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Abstrakt

Vaskulare Dysfunktion ist mit dem Altern und in der Pathogenese der Alzheimer-Krankheit
(AD) verflochten und tragt zu einem reduzierten zerebralen Blutfluss (CBF) und folglich zu
Hypoxie bei. Die hyperbare Sauerstofftherapie (HBOT) wird klinisch fiir eine Vielzahl von
Erkrankungen eingesetzt. In der aktuellen Studie haben wir 5XFAD-Mause, ein gut unter-
suchtes AD-Modell, das beeintrachtigte kognitive Fahigkeiten aufweist, HBOT ausgesetzt und
dann die therapeutischen Effekte mit Zwei-Photonen-Lebendtierbildgebung,
Verhaltensaufgaben und biochemischen und histologischen Analysen untersucht. HBOT
erhohte den arteriolaren luminalen Durchmesser und erhohte die CBF, was zu einer re-
duzierten Hypoxie beitrug. Dariiber hinaus reduzierte HBOT die Amyloidbelastung, indem es
das Volumen bereits bestehender Plaques reduzierte und die Bildung neuer Plaques
abschwachte. Dies war mit Veranderungen in der Verarbeitung von Amyloid-
Vorlauferproteinen, erhdhtem Abbau und Clearance von Af3-Protein und verbessertem
Verhalten von 5XFAD-Mausen verbunden. Daher stimmen unsere Ergebnisse mit den
Auswirkungen von HBOT tiberein, die teilweise durch eine anhaltende strukturelle
Veranderung der Blutgefafie vermittelt werden, die die Hirnhypoxie reduziert. Motiviert durch
diese Ergebnisse setzten wir altere Patienten mit signifikantem Gedachtnisverlust zu
Studienbeginn HBOT aus und beobachteten einen Anstieg der CBF und eine Verbesserung der
kognitiven Leistungsfahigkeit. Diese Studie zeigt die HBOT-Wirksamkeit bei hypoxiebedingten
neurologischen Erkrankungen, insbesondere bei AD und Alterung.

Schliisselworter: Alzheimer-Krankheit, hyperbare Sauerstofftherapie, vaskuldare Dysfunktion,
zerebrale Durchblutung, Amyloidbelastung

EINLEITUNG

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass vaskuldre Dysfunktion mit der Pathogenese der
Alzheimer-Krankheit (AD) und dem kognitiven Verfall wahrend des Alterns verflochten ist [1-
3]. Vaskuldre Risikofaktoren wie Fettleibigkeit, Diabetes, Arteriosklerose, Rauchen und
Bluthochdruck sind Hauptrisikofaktoren fiir AD [4]. Die zerebrale Amyloidangiopathie (CAA),
die Ablagerung von AB-Peptid in zerebralen Gefafiwanden, ist die haufigste vaskulare
Pathologie bei AD [5, 6]. Sowohl AD als auch CAA sind mit einem reduzierten zerebralen
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Blutfluss (CBF) assoziiert, der dem klinischen Beginn der Demenz vorausgeht [7-10] und mit
dem Grad der kognitiven Beeintrachtigung bei AD korreliert [1, 11]. Dementsprechend wurde
CBF als Marker fiir den Schweregrad der Erkrankung vorgeschlagen [12]. Zerebrale
Hypoperfusion [13-15] und die daraus resultierende zerebrale Hypoxie [16, 17] wurden auch
in Tiermodellen der AD nachgewiesen. Diese Hypoperfusion wurde auf mehrere Mechanismen
zurlickgefiihrt, darunter eine reduzierte Gefafddichte [18, 19], eine Verengung der zerebralen
Arteriolen [20, 21] und eine gestorte neurovaskuldare Kopplung [22, 23]. Die zerebrale
Hypoperfusion ist auch mit einem beschleunigten kognitiven Verfall [3, 24] und einem
erhohten Demenzrisiko in der Allgemeinbevolkerung verbunden [2]. Daher kdnnte die
Entwicklung von Behandlungen, die auf vaskuldre Dysfunktion sowie andere AD-Pathologien
abzielen, ein vielversprechender Weg zur Behandlung der Krankheit und zur Verbesserung
der kognitiven Leistungsfahigkeit in gesunden dlteren Bevolkerungsgruppen sein, die an kogni-
tivem Verfall leiden.

