergleiche

sind in Tabelle 6 dargestellt.
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Tabelle 6. Paarweise vergleiche - Flow oberflichlich

MD SE p.

Total Ctl AT 42,559 13,403
CO2 AT 50,921 12,619

T1 Ctl-CO> 19,155 12,091 0,124

Auflen Ctl AT 3,027 4,421 0,499

CO2 AT -0,350 2,610 0,894

T1 Ctl-CO> 7,824 4,450 0,089
Innen Cil AT 53,009 19,452
CO2 AT 67,341 19,570

T1 Ctl-CO> 18,458 20,300 0,371
Mittelfinger Ctl AT 59,186 17,142
CO2 AT 70,719 17,963

T1 Ctl-CO> 9,240 19,799 0,644

Ringfinger Ctl AT 55,015 24,100 0,030
CO2 AT 65,972 18,935

T1 Ctl-CO> 41,098 20,613 0,056

Total: Mittelwert iiber alle Messpunkte; Ctl: Control; CO2: Kohlenstoffdioxid; T1: pra-Messzeitpunkt vor der
Behandlung; T2: post-Messzeitpunkt nach der Behandlung; AT: T1-T2; MD: Mittelwertdifferenz; SE:
Standardfehler; p: Signifikanzwert.

Gemittelt iiber alle Messpunkte zeigte sich, dass der oberflachliche Blutfluss innerhalb der
Wasserart Ct/ zwischen T1 und T2 signifikant abnahm (p = 0,003). Auch innerhalb der
Wasserart CO: wurde eine signifikante Abnahme des Flows festgestellt (p < 0,001). Zum
Zeitpunkt T1 bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Wasserarten (p =

0,124).

Auf Ebene der einzelnen Messpunkte ergaben sich folgende Ergebnisse: Am Messpunkt
,HandauBenflache* zeigten sich innerhalb der Wasserart Ct/ sowie innerhalb der Wasserart CO:
keine signifikanten Verdnderungen iiber die Zeit (p = 0,026 bzw. p = 0,278), und auch zum
Zeitpunkt T1 bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Wasserarten (p = 0,572).

Am Messpunkt ,,Handinnenflaiche* wurde innerhalb der Wasserart C#/ eine signifikante

Abnahme des Flows iiber die Zeit festgestellt (p = 0,004); auch innerhalb der Wasserart CO:
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trat eine signifikante Abnahme auf (p = 0,002). Zum Zeitpunkt T1 war der Unterschied

zwischen den Wasserarten nicht signifikant (p = 0,920).

Am Messpunkt ,Mittelfinger zeigte sich eine signifikante Abnahme des Flows sowohl
innerhalb der Wasserart Ct/ (p < 0,001) als auch innerhalb der Wasserart CO: (p <0,001). Zum
Zeitpunkt T1 bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Wasserarten (p =

0,644).

Am Messpunkt ,Ringfinger hingegen zeigte sich innerhalb der Wasserart Cr/ keine
signifikante Verdnderung tiber die Zeit (p = 0,013), wihrend innerhalb der Wasserart CO: eine
signifikante Abnahme des Flows beobachtet wurde (p = 0,001). Zum Zeitpunkt T1 bestand am
Messpunkt ,,Ringfinger* kein signifikanter Unterschied zwischen den Wasserarten (p = 0,056).
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Figure 3. Auswirkungen des Faktors “Wasserart” auf den oberflichlichen Blutfluss, gemittelt iiber alle
Messpunkte.

Ctl: Control; COz: Kohlenstoffdioxid; A.U.: Arbitrary Unit

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Verdnderung des oberflidchlichen Blutflusses
sowohl von der Wasserart als auch vom Messpunkt abhingig ist. Gemittelt iiber alle

Messpunkte zeigte sich sowohl in der Wasserart Ct/ sowie CO: eine signifikante Abnahme des

oberfliachlichen Blutflusses.

3.2.4. Messgrofie “oberflachlich Velocity”

Der Mauchly-Test auf Sphérizitét ergab, dass die Annahme der Sphirizitét fiir die Faktoren
Wasserart (W = 1,000, p = n/a), Zeitpunkt (W = 1,000, p = n/a), die Interaktion Wasserart x
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Zeitpunkt (W = 1,000, p = n/a), Wasserart x Messpunkt (W = 0,716, p = 0,100) sowie die
dreifache Interaktion Wasserart x Zeitpunkt x Messpunkt (W = 0,704, p = 0,084) nicht verletzt
wurde. Fiir den Faktor Messpunkt (W = 0,245, ¥*(5) = 39,037, p < 0,001) sowie fiir die
Interaktion Zeitpunkt x Messpunkt (W = 0,505, ¥*(5) = 18,923, p = 0,002) trat hingegen eine
signifikante Verletzung der Sphirizitdtsannahme auf. Daher wurden fiir diese Faktoren in den

nachfolgenden Analysen Greenhouse-Geisser-Korrekturen (e = 0,567 bis 0,752) angewendet.

Die Analyse der Innersubjekteffekte ergab signifikante Haupteffekte fiir: Wasserart (F(1,29) =
6,750, p = 0,015), Zeitpunkt (F(1,29) = 21,465, p < 0,001) sowie Messpunkt (F(3,87) = 37,798,
p <0,001).

Die Interaktion Wasserart x Zeitpunkt war nicht signifikant (F(1,29) = 0,258, p = 0,615),
wiahrend sowohl die Interaktion Wasserart x Messpunkt (F(3,87) = 2,937, p = 0,038) als auch
die Interaktion Zeitpunkt x Messpunkt (F(3,87) = 10,684, p < 0,001) signifikante Effekte
zeigten. Die dreifache Interaktion Wasserart % Zeitpunkt < Messpunkt war nicht signifikant

(F(3,87) = 0,202, p = 0,895).

Zur weiteren Aufschliisselung dieser Befunde wurden Post-hoc-Analysen durchgefiihrt, deren

Ergebnisse in Tabelle 7 dargestellt sind.
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Tabelle 7. Paarweise vergleiche - Velocity oberflichlich

MD SE p.

Total Ctl AT 5,572 1,782
CO2 AT 6,258 1,729

T1 Ctl-CO2 3,618406  1,688508 0.041

Auflen Ctl AT -0,730 0,991 0,468

CO2 AT 0,066 0,899 0,942

Tl Ctl-CO2 1,758 0,807 0,038
Innen Cil AT 7,793 2,409
CO2 AT 8,533 2,759

T1 Ctl-CO> 4,141 2,739 0,141
Mittelfinger Cil AT 8,113 2,372
CO2 AT 8,396 2,377

T1 Ctl-CO2 2,075 2,863 0,474

Ringfinger Ctl AT 7,114 3,015 0,025
CO2 AT 8,039 2,390

T1 Ctl-CO2 6,500 2,630 0,020

Total: Mittelwert iiber alle Messpunkte; Ctl: Control; CO2: Kohlenstoffdioxid; T1: pra-Messzeitpunkt vor der
Behandlung; T2: post-Messzeitpunkt nach der Behandlung; AT: T1-T2; MD: Mittelwertdifferenz; SE:
Standardfehler; p: Signifikanzwert.

Gemittelt liber alle Messpunkte zeigte sich, dass die Blutflussgeschwindigkeit innerhalb der
Wasserart Ctl zwischen T1 und T2 signifikant abnahm (p = 0,004; MD = 5,572). Ebenso wurde
innerhalb der Wasserart CO: eine signifikante Abnahme beobachtet (p = 0,001; MD = 6,258).
Der Vergleich der Wasserarten zum Zeitpunkt T1 ergab keinen signifikanten Unterschied (p =
0,041).

Auf Ebene der einzelnen Messpunkte zeigten sich folgende Ergebnisse: Am Messpunkt
,,HandauBenflache* traten innerhalb der Wasserart Ct/ sowie innerhalb der Wasserart CO: tiber
die Zeit keine signifikanten Verdnderungen auf (p = 0,468 bzw. p = 0,942). Zum Zeitpunkt T1
bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Wasserarten (p = 0,038).

Am Messpunkt ,,Handinnenfliche* wurde innerhalb der Wasserart Ct#/ eine signifikante

Abnahme der Blutflussgeschwindigkeit festgestellt (p = 0,003; MD = 7,793), ebenso wie
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innerhalb der Wasserart CO: (p = 0,004; MD = 8,533). Der Vergleich der Wasserarten zum
Zeitpunkt T1 ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,141).

Am Messpunkt ,,Mittelfinger* zeigte sich sowohl innerhalb der Wasserart Ct/ eine signifikante
Abnahme der Blutflussgeschwindigkeit (p = 0,002; MD = 8,113) als auch innerhalb der
Wasserart CO: (p = 0,001; MD = 8,396). Zum Zeitpunkt T1 bestanden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Wasserarten (p = 0,474; MD = 2,075).