Die hyperbare Sauerstofftherapie (HBOT), die medizinische Verabreichung von 100%
Sauerstoff bei Umgebungsdruck grofier als eine absolute Atmosphére (ATA) [25], wird klinisch
fiir eine Vielzahl von Erkrankungen eingesetzt. Derzeit gibt es nur 13 von der FDA zugelassene
Indikationen fiir HBOT, darunter nicht heilende ischamische Wunden,
Poststrahlenverletzungen, Dekompressionskrankheit, Verbrennungsreparatur,
Kohlenmonoxidvergiftung und diabetische Geschwiire [26]. Dartiber hinaus gibt es eine wach-
sende Anzahl von Off-Label-Behandlungen [27] wie die Verwendung von HBOT, um
Neuroplastizitdt zu induzieren und neurokognitive Funktionen bei posttraumatischen
Hirnverletzungen (TBI) oder Post-Schlaganfall-Patienten zu verbessern [28, 29]. Weitere Klinis-
che Studien, die in diesen Tagen durchgefiihrt werden, und zusatzliche grundlegende wis-
senschaftliche Studien, die darauf abzielen, die Wirkmechanismen von HBOT zu verstehen,
werden hochstwahrscheinlich den Einsatz von HBOT auf andere Bereiche ausweiten.

Durch die Erh6hung des Gehalts an gelostem Sauerstoff im Blut kann HBOT Gewebe mit mini-
maler Durchblutung erhalten [25, 30]. Evidenz aus klinischen Studien zeigte, dass HBOT die
Wiederherstellung kognitiver Funktionen bei Post-SHT-Patienten induziert [31, 32], indem es
zerebrale Angiogenese induziert, den zerebralen Blutfluss und das zerebrale Blutvolumen
erhoht und zerebrale weifse und graue Mikrostrukturen verbessert [33]. Eine Erh6hung der
CBF und die Wiederherstellung kdrperlicher Fahigkeiten und kognitiver Funktionen wurden
auch bei Schlaganfallpatienten gezeigt [34, 35]. Unsere Fahigkeit, die zugrunde liegenden
Mechanismen dieser HBOT-vermittelten Effekte bei Patienten zu untersuchen, ist jedoch sehr
begrenzt. Gleichzeitig bieten Tiermodelle grofde Vorteile, um unser Verstdndnis der zellularen

und molekularen Mechanismen zu verbessern, die zu einer erhohten CBF fiihren.

Kiirzlich wurde gezeigt, dass HBOT die kognitive Leistungsfahigkeit in Tiermodellen der
Alzheimer-Krankheit verbesserte [17, 36] und den metabolischen Status und die kognitiven
Scores von AD- und amnestischen Patienten mit leichter kognitiver Beeintrachtigung
verbesserte [37-39]. Es ist jedoch nicht bekannt, ob HBOT die zerebrovaskuldre Dysfunktion
bei AD mildert. Daher untersuchten wir die Auswirkungen von HBOT auf CBF und kognitiven
Riickgang im 5XFAD-Mausmodell von AD, das eine aggressive Akkumulation von
Amyloidbelastung [40], zerebrovaskuldren Anomalien [15, 41, 42] und kognitiven
Beeintrachtigungen [40] aufweist, sowie bei dlteren Personen mit signifikantem
Gedachtnisverlust. Wir berichten, dass HBOT die CBF und die kognitive Funktion sowohl bei
AD-Madusen als auch bei dlteren Patienten mit signifikantem Gedachtnisverlust verbessert.
HBOT erhdhte CBF und reduzierte zerebrale Hypoxie durch Erh6hung des



Blutgefafddurchmessers. Dartiber hinaus zeigen wir durch die Verfolgung einzelner Plaques in
vivo iiber Wochen zum ersten Mal, dass HBOT das Volumen bereits bestehender Plaques und
das Auftreten neu gebildeter Plaques reduziert.

BEFUND

HBOT reduziert die Amyloidbelastung von 5XFAD-Mausen, indem es die Anzahl neu

gebildeter Plaques reduziert und das Volumen bestehender Plaques verringert

Wir fragten zunachst, ob die Erh6hung der Sauerstoffzufuhr zum Gehirn durch die
Verabreichung von HBOT die Amyloidbelastung reduziert. Zu diesem Zweck verwendeten wir
eine speziell angefertigte HBO-Kammer, um 6 Monate alte 5XFAD- und Wildtyp-Mause (wt) bei
2 ATA fur 60 Minuten pro Tag, 5 Tage die Woche fiir 4 Wochen (dh 20 Behandlungen) HBOT
auszusetzen. Um die Wirkung von HBOT auf die Amyloidbelastung in den behandelten 5XFAD-
Mausen zu beurteilen, wurden die Gehirne mit Anti-AB-Pan-Antik6rpern (4G8, gerichtet gegen
Epitop 17-24; Abbildung 1). Wir fanden eine signifikante Reduktion der Amyloidbelastung im
Hippocampus von HBO-behandelten 5XFAD-Mausen, was sich in dem reduzierten Prozentsatz
des Hippocampus-Bereichs mit 4G8-Immunreaktivitit manifestiert (-54,32%, P=0,0353;
Abbildung 1A, 1B), verringerte die Anzahl der Plaques (-31,58%, P=0,0217; Abbildung 1C) und
kleinere Plaquegréfie (-18,94%, P = 0,0125 durch Welch-Korrektur; Abbildung 1D), relativ zur
Kontrolle von 5XFAD-Mausen, die normobaren Bedingungen ausgesetzt waren.
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Abbildung 1

HBOT reduziert Amyloid-Plaques im Hippocampus-Bereich von 6 Monate alten 5XFAD-Mausen.
Amyloid-Plaques wurden durch Immunfarbung mit Anti-AB-Antikérpern (4G8) sichtbar gemacht. (A)
Reprasentative Bilder von Af im Hippocampus-Feld von HBO-behandelten 5XFAD (n=10, unteres Bild) und
Kontroll-5XFAD-Mausen (n=10, oberes Bild); linkes und mittleres Feld, 4-fache Vergrof3erung,
Maf3stabsleiste: 1000 um; Rechtes Bild, 20-fache Vergrofierung, Mafdstabsleiste: 200 um. (B) Quantifizierung
des Prozentsatzes der Hippocampusflache, die von Plaques eingenommen wird. (C) Anzahl der Plaques. (D)
Mittlere Grof3e der Plaques. (E, F) Losliches AP wurde zunédchst aus Hippocampi mit TBS durch
Ultrazentrifugation extrahiert und dann wurde unlésliches A mit 70% Ameisenséure (FA) nach
Ultrazentrifugation extrahiert. ELISA-Analyse von ldslichen (E) und unléslichen (F) AB40 und AB42 in
Hippocampus-Lysaten von HBO-behandelten 5XFAD- und Kontroll-5XFAD-Mausen (n = 5/Gruppe). (B, C, F) -
t-Test, (D, F)- Welch-Korrektur-t-Test. Werte stellen Mittelwerte + REM dar. *P < 0,05, ** P < 0,01.

Anschliefend analysierten wir die Gehalte an l6slichen (TBS-Fraktion) und unldslichen
(Ameisensaurefraktion) Konzentrationen von Af42 und AB40 im Hippocampus mittels ELISA (
Abbildung 1E, 1F). Nach 1 Monat HBOT wurden die Spiegel von unldslichem AfB42 um ~56%
reduziert (FA-Fraktion, P = 0,0292 durch Welch-Korrektur; Abbildung 1F), wahrend die AB40-
Werte um ~45% reduziert wurden (FA-Anteil, P = 0,0356; Abbildung 1F) bei HBO-behandelten
S5XFAD-Mausen im Vergleich zu 5XFAD-Kontrollmausen. Im Gegensatz dazu waren die 16slichen
AB42- und AB40-Spiegel unverdandert (TBS-Fraktion; Abbildung 1E). Zusammengenommen
zeigen diese Daten, dass HBOT die Amyloidbelastung in der Hippocampus-Formation von
5XFAD-Mausen reduzierte.



Um die Dynamik der Plaquebildung und des Plaquewachstums in vivo zu untersuchen, unter-
suchten wir Verdanderungen in Amyloid-Plaques vor und nach HBOT derselben Mduse, indem
wir longitudinale In-vivo-Zwei-Photonen-Bildgebung durch Einfiihrung eines Schadelfensters
iiber dem Barrel-Kortex durchfiihrten [43]. Wir farbten dann Amyloid-Plaques in vivo mit
Methoxy-X04 und bildeten die gleichen AB-Plaques vor und nach einem Monat Exposition
gegeniiber HBOT oder Kontrollbedingungen ab. Zunachst untersuchten wir, ob HBOT das
Volumen bereits bestehender Plaques beeinflusste, indem wir das Volumen einzelner Plaques
vor und nach jeder Behandlung bei denselben Tieren verfolgten (Abbildung 2A, 2B).
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Abbildung 2