Am Messpunkt ,Ringfinger wurde innerhalb der Wasserart Ct/ keine signifikante
Verdnderung festgestellt (p = 0,025; MD = 7,114), wihrend innerhalb der Wasserart CO: eine
signifikante Abnahme der Blutflussgeschwindigkeit beobachtet wurde (p = 0,002; MD =
8,039). Zum Zeitpunkt T1 bestand auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen den
Wasserarten (p = 0,020; MD = 6,500).
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Figure 4. Auswirkungen des Faktors “Wasserart” auf die oberflichliche Blutflussgeschwindigkeit gemittelt
iiber alle Messpunkte.
Ctl: Control; CO2: Kohlenstoffdioxid; A.U.: Arbitrary Unit

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Verdanderung der Blutflussgeschwindigkeit sowohl von der
Wasserart als auch vom spezifischen Messpunkt abhéngig ist. Gemittelt iiber alle Messpunkte
zeigte sich sowohl in der Wasserart Ctl sowie CO: eine signifikante Abnahme der

oberflichlichen Blutflussgeschwindigkeit.
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3.2.5. Messgrofle ,tief SO

Der Mauchly-Test auf Sphérizitét zeigte, dass die Annahme der Sphérizitat fiir Wasserart (W =
1,000, p = n/a), Zeitpunkt (W = 1,000, p = n/a) und die Interaktion Wasserart x Zeitpunkt (W
= 1,000, p = n/a) nicht verletzt wurde. Fiir die Faktoren Messpunkt (W = 0,095, p < 0,001),
Wasserart x Messpunkt (W = 0,088, p <0,001), Zeitpunkt x Messpunkt (W = 0,361, p <0,001)
sowie die dreifache Interaktion Wasserart x Zeitpunkt x Messpunkt (W = 0,326, p <0,001) trat
hingegen eine signifikante Verletzung auf. Daher wurden fiir diese Faktoren Greenhouse-

Geisser-Korrekturen (g = 0,430-0,645) angewendet.

Die Tests der Innersubjekteffekte ergaben keine signifikanten Haupteffekte fiir Wasserart
(F(1,29) = 1,187, p = 0,285) und Zeitpunkt (F(1,29) = 3,909, p = 0,058), jedoch einen
hochsignifikanten Effekt fiir Messpunkt (F(3,87) = 47,846, p <0,001).

Die Interaktionen Wasserart x Zeitpunkt (F(1,29) = 0,194, p = 0,663), Wasserart X Messpunkt
(F(3,87) = 0,197, p = 0,898) sowie Zeitpunkt x Messpunkt (F(3,87) = 1,446, p = 0,235) waren
nicht signifikant. Die dreifache Interaktion Wasserart X Zeitpunkt x Messpunkt hingegen
erreichte Signifikanz (F(3,87) = 5,825, p=0,001).

Zur genaueren Aufschliisselung dieser Befunde wurden Post-hoc-Analysen durchgefiihrt, deren

Ergebnisse in Tabelle 8 dargestellt sind.
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Tabelle 8. Paarweise Vergleiche - SO; tief

MD SE p.
Total Ctl AT 3,083 3,136 0,334
COz AT 5,035 2,902 0,093
T1 Ctl-CO» -3,121 2,934 0,296
AuBlen Ctl AT 5,305 3,712 0,164
CO2 AT -4,005 3,775 0,297
T1 Ctl-CO» 1,366 3,250 0,677
Innen Ctl AT 3,832 3,352 0,262
COz AT 5,987 2,781 0,040
T1 Ctl-CO» -2,303 2,201 0,304
Mittelfinger Ctl AT 1,636 4,531 0,721
COz AT 9,477 3,282 0,007
T1 Ctl-CO» -5,335 4,842 0,280
Ringfinger Ctl AT 1,560 4,662 0,740
COz AT 8,682 3,301 0,014
T1 Ctl-CO» -6,213 4,446 0,173

Total: Mittelwert iiber alle Messpunkte; Ctl: Control; CO2: Kohlenstoffdioxid; T1: prd-Messzeitpunkt vor der
Behandlung; T2: post-Messzeitpunkt nach der Behandlung; AT: TI1-T2; MD: Mittelwertdifferenz; SE:
Standardfehler; p: Signifikanzwert.

Gemittelt liber alle Messpunkte (,,Total*) ergab sich innerhalb der Wasserart C#/ zwischen T1
und T2 keine signifikante Verdnderung der tiefen Sauerstoffsittigung (p = 0,334). Auch in der
Wasserart CO: trat gemittelt iiber alle Messpunkte keine signifikante Verdnderung auf (p =
0,093). Zum Zeitpunkt T1 bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Wasserarten (p = 0,296).

Auf Ebene der einzelnen Messpunkte zeigten sich folgende Befunde: Am Messpunkt
,2HandauBenfliche* ergab sich innerhalb der Wasserart Ct/ keine signifikante Verdnderung

zwischen T1 und T2 (p = 0,164), ebenso wenig in der Wasserart CO: (p = 0,297). Auch zum
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Zeitpunkt T1 war kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Wasserarten zu

verzeichnen (p = 0,677).

Am Messpunkt ,,Handinnenfldche* wurde innerhalb der Wasserart Ct/ keine signifikante
Verdnderung der tiefen Sauerstoffséttigung festgestellt (p = 0,262), wihrend in der Wasserart
CO: eine Verdnderung beobachtet wurde, die das Signifikanzniveau jedoch nicht erreichte (p =
0,040). Auch zum Zeitpunkt T1 bestand kein signifikanter Unterschied zwischen Ct/ und CO-
(p=0,304).

Am Messpunkt ,Mittelfinger” zeigte sich innerhalb der Wasserart Ct/ keine signifikante
Verdnderung iiber die Zeit (p = 0,721). In der Wasserart CO: hingegen trat eine Tendenz zur
Zunahme der tiefen Sauerstoffsittigung auf (p = 0,007), die jedoch nicht signifikant war. Auch
zum Zeitpunkt T1 war kein signifikanter Unterschied zwischen den Wasserarten vorhanden (p

= 0,280).

Am Messpunkt ,Ringfinger wurde innerhalb der Wasserart Ct/ keine signifikante
Verinderung beobachtet (p = 0,740), wihrend in der Wasserart CO- eine Tendenz zur Zunahme
auftrat (p = 0,014), welche jedoch nicht die Signifikanz erreichte. Zum Zeitpunkt T1 bestand

ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Wasserarten (p = 0,173).
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Figure 5. Auswirkungen des Faktors “Wasserart” auf die tiefe Sauerstoffsitticung des Himoglobins
gemittelt iiber alle Messpunkte.
Ctl: Control; CO2: Kohlenstoffdioxid; Hb: Himoglobin
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Die Ergebnisse zeigen, dass sich die tiefe Sauerstoffsittigung weder in der Wasserart Ct/ noch
in der Wasserart CO: signifikant liber die Zeit verdndert hat. Zwar traten in einigen
Messpunkten Tendenzen zu Verdnderungen auf, insbesondere in der Wasserart CO:, jedoch
erreichten diese nicht die erforderliche statistische Signifikanz. Dies deutet darauf hin, dass die
Wasserart moglicherweise keinen entscheidenden Einfluss auf die tiefe Sauerstoffsittigung hat
oder dass mogliche Effekte zu gering ausfallen, um mit der gewidhlten Methodik eindeutig

nachgewiesen zu werden.

3.2.6. Messgrofie ,tief rHb*

Der Mauchly-Test auf Sphérizitét ergab, dass die Annahme der Sphirizitét fiir die Faktoren
Wasserart (W = 1,000, p = n/a), Zeitpunkt (W = 1,000, p = n/a) sowie fiir die Interaktion
Wasserart x Zeitpunkt (W = 1,000, p = n/a) nicht verletzt wurde. Im Gegensatz dazu zeigte sich
fiir die Faktoren Messpunkt (W = 0,169, p < 0,001), Wasserart x Messpunkt (W = 0,220, p <
0,001), Zeitpunkt x Messpunkt (W = 0,258, p < 0,001) sowie fiir die dreifache Interaktion
Wasserart x Zeitpunkt x Messpunkt (W = 0,121, p < 0,001) eine signifikante Verletzung der
Sphirizititsannahme. Daher wurden fiir diese Faktoren Greenhouse-Geisser-Korrekturen mit

Epsilon-Werten zwischen 0,528 und 0,642 angewendet.

Die Analyse der Innersubjekteffekte ergab einen signifikanten Haupteffekt der Wasserart
(F(1,29) = 7,378, p = 0,011) sowie einen hochsignifikanten Haupteffekt des Messpunkts
(F(3,87)=17,359, p < 0,001). Hingegen zeigte sich flir den Faktor Zeitpunkt kein signifikanter
Effekt (F(1,29) =2,678, p=0,113).

Auch die Interaktionen zwischen den Faktoren erreichten keine statistische Signifikanz. Weder
die Interaktion zwischen Wasserart und Zeitpunkt (F(1,29) = 1,277, p = 0,268) noch die
Interaktionen zwischen Wasserart und Messpunkt (F(3,87) = 0,311, p = 0,817) oder Zeitpunkt
und Messpunkt (F(3,87) = 1,149, p = 0,334) zeigten signifikante Effekte. Ebenso war die
dreifache Interaktion zwischen Wasserart, Zeitpunkt und Messpunkt (F(3,87) = 0,367, p =
0,777) nicht signifikant.

Um genauere Einblicke in die Unterschiede zwischen den Bedingungen zu erhalten, wurden

erginzend Post-hoc-Analysen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Tabelle 9
dargestellt.
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Tabelle 9. Paarweise Vergleiche - rHb tief

MD SE p.