HBOT reduziert die Population neu gebildeter Plaques und reduziert das Volumen bereits beste-
hender Plaques. Amyloid-Plaques wurden in vivo mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie-Bildgebung bei
lebenden Tieren durch Injektion von Methoxy-X04 24 h vor jeder Bildgebungssitzung visualisiert. (A)
Reprasentative Bilder von Plaques im somatosensorischen Kortex von HBO-behandelten 5XFAD (n=4, rechtes
Bild) und Kontroll-5XFAD-Mdausen (n=3, linkes Bild) vor (oberes Bild) und nach 1 Monat Behandlung (un-
teres Bild); Rote Kreise zeigen die Verdnderung bestimmter Plaques an, Maf3stabsbalken: 50 pm. (B) Analyse
des Volumens der bereits bestehenden Plaques vor und nach jeder Behandlung desselben Tieres, kategorisiert
nach der urspriinglichen Plaquegréfie. (C, D) Verteilung der Plaquepopulationen nach Volumen in 5XFAD (C;
vorher: N=1619, nachher: N=3180) und HBO-behandelten 5XFAD-Mdausen (D; vorher: N=3425, nachher:
N=3524). Es wurden Zwei-Wege-ANOVA mit wiederholten Messungen und post-hoc Fisher LSD-Tests
durchgefiihrt. Werte stellen Mittelwerte + REM dar. *P < 0,05, *** P < 0,001, **** P < 0,0001.

Wir klassifizierten bereits bestehende Plaques in Subpopulationen nach ihrem
Ausgangsvolumen (Abbildung 2B) und bewertete die Wirkung von HBOT auf diese Gruppen.
Wir fanden heraus, dass ohne Behandlung kleine bereits bestehende Plaques mit einem
Volumen von 2-800 pm? zeigten einen gréfReren Volumenzuwachs (2,83-fach) als grofRere
bereits bestehende Plaques. GrofRere Plaketten mit Volumina von 801-2000 pm?3 (mittelgrofe
Plaques) zeigten nur einen 1,17-fachen Anstieg und Plaques mit der Grofle >2001 pm?3 (grofe
Plaques) zeigten keine Volumenzunahme (Abbildung 2B). Dies steht im Einklang mit fritheren



Studien, die zeigten, dass kleinere Plaques im Vergleich zu grof3eren Plaques in AD-Modellen
eine hohere Rate an erhohtem Volumen aufweisen [44, 45]. Auffallend ist, dass HBOT die sig-
nifikante Zunahme des Volumens der kleinen bereits bestehenden Plaques stoppte (P =
0,3387; Abbildung 2B, linkes Feld) und erleichterte die Verringerung des Volumens mittlerer
(P<0,0001; Abbildung 2B, mittleres Bild) und grofde Plaketten (P < 0,0000001, Abbildung 2B,
rechtes Bild). Es sollte beachtet werden, dass das anfangliche gemittelte Volumen der bereits
bestehenden Plaques zwischen den Behandlungsgruppen in allen Volumenbereichen dhnlich
war (Abbildung 2B), hatte HBOT jedoch unterschiedliche Auswirkungen auf das Wachstum
kleinerer Plaques und den Abbau grofierer Plaques. Die Mittelung aller Plaquegrofien ergab,
dass bei 5XFAD-Kontrollmausen die vorhandenen Plaques liber einen Monat durchschnittlich
um 12,3% zunahmen (P = 1,0), wahrend die vorhandenen Plaques bei HBO-behandelten
0499XFAD-Mausen im Durchschnitt um 5,40% abnahmen (P < 05,0, Zwei-Wege-ANOVA mit
wiederholten Messungen) (Daten nicht gezeigt).

Als nachstes analysierten wir die Gesamtzahl der Plaques, um mehr liber bereits bestehende
und neuartige Plaques zu erfahren, und fanden heraus, dass sich bei 5XFAD-Mdausen die
Anzahl der Plaques im Laufe eines Monats fast verdoppelte (1,96-fache Verdnderung), was da-
rauf hindeutet, dass eine hohe und schnelle Synthese neu gebildeter Plaques stattgefunden
hatte (Abbildung 2C). Bei HBO-behandelten 5XFAD-Mausen war die Anzahl der Plaques jedoch
im gleichen Zeitraum unverandert (1,03-fache Veranderung; Abbildung 2D). Die Beurteilung
der Verteilung der Plaquevolumina ergab, dass es zwar einen dramatischen Anstieg dieser
Plaque-Population mit Volumina von 2-400 pm gab.3 bei Kontrollmdusen mit 5XFAD im Laufe
eines Monats, bei HBO-behandelten 5XFAD-Mdusen dnderte sich die Verteilung der
Plaquevolumina wahrend eines Behandlungsmonats nicht (Abbildung 2C, 2D).

Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass HBOT sowohl das Auftreten
neu gebildeter Plaques abschwacht als auch eine Verringerung des Volumens bereits beste-
hender Plaques verursacht.