Total Ctl AT 7,327 4,409 0,107
CO2 AT 1,294 2,947 0,664
T1 Ctl-CO> 13,342 5,460 0,021
Auflen Ctl AT 2,180 7,642 0,777
CO2 AT -4,489 4,488 0,325
T1 Ctl-CO2 16,633 9,664 0,096
Innen Ctl AT 12,066 12,226 0,332
CO2 AT -0,396 3,610 0,913
T1 Ctl-CO2 16,690 12,726 0,200
Mittelfinger Ctl AT 4,891 3,921 0,222
CO2 AT 2,997 3,090 0,340

T1 Ctl-CO> 10,771 3,604
Ringfinger Ctl AT 10,171 3,602 0,008
CO2 AT 7,063 3,733 0,068

T1 Ctl-CO> 9,273 3,079

Total, Mittelwert iiber alle Messpunkte; Ctl, control; CO2, Kohlenstoffdioxid; T1, prd - Messzeitpunkt vor der
Behandlung; T2, post — Messzeitpunkt nach der Behandlung; AT, T1-T2; MD, Mittelwertdifferenz; SE,
Standartfehler; p, Signifikanzwert.

Die Analyse der tiefen relativen Himoglobinmenge zeigte, dass weder in der Wasserart Ct/
noch in der Wasserart CO- eine signifikante Verdnderung zwischen den Zeitpunkten T1 und T2
auftrat (p = 0,107 bzw. p = 0,664). Der Vergleich der beiden Wasserarten zum Zeitpunkt T1
ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,021).

Betrachtet man die einzelnen Messpunkte, so zeigte sich an der HandauBenfldche weder in der

Wasserart Ctl (p = 0,777) noch in der Wasserart CO- (p = 0,325) eine signifikante Veridnderung
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iiber die Zeit, ebenso wenig bestand zum Zeitpunkt T1 ein signifikanter Unterschied zwischen

den Wasserarten (p = 0,096).

An der Handinnenfldche ergab sich in beiden Wasserarten keine signifikante Verdnderung der
rHb iiber die Zeit (p = 0,332 bzw. p = 0,913), und auch zum Zeitpunkt T1 war kein signifikanter
Unterschied zwischen Ct/ und CO: festzustellen (p = 0,200).

Am Messpunkt ,,Mittelfinger zeigte sich innerhalb der Wasserart Ct/ (p = 0,222) sowie der
Wasserart CO: (p = 0,340) ebenfalls keine signifikante Verdnderung zwischen T1 und T2. Zum
Zeitpunkt T1 ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Wasserarten (p =

0,006).

Auch am Messpunkt ,,Ringfinger” konnte innerhalb der Wasserart C#/ (p = 0,008) sowie
innerhalb der Wasserart CO: (p = 0,068) keine signifikante Verdnderung festgestellt werden.
Zum Zeitpunkt T1 bestand allerdings auch hier ein signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Wasserarten (p = 0,005).
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Figure 6. Auswirkungen des Faktors “Wasserart” auf die tiefe relative Himoglobinmenge, gemittelt iiber
alle Messpunkte.
Ctl: Control; CO2: Kohlenstoffdioxid; A.U.: Arbitrary Unit

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die tiefe relative Himoglobinmenge iiber die Zeit hinweg

weder in der Wasserart Ct/ noch in der Wasserart CO: signifikant verdndert. Auch an den
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einzelnen Messpunkten wurde keine Signifikanz festgestellt. Insgesamt deuten die Befunde
darauf hin, dass die Wasserart keinen deutlichen Einfluss auf die tiefen rHb-Verdnderungen

ausibt.

3.2.7. Messgrofie ,tief Flow*

Der Mauchly-Test auf Sphérizitét ergab, dass die Annahme der Sphirizitét fiir die Faktoren
Wasserart (W = 1,000, p = n/a), Zeitpunkt (W = 1,000, p = n/a) sowie fiir die Interaktion
Wasserart x Zeitpunkt (W = 1,000, p = n/a) nicht verletzt wurde. Im Gegensatz dazu zeigte sich
fiir den Faktor Messpunkt (W = 0,229, p < 0,001) eine signifikante Verletzung der
Sphirizititsannahme, ebenso wie fiir die Interaktion Wasserart x Messpunkt (W = 0,669, p =
0,048) und fiir die dreifache Interaktion Wasserart x Zeitpunkt x Messpunkt (W = 0,663, p =
0,045). Fiir diese Faktoren wurde daher eine Greenhouse-Geisser-Korrektur mit Epsilon-
Werten zwischen 0,540 und 0,810 angewendet. Die Interaktion Zeitpunkt x Messpunkt (W =
0,854, p = 0,498) erfiillte hingegen die Sphérizitdtsannahme.

Die Analyse der Innersubjekteffekte ergab, dass der Faktor Wasserart (F(1,29) = 1,751, p =
0,196) keinen signifikanten Haupteffekt aufwies. Dagegen zeigten die Faktoren Zeitpunkt
(F(1,29) = 14,758, p = 0,001) und Messpunkt (F(3,87) = 22,813, p < 0,001) signifikante
Haupteffekte.

Beziiglich der zweifachen Interaktionen zeigte sich, dass die Interaktion Zeitpunkt x Messpunkt
(F(3,87) = 3,958, p = 0,011) signifikant war, wiahrend die Interaktionen Wasserart x Zeitpunkt
(F(1,29) = 0,917, p = 0,346) und Wasserart x Messpunkt (F(3,87) = 0,477, p = 0,699) keine
statistische Signifikanz erreichten. SchlieBlich wurde fiir die dreifache Interaktion Wasserart x
Zeitpunkt x Messpunkt (F(3,87) = 5,736, p = 0,001) ein signifikanter Effekt festgestellt, was

auf ein komplexes Zusammenspiel dieser Faktoren hinweist.

Die detaillierten Post-hoc-Analysen zu den Unterschieden zwischen den Gruppen sind in

Tabelle 10 dargestellt.
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Tabelle 10. Paarweise Vergleiche - Flow tief

MD SE p.
Total Ctl AT 17,311 8,249 0,045
COz AT 28,530 8,470
T1 Ctl-CO» 3,888 7,866 0,625
AuBlen Ctl AT 17,389 8,442 0,048
COz AT -14,981 8,472 0,088
T1 Ctl-CO> 28,680 9,738
Innen Ctl AT 25,402 11,003 0,028
COz AT 43,427 12,268
T1 Ctl-CO» 0,956 14,482 0,948
Mittelfinger Ctl AT 14,686 11,388 0,207
COz AT 47,779 11,036
T1 Ctl-CO» -15,312 12,762 0,240
Ringfinger Ctl AT 11,767 16,054 0,469
CO2 AT 37,894 14,418 0,014
T1 Ctl-CO» 1,227 14,158 0,932

Total, Mittelwert iiber alle Messpunkte; Ctl, control; CO2, Kohlenstoffdioxid; T1, prd - Messzeitpunkt vor der
Behandlung; T2, post — Messzeitpunkt nach der Behandlung; AT, T1-T2; MD, Mittelwertdifferenz; SE,
Standartfehler; p, Signifikanzwert.

Die Analyse des durchschnittlichen tiefen Blutflusses iiber alle Messpunkte hinweg ergab, dass
innerhalb der Wasserart C#/ zwischen den Zeitpunkten T1 und T2 eine Tendenz zur Abnahme
bestand (p = 0,046), wihrend in der Wasserart CO: das Signifikanzniveau zur Abnahme erreicht
wurde (p = 0,003). Zum Zeitpunkt T1 zeigte sich zwischen den beiden Wasserarten kein
signifikanter Unterschied (p = 0,628).

Betrachtet man die einzelnen Messpunkte, so lie8 sich an der HandauBenfldche sowohl in der
Wasserart Ct/ (p = 0,049) als auch in der Wasserart CO: (p = 0,089) keine signifikante
Verdnderung iiber die Zeit feststellen. Zum Zeitpunkt T1 bestand kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Wasserarten (p = 0,007).

An der Handinnenflidche zeigte sich innerhalb der Wasserart C#/ keine signifikante Abnahme

des Blutflusses tiber die Zeit (p = 0,029), wihrend in der Wasserart CO: eine signifikante
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Abnahme beobachtet wurde (p = 0,002). Zum Zeitpunkt T1 bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Wasserarten (p = 0,949).

Am Messpunkt , Mittelfinger lie3 sich innerhalb der Wasserart Ct/ keine signifikante
Verdnderung iiber die Zeit feststellen (p = 0,208), wihrend innerhalb der Wasserart CO: eine
signifikante Abnahme des Blutflusses auftrat (p <0,001). Zum Zeitpunkt T1 bestand an diesem

Messpunkt kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Wasserarten (p = 0,241).

tief
ns t 3
200 - o
Pra
- O
150 - Il Post
=
< 100-
3
S
&
50
0
Ctl CO2

Figure 7. Auswirkungen des Faktors “Wasserart” auf den tiefen Blutfluss, gemittelt iiber alle Messpunkte.
Ctl: Control; CO2: Kohlenstoffdioxid; A.U.: Arbitrary Unit

Insgesamt lie} sich eine Abnahme des tiefen Blutflusses verzeichnen. Gemittelt iiber alle
Messpunkte zeigte sich diese innerhalb der Wasserart CO; signifikant, wihrend in der
Wasserart C#/ eine Tendenz zur Abnahme bestand, welche das Signifikanzniveau nicht

erreichte.
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3.2.8. Messgrofie ,tief Velocity*

Der Mauchly-Test auf Sphérizitét ergab, dass die Annahme der Sphirizitét fiir die Faktoren
Wasserart (W = 1,000, p = n/a), Zeitpunkt (W = 1,000, p = n/a) sowie fiir die Interaktion
Wasserart x Zeitpunkt (W = 1,000, p = n/a) nicht verletzt wurde. Im Gegensatz dazu wurde fiir
den Faktor Messpunkt (W = 0,091, p < 0,001) eine signifikante Verletzung der
Sphérizititsannahme festgestellt, ebenso wie fiir die Interaktionen Wasserart x Messpunkt (W
= 0,611, p = 0,018), Zeitpunkt x Messpunkt (W = 0,576, p = 0,009) sowie die dreifache
Interaktion Wasserart x Zeitpunkt x Messpunkt (W = 0,605, p = 0,016). Fiir diese Faktoren
wurde eine Greenhouse-Geisser-Korrektur mit Epsilon-Werten zwischen 0,453 und 0,804

angewendet.

Die Analyse der Innersubjekteffekte ergab signifikante Haupteffekte fiir die Faktoren
Wasserart (F(1,29) = 7,502, p = 0,010), Zeitpunkt (F(1,29) = 25,490, p <0,001) und Messpunkt
(F(3,87)=29,687, p < 0,001).

Wihrend die Interaktionen Wasserart x Zeitpunkt (F(1,29) = 0,152, p = 0,700) und Wasserart
X Messpunkt (F(3,87) = 1,550, p = 0,207) nicht signifikant waren, zeigte die Interaktion
Zeitpunkt X Messpunkt (F(3,87) = 19,402, p < 0,001) einen signifikanten Effekt. Die dreifache
Interaktion Wasserart x Zeitpunkt x Messpunkt (F(3,87) = 2,295, p = 0,083) erreichte jedoch

keine statistische Signifikanz.

Die detaillierten Post-hoc-Analysen zu den Unterschieden zwischen den Gruppen sind in

Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11. Paarweise Vergleiche - Velocity tief

MD SE p.

Total Ctl AT 9,171 2,490
CO2 AT 10,334 2,391

T1 Ctl-CO> 4,452 2,199 0,052

Auflen Ctl AT 2,795 1,668 0,105

CO2 AT -2,559 2,040 0,220
T1 Ctl-CO> 5,341 1,733
Innen Cil AT 9,945 2,989
CO2 AT 13,558 3,312

T1 Ctl-CO2 3,055 3,812 0,429
Mittelfinger Cil AT 11,953 3,231
CO2 AT 14,312 2,818

T1 Ctl-CO2 3,526 3,332 0,299
Ringfinger Ctl AT 11,992 3,919
CO2 AT 16,026 3,574

T1 Ctl-CO2 5,884 3,255 0,081

Total, Mittelwert iiber alle Messpunkte; Ctl, control; CO2, Kohlenstoffdioxid; T1, prd - Messzeitpunkt vor der
Behandlung; T2, post — Messzeitpunkt nach der Behandlung; AT, T1-T2; MD, Mittelwertdifferenz; SE,
Standartfehler; p, Signifikanzwert.

Betrachtet man die tiefe durchschnittliche Blutflussgeschwindigkeit {iber alle Messpunkte
hinweg, so zeigte sich innerhalb der Wasserart Ct/ zwischen den Zeitpunkten T1 und T2 eine
signifikante Abnahme (p =0,001). Ebenso wurde innerhalb der Wasserart CO: eine signifikante
Abnahme der Blutflussgeschwindigkeit festgestellt (p < 0,001). Zum Zeitpunkt T1 bestand
zwischen den Wasserarten Ct/ und CO: kein signifikanter Unterschied (p = 0,052).

Am Messpunkt der HandauB3enflache zeigte sich innerhalb der Wasserart C#/ zwischen den
Zeitpunkten T1 und T2 keine signifikante Verdnderung (p = 0,105). Dasselbe galt fiir die
Wasserart CO:, bei der ebenfalls keine signifikante Verdnderung festgestellt wurde (p = 0,220).
Zum Zeitpunkt T1 bestand jedoch an diesem Messpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen

den beiden Wasserarten (p = 0,004).

An der Handinnenfldche konnte innerhalb der Wasserart C#/ eine signifikante Abnahme der
Blutflussgeschwindigkeit iiber die Zeit festgestellt werden (p = 0,002). Innerhalb der Wasserart
CO: zeigte sich ebenfalls eine signifikante Abnahme (p < 0,001). Zum Zeitpunkt T1 bestand
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kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Wasserarten an diesem Messpunkt (p =
0,429).

Am Messpunkt ,,Mittelfinger* lie sich innerhalb der Wasserart C#/ eine signifikante Abnahme
der Blutflussgeschwindigkeit iiber die Zeit feststellen (p = 0,001). Ebenso zeigte sich innerhalb
der Wasserart CO: eine signifikante Abnahme (p < 0,001). Zum Zeitpunkt T1 bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen den Wasserarten Ct/ und CO: an diesem Messpunkt (p =

0,299).

Am Messpunkt ,,Ringfinger* zeigte sich innerhalb der Wasserart Ct/ iiber die Zeit hinweg eine
signifikante Abnahme (p = 0,005). Innerhalb der Wasserart CO. wurde ebenfalls eine
signifikante Abnahme festgestellt (p < 0,001). Zum Zeitpunkt T1 bestand zwischen den beiden
Wasserarten an diesem Messpunkt kein signifikanter Unterschied (p = 0,081).
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Figure 8. Auswirkungen des Faktors “Wasserart” auf die tiefe Blutflussgeschwindigkeit, gemittelt iiber alle
Messpunkte.
Ctl: Control; CO2: Kohlenstoftdioxid; A.U.: Arbitrary Unit

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die Blutflussgeschwindigkeit sowohl in der Wasserart
Ctl als auch in der Wasserart CO: iiber die Zeit abnimmt. Wéhrend einige Messpunkte eine
signifikante Verdnderung aufweisen, fallen andere unter das angepasste Signifikanzniveau und

sind daher nicht mehr als signifikant zu bewerten.
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3.2.9. Zeitverlauf ,,oberflichlich SO:*, ,,oberflichliche Flow*

In unserer Untersuchung wurden die Messparameter ,,oberflachliche Sauerstoffsattigung des
Hamoglobins* und ,,oberflachlicher Blutfluss* am Messpunkt ,,HandauBenfliche* {iber einen

Zeitraum von bis zu 150 Minuten nach Immersion analysiert.

Tabelle 12. Deskriptive Statistik Zeitverlauf

Zeit COa: Flow COa: SO Ctl: Flow Ctl: SO
(min.)

Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE
0 100 0.00 100 0.00 100 0.00 100 0.00
15 177 10.74 162 5.86 78 6.72 93 9.32
20 147 6.73 194 10.24 &9 5.40 93 5.87
30 112 10.29 190 14.39 104 9.43 87 7.14
60 105 5.76 180 11.58 &9 8.12 102 8.04
920 99 8.30 175 6.75 103 6.30 94 2.62
120 108 10.76 177 10.19 102 6.71 104 5.32
150 102 5.81 169 8.48 99 3.96 102 4.09

Deskriptive Statistik von Blutfluss (Flow) und Sauerstoffséttigung (SO:) in den Versuchsbedingungen CO: und
Kontrolle (Ctl) tiber den Zeitverlauf. Angegeben sind jeweils Mittelwert (Mean) und Standardfehler (SE) zu den
Messzeitpunkten 0, 15, 20, 30, 60, 90, 120 und 150 Minuten.

Wie in Abbildung 16 dargestellt, nimmt die oberfldchliche Sauerstoffsdttigung am Messpunkt
,,HandauBenfliche nach einer CO:-Immersion deutlich zu. Bereits nach 15 Minuten
unterscheidet sich die Sauerstoffsittigung signifikant zwischen den beiden Wasserarten CO:
und Ct/ (p < 0.005, MD: 68,17). Ein signifikanter Unterschied 14sst sich ebenso nach 20 (p <
0.005, MD: 101,0), 30 (p < 0.005, MD: 103,0), 60 (p < 0.005, MD: 78,0), 90 (p < 0.005, MD:
73,0), 120 sowie 150 (p < 0.005, MD: 66,83) Minuten nachweisen.