HBOT reduziert die abnormale Verarbeitung von Amyloid-Vorlauferprotein und erhéht den

Abbau und die Clearance von A3

Um die molekularen Mechanismen zu verstehen, die zur beobachteten Verringerung der
Amyloidbelastung beitragen, untersuchten wir als nachstes Schliisselproteine, die an der
Verarbeitung von Amyloid-Vorlauferproteinen (APP) beteiligt sind, sowie den Abbau und die
Clearance von AfB. Zundchst wurden die Spiegel des (3-sekretase-gespaltenen C-terminalen
Fragments von APP (3-CTF oder C99) und des a-sekretase-gespaltenen C-terminalen
Fragments von APP (a-CTF oder C83) gemessen [46]. Die HBO-Behandlung reduzierte sig-
nifikant die C99-Spiegel bei 5XFAD-Mausen (-40,41%, P = 0,0060; Abbildung 3A, 3B) und in-
duzierte keine Verdnderung der Spiegel des C83-Fragments bei 5XFAD-Mausen (P = 0,7198;
Abbildung 3A, 3C), was darauf hindeutet, dass HBOT die [3-Sekretase (BACE1)-vermittelte
Spaltung von APP reduziert. Tatsachlich wurde festgestellt, dass die BACE1-Spiegel bei den
HBO-behandelten Mdusen reduziert waren (erganzende Abbildung 1C, 1D). Wie wir bereits mit
dem 3xTg-Mausmodell [17] gezeigt haben, waren die Spiegel der APP in voller Linge auch bei
der HBO-Behandlung von 5XFAD-Mausen unverandert (Erganzende Abbildung 1A, 1B),
wahrend die Spiegel der a-Sekretase ADAM10 durch HBOT reduziert wurden (Erganzende
Abbildung 1C-1E). Wahrend die Spiegel von Presenilin 1 (PSE), einer Komponente des y-

Sekretase-Komplexes, auch bei 5XFAD-Mausen nach HBOT signifikant reduziert waren



(erganzende Abbildung 1C-1E), wurden keine Verdnderungen in den Spiegeln von Nicastrin,
einer anderen Komponente des y-Sekretase-Komplexes, gefunden (erganzende Abbildung 1C,
1E).
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Abbildung 3

HBOT reduziert die abnormale Verarbeitung von APP und dimpft den Abbau und die Clearance von
AB bei 5XFAD-Miusen. (A) Reprasentative Immunoblot-Assays des Carboxyl-terminalen Fragments (CTF)
und CTFa. (B, C) Quantifizierung der westlichen Blots in (A), dargestellt als Prozentsatz der WT-Kontrolle,
normalisiert auf GAPDH-Niveaus (n = 5-6/Gruppe). (D-G) Reprasentative Immunoblot-Assays von IDE-
Protein (D) und LRP1 in (F). (E, G) Quantifizierung der westlichen Blots in (D, F) bzw. dargestellt als
Prozentsatz der WT-Kontrollen, normalisiert auf GAPDH-Werte (n = 5-6/Gruppe). Es wurden Zwei-Wege-
ANOVA- und Post-hoc-Fisher-LSD-Tests durchgefiihrt. Werte stellen Mittelwerte + REM dar. * P < 0,05, **
P<0,01, *** P < 0,001, **** P < 0,0001.

Es wurde gezeigt, dass HBOT die Mikrogliafunktion beeinflusst und die AB-Clearance erhoht,
was zur Neuroprotektion beitragt [17, 47]. Die Analyse von Plaque-assoziierten Mikroglia
zeigte, dass nach HBOT die Anzahl der Mikroglia pro Plaque zunahm, was darauf hindeutet,
dass HBOT Mikroglia-Rekrutierung zu den Plaques induzierte, was moglicherweise den
Plaqueabbau unterstiitzte (erganzende Abbildung 1F).

Als nachstes untersuchten wir, ob die HBO-Behandlung das insulinabbauende Enzym (IDE)
beeinflusst, ein Schliisselenzym, das flir den Abbau von A-Peptiden verantwortlich ist [48].
Die IDE-Spiegel waren bei HBO-behandelten 5XFAD-Mdusen im Vergleich zu den Kontrollen
signifikant erhéht (+72,58%, P = 0,009; Abbildung 3D, 3E), was darauf hindeutet, dass HBOT
den AB-Abbau erhoht. Low Density Lipoprotein Receptor-related protein 1 (LRP1) spielt eine
Rolle bei der Beseitigung von A aus dem Gehirn, liber die Blut-Hirn-Schranke und in den sys-
temischen Kreislauf [49, 50] oder bei der Beseitigung von A3 aus dem Parenchym in




Neuronen [51] und Astrozyten [52]. Die LRP1-Spiegel waren bei HBO-behandelten 5XFAD-
Mausen im Vergleich zu Kontrollen signifikant erh6ht (+65,16%, P = 0,0008; Abbildung 3F, 3G),
was darauf hindeutet, dass HBOT die AB-Clearance erhoht.

Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass HBOT die Amyloidbelastung
abschwacht, indem es die AB-Synthese durch eine Abnahme der APP-spaltenden Enzyme re-
duziert und die AB-Elimination durch erh6hte Aktivititen des Abbaus und der Clearance-Wege
verbessert.

HBOT lindert die Verringerung des Gefafddurchmessers und erhoht den Blutfluss und die

Grofde des arteriolaren Lumens bei 5XFAD-Mausen

Anomalien in Mikrogefafden, die in der Nahe von AB-Plaque-abgelagerten Bereichen bei
5XFAD-Mausen gefunden wurden, tragen zu einer reduzierten CBF bei [15]. Um einen Einblick
in die Auswirkungen von HBOT auf CBF zu erhalten, verwendeten wir in vivo Zwei-Photonen-
Mikroskopie, um das kortikale Gefafdsystem derselben Maus vor und nach einem Monat
Exposition gegeniiber HBOT oder Kontrollbedingungen (Abbildung 4). Diese Analyse ergab,
dass bei Kontrollmdusen mit 5XFAD die Gefafidurchmesser im Laufe des Monats signifikant re-
duziert wurden (-8,57%, P = 0,0002, gepaarter t-Test; Abbildung 4A, 4B). Im Gegensatz dazu
wurde bei HBO-behandelten 5XFAD-Mausen keine signifikante Verringerung der
Blutgefafidurchmesser beobachtet (-0,53%, Abbildung 4A, 4B, P = 0,2206, gepaarter t-Test).
Die Faltendnderung der Gefafddurchmesser zeigte in der Kontrollgruppe einen Abwartstrend
im Vergleich zur HBO-behandelten Gruppe (P = 0,0601, t-Test; Abbildung 4B).
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Abbildung 4

HBOT lindert die Verringerung des GefiRdurchmessers bei 5XFAD-Miusen und erhoht den
Blutfluss. In vivo Zwei-Photonen-mikroskopische Bildgebung und Messungen von Durchmesser und
Geschwindigkeit in Blutgefafden des somatosensorischen Kortex in 5XFAD-Mausen mit rdumlich optimierten
Zeilenscans. (A) Reprasentative Bilder von fluoreszenzgefarbten Gefafden des somatosensorischen Kortex
einer HBO-behandelten 5XFAD-Maus (rechtes Bild) und einer Kontroll-5XFAD-Maus (linkes Bild) vor (oberes
Bild) und nach einem Monat Behandlung (unteres Bild). Zeilenscanmuster werden den Gefafien iiberlagert.
Linien des Scanpfads entlang der Lange wurden verwendet, um die RBC-Geschwindigkeit (V) zu berechnen,
wahrend Linien iiber den Durchmesser der Gefaf3e zur Berechnung des Durchmessers (D) verwendet wurden.
Die aus dem Pfad generierten Zeilenscans kdnnen sequenziell als Funktion der Zeit gestapelt werden, um ein
rohes Kaskadenbild zu erzeugen (rechts neben jedem Bild). Der Gefafd3durchmesser wurde als volle Breite bei
halbem Maximum eines Zeitdurchschnitts von mehreren Scans tiber die Breite eines Gefafdes berechnet. Die
RBC-Geschwindigkeit wurde aus dem Winkel der RBC-Streifen berechnet. (B-D) Quantifizierung des
Gefafddurchmessers (B), der Erythrozytengeschwindigkeit in den Blutgefidfien (C) und des RBC-Flusses (D),
normalisiert auf den Ausgangswert jeder Behandlungsgruppe. Es wurden gepaarte t-Tests und studentische t-

Tests durchgefiihrt. Werte stellen Mittelwerte + SEM dar* P < 0,05, *** P < 0,001.

Um die Blutflussgeschwindigkeit in bestimmten Blutgefafien zu messen, wurde das vaskulare
Serum mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FITC) markiert, der mit hochmolekularem Dextran
konjugiert war, um Farbstoffleckagen aus dem Gefaf3system zu verhindern. Die
Geschwindigkeiten von nicht-fluoreszierenden roten Blutkdrperchen (RBCs) wurden dann auf
diesem fluoreszierenden Hintergrund verfolgt, indem die RBC-Bewegung tiber Entfernung und
Zeit verfolgt wurde [53, 54]. Die RBC-Geschwindigkeit war nach einem Monat HBOT im
Vergleich zu normobaren Kontrollbedingungen erhéht, jedoch nicht signifikant (Kontrolle:
-2,70%; HBOT: +54,89%; Faltenwechsel P = 0,0652, t-Test; Abbildung 4C). Der RBC-Fluss, der
eine vollstandige Beschreibung des Blutflusses in jedem Gefaf3 liefert, zeigte jedoch eine sig-
nifikante Verbesserung nach HBOT (Kontrolle: -20,35%, HBOT: +82,82%; Faltenwechsel P =
0,014, t-Test; Abbildung 4D). Diese Ergebnisse zeigen direkt, dass HBOT die Verringerung des
Blutgefafddurchmessers linderte und somit zu einem erh6hten Blutfluss bei 5XFAD-Mausen

beitrug.