Auch hinsichtlich des oberflachlichen Blutflusses zeigt sich nach einer CO2-Immersion ein
Anstieg. Dieser ist im Vergleich zur Kontrollbedingung C# nach 15 (p < 0.005, MD: 98,83)
sowie 20 Minuten (p < 0.005, MD: 58,0) signifikant erhoht. Ab den Messzeitpunkten 30 (p =
0.401, MD: 8,66), 60 (p =0.119, MD: 16,17), 90 (p = 0.697, MD: —4,0), 120 (p = 0.571, MD:
5,83) und 150 (p = 0.771, MD: -3,0) Minuten bestand hingegen kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Wasserarten.
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Abbildung 16. Oberflichliche SOz und oberflichlicher Flow verglichen zwischen den beiden Wasserarten
CO: und Ctl iiber die Zeit

Insgesamt zeigte sich nach der CO.-Immersion ein signifikanter Anstieg der oberflachlichen
Sauerstoffsittigung sowie des Blutflusses an der HandauBlenflache. Bereits ab 15 Minuten
waren im Vergleich zur Kontrollbedingung signifikante Unterschiede in der
Sauerstoffsittigung feststellbar, ein Effekt, der liber den gesamten Messzeitraum (15 bis 150
Minuten) konstant war. Der Blutfluss nahm ebenfalls in den ersten 20 Minuten signifikant zu,
wobei sich ab 30 Minuten keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen CO: und C#/

mehr zeigten.
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4. Diskussion

Das Raynaud-Phédnomen ist eine hiufig vorkommende, aber oft unerkannte vasospastische
Storung, die erstmals 1862 von Maurice Raynaud beschrieben wurde [8]. Es gilt heute als
voriibergehender, episodischer und reversibler Vasospasmus peripherer Blutgefile —
insbesondere der digitalen Arterien und Arteriolen — und &uBlert sich durch einen
charakteristischen dreiphasigen Farbverlauf: von Wei3 infolge der GefdBverengung mit
nachfolgender Ischidmie, iiber Blau aufgrund der Zyanose, bis hin zu Rot als Folge einer
reaktiven Vasodilatation. Am héufigsten sind hierbei die Finger betroffen, meist als Reaktion

auf Stressfaktoren wie Kilteeinwirkung [2].

Die Préivalenz des RP wird auf 3-5 % der Allgemeinbevolkerung geschétzt, variiert jedoch
erheblich [4], [8]. Das Raynaud-Phédnomen ldsst sich in das primére oder idiopathische RP, auch
Raynaud-Krankheit genannt, und in das sekunddre RP, auch als Raynaud-Syndrom bezeichnet,
unterteilen. Das sekundidre RP manifestiert sich hdufig als klinische Begleiterscheinung einer
zugrunde liegenden, meist entziindlich-rheumatischen Erkrankung wie der systemischen
Sklerose oder dem systemischen Lupus erythematodes, wobei insbesondere die Kollagenosen
eine zentrale Rolle spielen [6]. Im Gegensatz dazu wird das RP als primir eingestuft, wenn

keine zugrunde liegende Krankheit nachgewiesen werden kann [8].

Da das RP sowohl idiopathisch als auch sekundir verursacht sein kann, unterscheiden sich die
pathophysiologischen Mechanismen in beiden Formen. Beim primiren RP stehen vor allem
funktionelle Verdnderungen im Rahmen einer Fehlfunktion der Thermoregulation im
Vordergrund, wohingegen beim sekundiren RP mehrere, teils strukturelle Faktoren an der
Entstehung beteiligt sind [8]. Im Kontext der systemischen Sklerose werden beim sekundéiren
RP beispielsweise strukturelle Verdnderungen wie eine fibrotische Proliferation der Intima
beobachtet, welche das GefaBlumen verengt und den peripheren Blutfluss beeintréchtigt [92].
Funktionelle Storungen betreffen vor allem das Endothel, das normalerweise Vasodilatatoren
wie Stickstoffmonoxid und Prostacyclin produziert. Eine verminderte Produktion oder
Wirksamkeit dieser Substanzen, kombiniert mit einer gesteigerten Produktion von
Vasokonstriktoren wie Endothelin-1 und Angiotensin II, verstirkt die Vasokonstriktion.
Zusétzlich destabilisiert Angiopoietin-2 das Endothel, wodurch es anfilliger fiir Entziindungen
wird [8]. Auch neurale Fehlfunktionen spielen bei RP eine Rolle: Es kommt zu einer verstérkten
Vasokonstriktion, die via NA insbesondere iliber a2-Adrenorezeptoren vermittelt wird [2].

Intravaskuldre Faktoren wie eine erhohte Thrombozytenaktivierung und -Aggregation, eine
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verminderte Fibrinolyse, oxidativer Stress sowie eine gesteigerte Blutviskositit tragen

zusitzlich zu einer Gefdlverengung bei und begiinstigen so Raynaud-Attacken [8] .

Die Behandlung des Raynaud-Phédnomens stellt aufgrund der komplexen und bislang nicht
vollstdndig verstandenen Pathophysiologie eine Herausforderung dar. Neben der Therapie einer
moglichen Grunderkrankung stehen zundchst nicht-pharmakologische MafBnahmen im
Vordergrund: Lebensstilinderungen wie das Vermeiden von Kélte und Stress, das Tragen
warmer Kleidung oder der Verzicht auf Nikotin konnen vasospastische Anfille reduzieren.
Genligen diese Ansdtze nicht, kommt eine pharmakologische Behandlung infrage.
Calciumkanalblocker — insbesondere die dihydropyridinbasierten Substanzen wie Nifedipin —,
stellen das Mittel der ersten Wahl da. Auch al-Adrenorezeptor-Antagonisten wie Buflomedil
konnen durch Hemmung der Wirkung von Noradrenalin unterstiitzend wirken. Uber die
Reduktion der Vasokonstriktion durch Angiotensin II kam es zudem in Studien zur Reduktion
von Schweregrad und Frequenz des RP unter dem Angiotensin-II-Rezeptor-Blocker Losartan.
Phosphodiesterase-5 Hemmer wirken iiber den Abbau von ¢cGMP durch PDE-5. Selektive
Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRIs) zeigen durch Hemmung der Serotonin-
vermittelten GefiaBBkontraktilitit sowie einer Thrombozytenaggregationshemmung positive
Effekte [2]. Zusitzlich stellt die parenterale Gabe von Prostaglandinanaloga, welche eine
Vasodilatation hervorrufen und die Thrombozytenfunktion hemmen, eine weitere
Behandlungsoption fiir das sekundidre Raynaud-Phidnomen dar. In schweren Fillen,
insbesondere bei akralen Nekrosen im Rahmen sekundérer Formen, kommen eine lokalisierte

digitale Sympathektomie oder Botulinumtoxin-Injektionen in Betracht [2].

Angesichts der beschriebenen Pathomechanismen sowie der teilweise etablierten
Therapieoptionen erscheint es sinnvoll, mogliche Behandlungsansitze mittels CO»-
Anwendung zu erwigen. Es wird angenommen, dass CO: die kutane Durchblutung iiber
mehrere Mechanismen verbessern kann. Einerseits kann CO» eine Vasodilatation zu induzieren,

vermutlich durch eine gesteigerte NO-Synthese:

In einer randomisierten Doppelblind-Studie mit zehn Patienten im Stadium II der peripheren
arteriellen Verschlusskrankheit fithrten Savin et al. eine 20-miniitige lokale Exposition der Haut
mit CO:z-reichem Thermalgas im Vergleich zu wasserdampfgesittigter Luft bei gleicher
Temperatur durch. Es zeigte sich fiir die CO>-Anwendung ein signifikanter Anstieg des
femoralen Blutflusses, des Tibiadrucks und der transkutanen O:-Spannung im Full — ohne

Anderungen der systemischen Himodynamik. Wasserdampf hingegen hatte keine Wirkung.
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Erstmals konnte so gezeigt werden, dass perkutanes CO: bei Patienten mit arterieller Pathologie

gezielt lokale vasomotorische Effekte auslost [93].

Ogoh. et al. erfassten fiir gesunde Probanden vor und nach einem Unterschenkelbad in 38 °C
COz-reichem bzw. normalem Wasser den Hautblutfluss und die flussvermittelte Dilatation
(FMD). Das CO2-Bad steigerte den Hautblutfluss und die FMD deutlich und die Zunahme des
Blutflusses korrelierte positiv mit der FMD. Fiir die gleiche Durchblutungssteigerung hitte man
normales Wasser erst auf etwa 43 °C erhitzen miissen. Es konnte damit gezeigt werden, dass
CO:z-reiches Wasser die endothelabhingige GefdBerweiterung bei geringerem Hitzestress

verbessert [94].

Die vasodilatative Effekt des CO»-Bades wurde spiter durch Wollina et al. [95], Abdulhamza
et al. [96] sowie Hartmann et al. (67) bei Probanden mit diabetischem FuBBsyndrom bestatigt.

Untersuchungen an der oberen Extremitét stammen bereits aus dem Jahr 1958, als Diji et al. bei
einer mit Kohlendioxid geséttigten Handimmersion eine Erh6hung der Warmetransferrate an
das Wasser nachweisen konnten. In einem Mausmodell fiihrte eine tigliche, zehnminiitige
Behandlung mit CO:-angereichertem Wasser zu einem signifikanten Anstieg der Durchblutung
bei Tieren mit einseitiger Ischdmie der Hinterldufe. Dieser Effekt lieB sich durch eine
Hemmung der NO-Synthese autheben, was auf einen direkten Zusammenhang zwischen CO:

und NO hinweist [97].

Neben dem NO-vermittelten Mechanismus ldsst sich vermuten, dass die Gewebeoxygenierung
auch unmittelbar positiv beeinflusst wird. Hierbei konnte der Bohr-Effekt eine zentrale Rolle
spielen:  Durch  eine  Rechtsverschiebung der  Sauerstoffsdttigungskurve  bei

Konformationsdnderung des Himoglobins wird die Sauerstoffabgabe erleichtert.

Der Zusammenhang zwischen Bohr-Effekt und CO2-Immersion wurde von Sakai et al. erstmals
2011 in vivo untersucht: In der durchgefiihrten Studie wurde ein neu entwickeltes transkutanes
CO:-System (Hydrogel) eingesetzt, um am Menschen in vivo den Bohr-Effekt zu priifen. In
vitro zeigte das Hydrogel eine gesteigerte CO.-Permeation durch Rattenhaut. Bei gesunden
Probanden fiihrte die 10-miniitige CO2-Applikation zu einem signifikanten intramuskuldren
pH-Abfall und, gemessen mit NIS, zu einem raschen Abfall der Oxy-Hémoglobin-

Konzentration und Anstieg der Desoxy-Hdmoglobin-Konzentration. Damit liefern die
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Ergebnisse den ersten direkten Nachweis, dass transkutan verabreichtes CO- die O2-Freisetzung

aus Hdmoglobin (mittels Bohr-Effekt) im lebenden menschlichen Gewebe fordert.[62]

Auf dieser Grundlage untersuchten mehrere Studien und klinische Erhebungen die Wirkung
von CO2-Anwendungen beim Raynaud-Phédnomen. Tucker et al. (1998) priiften den Effekt einer
transkutanen CO:-Applikation mithilfe eines ,,Aktivgels bei Patienten mit schwerem
Raynaud-Syndrom. Verdnderungen von Mikrozirkulationsvolumen und -fluss wurden iiber
Infrarot-Photoplethysmographie und Laser-Doppler-Fluxmetrie erfasst. In beiden Gruppen —
sowohl bei den Raynaud-Patienten als auch in der Kontrollgruppe — kam es zu einem Anstieg

von Volumen und Fluss [98].

Schmidt et al. (2005) untersuchten hdmodynamische Verdnderungen bei primdrem und
sekunddrem RP mittels Laser-Doppler-Flow (LDF) und einem computergestiitzten
Chronothermometrie-Test (CT-Test). Hierbei wurde CO2-Gas auf zuvor befeuchtete Haut am
Unterarm appliziert. Wéahrend der CO.-Behandlung kam es zu einem signifikanten Anstieg des
digitalen Blutflusses und der Vasomotion, bei der Placebo-Anwendung konnte keine
Verdnderungen beobachtet wurden. Beide Gruppen reagierten wihrend der Behandlung &hnlich
auf Kiéltereize, allerdings zeigten Patienten mit CO.-Behandlung noch drei Monate spiter eine

deutlich verkiirzte Aufwérmzeit und eine erhdhte Aufwirmrate [25].

In weiterer Folge konzentrierten sich die Studien insbesondere auf Patienten mit sekundarem
Raynaud-Phdanomen im Kontext einer systemischen Sklerose. So konnten Miiller-Eschner et al.
2012 erstmals einen kurzfristig positiven Effekt von CO.-Immersionsbddern auf die akrale
Durchblutung bei SSc nachweisen, wobei ein 35 °C-supergesittigtes CO:-Handbad eingesetzt
und die Perfusion mittels Doppler-Ultraschall (Gefdwiderstand und arterieller Blutfluss)

bestimmt wurde [99].

2019 verglichen Lange et al. die Wirkung einer einmaligen CO>-Handimmersion mit einer
einmaligen HeiBwasserimmersion bei SSc-Patienten hinsichtlich der akralen Perfusion. Auch
hier kam ein Doppler-Ultraschall zum Einsatz. Nach der COz-Immersion verbesserte sich die
Durchblutung signifikant, wihrend bei der HeiBwasserimmersion keine relevanten

Verdnderungen beobachtet wurden [23].

Aufgrund dieser Erkenntnisse werden bereits verschiedene moderne Applikationsformen in der

Praxis eingesetzt, darunter transkutane Gasapplikation (lokale Exposition gegeniiber CO.-
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angereicherter Luft), CO.-Handbédder (Immersion in COz-supersaturiertem Wasser) oder auch

perkutane Injektionen (subkutane CO:-Insufflation).

Das Ziel dieser Untersuchung war die Erfassung relativer Verdnderungen des Blutflusses sowie
der Gewebesauerstoffsittigung im behandelten Hautareal mittels Weillichtspektrometrie und
Laser-Doppler-Spektroskopie. Besonderes Augenmerk lag dabei auf der Bestimmung der
Gewebetiefe, in der Effekte exogen zugefithrten Kohlenstoffdioxids auf lokale

hdmodynamische Parameter nachweisbar sind.

Voruntersuchungen erfolgten mithilfe einer nahinfrarotbasierten Multispektralkamera (Kent
Imaging, Calgary), mit welcher unter anderem der Einfluss unterschiedlicher
Wassertemperaturen auf das Versuchssystem iiberpriift wurde. In Anlehnung an eine
vorangegangene interne Studie, bei der hohere Wassertemperaturen keine signifikanten
Ergebnisse lieferten, entschieden wir uns fiir eine Temperatur von 22 °C. Diese Wahl basiert
auBerdem auf der Erkenntnis, dass sich Kohlenstoffdioxid bei niedrigeren Temperaturen besser
in Wasser 16st und somit zu stabileren Losungen sowie einer verbesserten Reproduzierbarkeit
der Messwerte beitrdgt [77]. Parallel dazu wurden mithilfe der Multispektralkamera geeignete
Messpunkte fiir das im weiteren Studienverlauf verwendete O.C-Gerit identifiziert. Aus diesen
Voruntersuchungen gingen vier reprisentative Messpunkte hervor, mit der man die

Heterogenitét der untersuchten Gewebeareale abzubilden versuchte.

Zur Messung der relevanten Parameter im Rahmen der Studie wurde das O.C-System (Lea
GmbH, GieBen) eingesetzt, welches die Messverfahren von WeiBllichtspektrometrie und Laser-
Doppler-Spektroskopie kombiniert. Erfasst wurden die Sauerstoffsattigung des Himoglobins,
die relative Hamoglobinmenge, der Blutfluss sowie die Blutflussgeschwindigkeit in zwei
unterschiedlichen Gewebetiefen (1-2 mm und 6—8 mm). Die Messungen erfolgten punktuell an
der dorsalen und palmaren Handfldche sowie an den Endgliedern des Mittel- und Ringfingers.
Die Datenerhebung fand vor (T1=0 min) und unmittelbar nach (T2=15 min) einer 15-miniitigen
Exposition in einem CO:-gesittigten Handbad sowie in einem Leitungswasser-Handbad statt.
Zusitzlich wurden Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Exposition (20, 30, 60,
90, 120 und 150 Minuten) durchgefiihrt. Zur statistischen Analyse kam eine multifaktorielle
Varianzanalyse zum Einsatz. Zur Statistischen Analyse des Zeitverlaufes kamen gepaarte t-

Tests zum Einsatz.
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Es existieren Evaluationsuntersuchungen zur Verwendung des O2C zur Detektion der
beschriebenen Parameter [100], [101], [102] sowie deren Reproduzierbarkeit [103]. Beziiglich
der Reproduzierbarkeit der Daten in unserer Studie wiesen alle vor der Durchfiihrung der
Handbéder erhobenen Parameter gemittelt {iber die vier Messpunkte keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Wasserarten auf.

In den oberflachlichen Messungen in 1-2 mm Gewebetiefe zeigte sich nach dem CO:-Bad eine
signifikante Zunahme der Sauerstoffséttigung gemittelt iiber alle Messpunkte. Da die
Sauerstoffsittigung des Hadmoglobins den kapilldr-vendsen O»-Gehalt des Hamoglobins
widerspiegelt, kann die Zunahme dieses Parameters unterschiedlich begriindet werden. Zum
einen kann sie auf ein gesteigertes Sauerstoffangebot durch erhéhten Zufluss oder optimierte
Sauerstoffabgabe zuriickzufiihren sein. Im Hinblick auf die Versuchsbedingungen scheint dies
am wahrscheinlichsten. Einerseits besteht ein verbessertes Sauerstoffangebot durch den Bohr-
Effekt: Die Dissoziation von Kohlensdure in Bicarbonat-lonen und Protonen fiihrt zu einer
kiinstlichen Absenkung des pH-Wertes. Es kommt zur Konformationsinderung des
Hamoglobins, wodurch die Freisetzung von O: in das Gewebe erleichtert wird [74]. Ein
zusitzlich positiver Effekt konnte durch eine NO-vermittelte Vasodilatation begriindet sein:
Die in die Endothelzellen eindringenden Bicarbonat-lonen phosphorylieren die endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase =~ (eNOS).  Die  phosphorylierte =~ eNOS  produziert
Stickstoffmonoxid, welches folgend in die benachbarte glatte Muskelzelle diffundiert, an die
16sliche Guanylylcyclase (sGC) bindet und die Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP)
in zyklisches Guanosinmonophosphat induziert. Der erhohte cGMP-Spiegel aktiviert
spezifische Proteinkinasen, die zu einer Absenkung der intrazelluldren Kalziumkonzentration

fiihren und damit eine Relaxation der glatten Muskulatur auslosen [73].

Im Gegensatz zum COz-Bad wurde nach dem Kontroll-Bad eine signifikante Abnahme der
oberflichlichen Sauerstoffséttigung verzeichnet. Der beobachtete negative Effekt konnte auf

die kithle Wassertemperatur zuriickzufiihren sein.