Schlieflich farbten wir das Gefafdsystem doppelt mit Antikorpern, die gegen Aktin-Antikdrper
gegen glatte Muskulatur (a-SMA-Antikérper) und A (4G8-Antikorper) erhoben wurden, und
mafien die arterioldre Wanddicke, den luminalen Durchmesser und den AB-Bereich um
Arteriolen in hippocampusalen und kortikalen Bereichen im Gehirn von Mausen, die HBOT-
oder normobaren Bedingungen ausgesetzt waren (Abbildung 5). Sowohl im hippocampusalen
als auch im kortikalen Bereich zeigte die SMA-Farbung, dass Kontroll-5XFAD-Mause ver-
ringerte luminale Durchmesser aufwiesen (Hippocampus: -11,22%, P = 0,0107; Kortex :
-17,14%, P = 0,0407; Abbildung 5A, 5B, 5F, 5Gbzw.), hohere arterioldare Wanddicke

(Hippocampus: +19,75%, P = 0,0308; Kortex: +31,74%, P = 0,0077; Abbildung 5A, 5C, 5F, 5H)

und hohe AB-Ablagerung um Arteriolen im Vergleich zu wt-Miusen. Ahnliche Verianderungen
wurden bei AD-Patienten im Vergleich zu Nicht-AD-Kontrollen beobachtet [55, 56].
Insbesondere die Reduktion des arteriolaren luminalen Durchmessers spielt eine Rolle bei der
zerebralen Hypoperfusion wahrend der AD-Progression [56]. Nach HBOT war der luminale
Durchmesser in beiden Hippocampus stark erhéht (+13,798%, P = 0,016; Abbildung 5A, 5B)
und kortikalen Bereichen (+25,59%, P = 0,0064; Abbildung 5F, 5G) von HBO-behandelten
5XFAD-Mausen im Vergleich zu Kontrollméausen. Die HBO-Behandlung veranderte die
arteriolare Wanddicke von 5XFAD-Mdusen in Hippocampus-Bereichen nicht (P = 0,4387;
Abbildung 5A, 5C), verursachte jedoch eine Abnahme der Wanddicke in kortikalen Bereichen
behandelter 5XFAD-Mause im Vergleich zu Kontrollmausen (-16,56%, P = 0,0477;
Abbildung 5F, 5G). Schliefilich wurden keine Veranderungen der AB-Ablagerung um Arteriolen
in beiden Hippocampus (Abbildung 5D, 5E) und kortikalen Bereichen (Abbildung 51, 5]) nach
HBOT. Diese Ergebnisse bestdtigen unsere In-vivo-Bildgebungsergebnisse, die eine Verengung
der Blutgefafde bei 5XFAD-Mausen tliber einen Monat zeigen (Abbildung 4) und deuten auf eine

mildernde Wirkung von HBOT auf vaskulare Parameter hin. Zusammengenommen deuten
diese Ergebnisse auf eine verbesserte Blutdurchblutung nach HBOT hin.
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Abbildung 5

HBOT dampft den arteriolaren luminalen Durchmesser, aber nicht die Amyloidablagerung um
Arteriolen bei 6 Monate alten 5XFAD-Mausen. Arteriolen wurden durch Immunfarbung mit Anti-SMA-
Antikorpern visualisiert, wahrend vaskuldre Amyloidablagerung mit Anti-AB-Antikérpern (4G8) sichtbar
gemacht wurde. (A, F) Reprasentative Bilder von Arteriolen und Af in Hippocampus (A) und kortikalen
Feldern (F) von HBO-behandelten wt (n=9, oberes rechtes Bild) und 5XFAD-Mausen (n=10, unteres rechtes
Bild) und Kontrollwt (n=9, oberes linkes Bild) und 5XFAD-Mé&use (n=10, unteres linkes Feld) (x40-fache
Vergrofierung, Mafdstabsleiste: 50 um). Weife Pfeile zeigen hippocampusale und kortikale Arteriolen. (B-E)
und (G-]), Quantifizierung der arteriolaren luminalen Durchmesser (B, G), der arteriolaren Wanddicke (C, H)
und der Prozentsatze der Arteriolen, die positiv fiir A (D, I) und AB-Ablagerungsbereich um Arteriolen (E, J)
im Hippocampus (B-E) und kortikalen Feld (G-J) gefarbt wurden ). Es wurden Zwei-Wege-ANOVA- und Post-
hoc-Fisher-LSD-Tests durchgefiihrt. Werte stellen Mittelwerte + REM dar. * P < 0,05, ** P < 0,01.