Es ist beschrieben, dass besonders akrale Hautareale, wie in unserer Studie untersucht,
besonders stark von einer kéltebedingten Vasokonstriktion betroffen sind [9], [50]. Lokale
Abkiihlung bewirkt eine Vasokonstriktion iiber mehrere Mechanismen: Eine anfidngliche
Vasokonstriktion wird hierbei in erster Linie durch NA iiber den a2-adrenergen Rezeptor
vermittelt [48]. Dabei verringert die lokale Kiihlung die NA-Freisetzung durch die
sympathischen Nerven, erhoht aber die Empfindlichkeit der a2C-adrenergen Rezeptoren in der

glatten GefaBmuskulatur [9]. Bei fortgesetzter lokaler Kiihlung verringert wird die Aktivitdt der
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endothelialen NO-Synthase verringert, wodurch die NO-vermittelte vasodilatatorische
Reaktion reduziert wird, die andernfalls die Vasokonstriktion begrenzen wiirde [9], [49].
Dariiber hinaus fiihrt die lokale Abkiihlung zu einem Anstieg der reaktiven Sauerstoffspezies
in den Mitochondrien, was iiber Rho-Kinase (ROCK)-Signalmechanismen zu einer Zunahme
der Vasokonstriktion fiihrt [9]. In Zusammenschau konnte die Abnahme der SO so durch einen

reduzierten Blutzufluss mit einhergehendem reduzierten O2-Angebot erkldrt werden.

An dieser Stelle ist zu erwdhnen dass, vermutlich bei tieferen Temperaturen, ein
antagonistischer Effekt namens kélteinduzierte Vasodilatation (CIVD) oder ,Jagdreflex*
beobachtet werden konnte [51]. Die CIVD dufBert sich in zyklischen, kurzzeitigen Anstiegen
von Hautdurchblutung und Temperatur, die auf einen initialen Abfall wihrend der
Kilteexposition folgen. Vermutlich basiert dieses Phinomen auf dem wiederholten Offnen und

SchlieBen von der AVAs [9], [52]. Hierauf gibt es bei unseren Untersuchungen keinen Hinweis.

In Zusammenschau kompensiert der positive Effekt der CO2-Exposition offenbar die negativen

Einfliisse des mit 22 °C kiihl gewéhlten Wasserbades.

Fiir die Messungen der Sauerstoffsittigung in einer Gewebetiefe von 6—8 mm ergaben sich
keine signifikanten Verdnderungen - weder nach CO;- als auch nach C#/-Bad. Dies konnte

darauf hindeuten, dass das CO: nicht bis in diese tiefere Gewebeschicht diffundieren kann.

Beziiglich der relativen Hidmoglobinmenge konnten in den oberfldchlichen Messungen durch
die CO2-Behandlung keine signifikanten Verdnderungen festgestellt werden. Im Gegensatz
dazu zeigte die Kontrollbehandlung mit 22 °C Leitungswasser eine signifikante Abnahme der
relativen  Hdmoglobinmenge. Die relativen  H&moglobinmenge entspricht der
Hiamoglobinmenge im Messvolumen und ist — begriindet durch die Messmethodik — ein Maf3
fiir den Fiillungszustand des Gefidles, insbesondere fiir die fiir die vendse Blutfiillung [90]. Es
liegt nahe, dass der vasodilatative Effekt des CO.s — vermutlich vermittelt durch eine
gesteigerte NO-Produktion — teilweise durch eine temperaturbedingte Vasokonstriktion

kompensiert wird, wihrend das Kontrollbad einen klaren vasokonstriktiven Effekt hervorruft.
In den tieferen Gewebeschichten von 6-8 mm ergaben sich erneut keine signifikanten

Veranderungen. Erneut konnte dies darauf hindeuten, dass das CO: nicht bis in diese tiefere

Gewebeschicht diffundieren kann.
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Der oberflachliche Blutfluss nahm iiber alle Messpunkte gemittelt signifikant ab — sowohl nach
der CO:-Behandlung als auch nach dem Kontrollbad — was vermutlich primér auf eine

temperaturbedingte Vasokonstriktion zuriickzufiihren ist.

Wihrend die Abnahme Blutflusses in 6-8 mm Tiefe nach der Kontrollbehandlung nicht stark
genug war, um das Signifikanzniveau zu erreichen, zeigte sich bei der CO.-Behandlung eine
relevante signifikante Abnahme. Daraus lésst sich schlieen, dass die Temperatureffekte auch

in den GefdBBen der tieferen Gewebsschichten eine Rolle spielen kdnnten.

Die Blutflussgeschwindigkeit zeigte dhnliche Ergebnisse wie der Blutfluss, was aufgrund der
Herleitung dieser Messgrof3e nachvollziehbar ist. Sowohl nach der CO:-Behandlung als auch
nach dem Kontrollbad kam es iiber alle Messpunkte hinweg zu einer signifikanten Abnahme
der Blutflussgeschwindigkeit. Interessanterweise war dieser Riickgang nicht nur in den
oberflichlichen Messungen, sondern auch in den tieferen Gewebeschichten signifikant —
sowohl nach der Kontrollbehandlung als auch nach der CO.-Behandlung. Dies deutet erneut
darauf hin, dass der kiihlende Effekt des Bades — am iiber eine kiltebedingte Vasokonstriktion

- auch in tieferen Gewebeschichten messbar ist.

In unserer Untersuchung betrachteten wir nicht nur die unmittelbaren Auswirkungen der
Wasserarten, sondern analysierten auch deren Effekte iiber einen lingeren Zeitraum, in dem
wir Messungen 20, 30, 90, 120 und 150 Minuten nach Beginn des Handbades durchfiihrten.
Dabei zeigten sich interessante Ergebnisse: Die Sauerstoffsittigung des Himoglobins blieb bis
zu zwei Stunden nach der Immersion in das CO:-Bad signifikant erh6ht im Vergleich zu der
Kontrollbehandlung. Kiinftige Untersuchungen sollten sich darauf konzentrieren, zu
untersuchen, wie lange die SO2 nach CO2 Anwendung signifikant erhdht bleibt — unsere
Untersuchungen endeten nach 150 Minuten. Im Gegensatz dazu sank der Blutfluss unmittelbar
nach Beendigung des CO:-Bades. Der initiale Anstieg des Flows mit nachgeschaltetem raschem
Abfall konnte einerseits auf einen verzogerten FEintritt der temperaturbedingten
Vasokonstriktion hindeuten. Anderseits konnte die durch den Bohr Effekt optimierte
Sauerstoffabgabe in zweiter Instanz zur Adaption des Zuflusses durch eine sekundire

Vasokonstriktion fithren.

Passende Ergebnisse wurden von Sommer et al. 2002 présentiert: Hierbei wurden die mittels
02C detektieren Parameter SO, sowie Blutfluss mit dem durch subkutane pO»-Elektrode

gemessenen Sauerstoffpartialdrucks (PsqO2) wihrend Ganzkdrpererwdrmung und normobarer
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Hyperoxie an freiwilligen Probanden verglichen: Es zeigte sich eine signifikante Korrelation
fiir die Verdnderungen von SO», Flow und PsqO> wihrend der Ganzkoérpererwiarmung. Keine
Korrelation wurde zwischen SO> und PsqO2 wiéhrend der Verabreichung von 100 % Sauerstoff
festgestellt. Allerdings konnte zusétzlich gefunden werden: Wéhrend PsqO2 wéhrend der
normobaren Hyperoxie anstieg, blieb SO, unverindert und BF nahm ab [104]. Interpretationen
dieser Arbeit stiitzten sich in erster Linie auf die Diskrepanz von PsqO> und SO, unter
normobarer Hyperoxie; einen Ansatz zur Begriindung des Riickgangs im Blutfluss wurde nicht
préasentiert. Der Grund fiir die beschriebene Diskrepanz konne darin liegen, dass die kapillar-
vendse Sauerstoffsittigung, die durch SO, widergespiegelt wird, nicht messbar erhoht ist, da
die gesamte Sauerstoffzufuhr zum Gewebe wihrend normobarer Hyperoxie nicht erhoht ist (BF
nimmt ab und die Menge an physikalisch gelostem Sauerstoff ist gering), wihrend PsqO- erhdht

ist, da es durch unverhéltnisméBig hohen arteriellen pO2 verzerrt wird.

Insgesamt deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass CO: insbesondere in
oberflichlichen Gewebeschichten eine Verbesserung der Sauerstoffversorgung bewirkt,
wihrend tiefere Gewebebereiche nicht signifikant beeinflusst werden. Dies ldsst sich am
wahrscheinlichsten durch eine gesteigerte NO-Produktion sowie den Bohr-Effekt erkldren.
Besonders im Kontext des Raynaud-Phidnomens konnten CO:-Bdder eine potenzielle
therapeutische Relevanz besitzen, da die Pathophysiologie dieser Erkrankung primér die in der
Haut in der Dermis lokalisierten Arteriolen betrifft, welche durch das CO; erreicht werden
konnten. Der fehlende Effekt in tieferen Gewebsschichten konnte auf ein unzureichendes
Diffusionspotential von CO» in diese Gewebsschichten bzw. auf eine zu niedrig gewéhlte

Wassertemperatur hinweisen.

In der Riickschau unserer Untersuchungen wurden die Interpretationen unserer Ergebnisse
durch die Wahl der Wassertemperatur deutlich erschwert. In den Voruntersuchungen zu dieser
Arbeit nutzten wir zur Auswahl der Wassertemperatur die multispektrale Kamera von Kent
Imaging Inc. Abb. 17 zeigt eine exemplarische Aufnahme der Multispektralkamera, wie sie uns

zur Einschétzung der Temperaturwahl diente.

76



Abbildung 17. Multispektralaufnahmen der linken Hand pri (oben) und post (unten) dem 15-miniitigen
Eintauchen in das 22 °C temperierte Wasserbad

Wihrend sich im nicht-karbonisierten Wasserbad (A) kein Unterschied zwischen den beiden Messpunkten
detektieren lésst, so kommt es im CO: angereicherten Wasserbad (B) nach kiirzester Zeit zu einer Zunahme der
Gewebssauerstoffséttigung.

Zu sehen ist, dass wir vor Durchfilhrung der Studie eine deutliche Zunahme der
Sauerstoffsittigung unter 22°C abgebildeten. Die Kameraaufnahmen ermdglichten eine
flichenhafte, anschauliche und direkte Darstellung der jeweiligen Effekte, erfasste jedoch
primir die oberflichlichen Messwerte. Der Hersteller gibt hierfiir eine Eindringtiefe des
Nabhinfraroten Lichtes von 2-3 mm an [78]. Da sich die Untersuchungen in unserer Studie unter
Verwendung des O2C-Verfahrens dann folgend auf Tiefen von 1-2 mm sowie 6-8mm
konzentrierten, waren die Verdnderungen in den tieferen Gewebsschichten zundchst nicht
absehbar. Zukiinftige Voruntersuchungen zur optimalen Wahl der Wassertemperatur sollten
unter Hinzunahme des O:C-Geridtes wiederholt werden. Innerhalb dieser Methodik sollte die
Wassertemperatur so  gewdhlt werden, dass es in der Kontrollgruppe nach
Leitungswasseranwendung zu ausbleibender Verdnderung der Parameter kommt. So konnte

man den Effekt der Temperatur und die dadurch erschwerte Interpretation eliminieren.

Eine differenzierte Betrachtung der Ergebnisse in Abhéngigkeit von den gewihlten
Messpunkten ist essenziell. Die vielversprechendsten Effekte wurden an der HandauB3enfldche
beobachtet, weshalb sich unsere weiterfithrenden Analysen in Bezug auf den Zeitverlauf auf
diesen Messpunkt konzentrierten. Hier zeigte sich beziiglich der oberflachlichen SO, die mit
einer Mittelwertdifferenz von 34,62 deutlichste Zunahme nach CO;-Behandlung. Zudem zeigte

sich an diesem Messpunkt der oberflédchliche Blutfluss mit positiver Tendenz, auch wenn hier
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keine Signifikanz erreicht werden konnte. In den tiefen Messungen zeigten sich beziiglich
beider Parameter erneut eine tendenzielle Zunahme, welche das Signifikanzniveau verfehlten.
Auch diese Ergebnisse waren vor Durchfiihrung der Untersuchung mit der Multispektralkamera
nicht absehbar. Die Hinzunahme =zusétzlicher Messpunkte, die den Bereich der

Handinnenfldche reprisentieren, konnten zu aussagekréftigeren Gesamtergebnissen fiihren.

Ein moglicher Grund fiir die Unterschiede zwischen den Messpunkten konnte die verschiedene
Beschaffenheit der Felder- und Leistenhaut sein. CO: konnte an den Messpunkten
Handinnenfldche, Ringfinger und Mittelfinger aufgrund der dickeren Hornschicht schlechter
diffundieren, gleichzeitig beeinflusst die dadurch verldngerte Diffusionsstrecke bis zu den
ersten Hautgefden im Stratum papillare maligeblich den Effekt des CO2s im Rahmen des
Fick’schen Diffusionsgesetzes. Diese Aspekte sind besonders im Hinblick auf das Raynaud-
Phénomen relevant, da die betroffenen Akren zu einem gro3en Anteil von Leistenhaut bedeckt
sind. Dies konnte die Behandlung mit CO: einen Nachteil gegeniiber alternativen, nicht

transkutanen Therapieansitzen darstellen.

Weitere Schwachpunkte in der durch uns gewihlten Vorgangsweise miissen zugestanden
werden: Es sei angemerkt, dass, obwohl eine Kontrolle der Wassertemperatur vor Immersion
durchgefiihrt wurde, diese nicht kontinuierlich wéhrend des 15-miniitigen Bades kontrolliert
wurde, wie es beispielsweise in der Studie von Ogoh et al. [94] der Fall war [77]. Dies fiihrt
fortschreitend zu einem Temperaturausgleich mit der Raumtemperatur, welche nicht explizit
erhoben und fiir die Versuchstage angeglichen wurde. Auch konnte durch die
Temperaturdnderung wihrend der Durchfithrung des Bades direkt die Loslichkeit des CO»
beeinflusst worden sein. Ahnliches gilt fiir die Messungen zu den nachfolgenden Zeitpunkten,

da die Hénde der Probanden nicht temperaturgeregelt wurden.

Des Weiteren muss diskutiert werden, ob es sinnvoll ist, CO»- und C#/-Bad an unterschiedlichen
Tagen durchzufiihren. Betrachtet man die einzelnen Messpunkte separiert voneinander, so
liegen signifikant unterschiedliche Ausgangswerte vor Durchfiihrung der Bidder vor. Zu
vermuten ist, dass Faktoren wie Umgebungstemperatur, Hauttemperatur, Tageszeitpunkt als
auch emotionaler Zustand und Stoffwechsellage des jeweiligen Probanden an dem Tag eine
entscheidende Rolle gespielt haben konnen. Hier sollte man erwégen, den Vergleich der Béder

an der linken sowie rechten Hand parallel durchzufiihren.
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Auch das O2C-Gerits selbst, als System zu Erfassung himodynamischer Parameter in der
Mikrozirkulation, unterliegt Einfliissen, die die Validitit und Reproduzierbarkeit der
Messergebnisse beeintrachtigen konnen: Besonders die Blutflussmessung erweist sich als
duBerst anfillig fiir Bewegungsartefakte. Eine absolut bewegungsfreie Applikation der Sonde
ist daher essenziell, um Artefakte zu minimieren. Zu den fiir das O2C beschriebenen haufigsten
Fehlerquellen zdhlen Bewegungen des Sondenschlauchs infolge unzureichender
Zugentlastung, Atembewegungen sowie kaum sichtbares Muskelzittern des Patienten. Diese
Bewegungsartefakte konnen die Signalqualitit erheblich beeintrachtigen und zu fehlerhaften
Blutflusswerten fiihren. Im Gegensatz dazu zeigen sich Messungen der Sauerstoffsattigung und
der relativen Hamoglobinkonzentration weitgehend unabhéngig von Bewegungen und gelten
als stabil, selbst unter erschwerten klinischen Bedingungen [88]. Dennoch sind auch diese
Parameter nicht vollstindig artefaktfrei: Ein wesentlicher Storfaktor stellt Fremdlicht dar.
Obwohl das Gerit eine Fremdlichtkorrektur durchfiihrt, konnen starke externe Lichtquellen die
Messergebnisse verfalschen. Besonders kritisch ist der Einfluss wechselnder Lichtverhiltnisse,
da diese die spektrale Qualitit des detektierten Hdmoglobinsignals mindern und somit zu
inkorrekten Werten fiir die Sauerstoffsittigung und Haimoglobinkonzentration fithren kdnnen.
Zudem ist bei allen Messungen der Mikrozirkulation die Druckempfindlichkeit der Gewebe-
Sensor-Schnittstelle zu beriicksichtigen. Eine zu starke Anpressung der Sonde kann nicht nur
das lokale Gewebe kompromittieren, sondern insbesondere an Extremititen den vendsen
Abfluss beeintrachtigen und so die Messergebnisse verfalschen [88]. In unserer Untersuchung
wurde die verwendete Flachsonde aufgrund der oft noch feuchten Hautbeschaffenheit nicht mit
Klebstoff oder Tape fixiert. Der Druck wurde subjektiv durch die die Studie durchfiihrende
Person gleich gewdhlt, was potenziell zu deutlichen Messfehlern fiihren kann. Insgesamt
verdeutlichen diese Aspekte die Notwendigkeit einer sorgfiltigen und standardisierten
Sondenapplikation sowie der Kontrolle umgebungsbedingter Einflussfaktoren, um valide und
reproduzierbare Daten zur Mikrozirkulation zu erhalten. Die zur Ermittlung Evaluation des
02C-Gerites durchgefiihrten Studien arbeiteten durchgehend mittels mechanischer Fixierung

der Sonde mittels Kleber bzw. Folierung [100], [101], [102], [103].

Insgesamt untermauern unsere Ergebnisse den oberflachlichen, moglicherweise langfristigen
Effekt von CO:-Béddern auf die Sauerstoffversorgung der Haut und liefern Ansatzpunkte fiir
weitere, optimierte Studien. Hierbei sollten Einschrinkungen beziiglich der Wahl von
Wassertemperatur, Messpunkten, sowie Messzeitpunkten beriicksichtigt werden und
Messfehler durch parallelisierte Kontrollen, kontinuierliche Temperaturiiberwachung und

standardisierte Sondenfixierung minimiert werden. Nichtsdestotrotz konnten CO:-Béder eine
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vielversprechende, kostengiinstige und nicht-invasive Therapieoption zur Behandlung des

Raynaud-Phdnomens darstellen.
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