HBOT reduziert Hypoxie und Hypoxie induzierbaren Faktor-1 (HIF-1) Spiegel in 5XFAD

Mausen

Als nachstes untersuchten wir, ob die Veranderungen der CBF nach HBOT die Hypoxie im
Hippocampus-Bereich von 5XFAD-Mausen reduzierten. Vierzehn Tage nach der letzten Sitzung
der HBO- oder Kontrollbehandlung wurde den Mausen Hypoxyprobe injiziert, eine
Markierung, die nur in hypoxischen Zellen aktiviert und nachweisbar ist, gekennzeichnet durch
einen Sauerstoffpartialdruck unter 10 mm Hg (<1%). Wie zu sehen ist in Abbildung 6zeigten
die 5XFAD-Kontrollmduse eine erhohte Reaktivitit von Hypoxyprobe in Hippocampus-
Bereichen CA3 (3,69-facher Anstieg, P = 0,0076; Abbildung 6A, 6B) und CA1 (8,19-facher
Anstieg, P = 0,0021; Abbildung 6A, 6C), im Vergleich zu den gleichen Flachen in ihren WT-
Gegenstiicken. Bemerkenswerterweise reduzierte HBOT signifikant die Reaktivitat von



Hypoxyprobe in der Hippocampus-Formation von 5XFAD-Mausen in beiden CA3 (3,11-fache
Abnahme, P = 0,0145; Abbildung 6A, 6C) und CA1 (2,48-fache Abnahme, P = 0,0261;
Abbildung 64, 6C), relativ zu 5XFAD-Kontrollmausen.
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Abbildung 6

HBOT reduziert die Hypoxie- und HIF1a-Transkriptionsfaktorspiegel im Hippocampus-Bereich von
6 Monate alten 5XFAD-Mdausen. (A) Die Aufnahme von Hypoxyprobe durch sauerstoffarme Zellen wurde
durch Immunfarbung visualisiert. Reprasentative Bilder des Vorhandenseins von Hypoxie im Hippocampus-
Feld von HBO-behandelten wt (n=4, rechtes oberes Bild) und 5XFAD-Mausen (n=4, rechtes unteres Bild) und
Kontroll-wt (n=5, linkes oberes Bild) und 5XFAD-Mause (n=3, linkes unteres Bild); 4 x Vergrof3erung,
Maf3stabsleiste: 1000 um. (B, C) Quantifizierung des Prozentsatzes der CA3 (B) und CA1 (C) Bereiche, die
Hypoxysonden-bezogene Fluoreszenz aufweisen. (D) Westliche Flecken von HIF-1a aus Hippocampi, ex-
trahiert aus HBO-behandelten und kontrollierenden 5XFAD-Mé&usen und wt-Wurfgeschwistern. (E)
Quantifizierung westlicher Blots in (D), dargestellt als Prozentsatz der WT-Kontrolle, normalisiert auf
GAPDH-Werte (n = 4-5/Gruppe). Es wurden Zwei-Wege-ANOVA- und Post-hoc-Fisher-LSD-Tests durchgefiihrt.
Werte stellen Mittelwerte + REM dar. *P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001.

Um unseren Befund zu bestitigen und den molekularen Signalweg zu identifizieren, der von
HBOT beeinflusst wird, wurden Spiegel des Sauerstoffspannungs-abhangigen
Transkriptionsfaktors Hypoxia induzierbarer Faktor-1 (HIF-1) getestet. Unter normoxischen
Bedingungen wird HIF-1a abgebaut. Unter hypoxischen Bedingungen wird HIF1a jedoch sta-
bilisiert und seine Spiegel erhoht [57]. Die HIF1a-Werte stiegen bei 5XFAD-Mausen im
Vergleich zu wt-Wurfgeschwistern an (+55. 17%, P = 0,0003; Abbildung 6D, 6E). HBOT re-




duzierte signifikant die HIF1a-Spiegel bei 5XFAD-Mausen (-24,12%, P = 0,0056; Abbildung 6D,
6E). Zusammengenommen deuten diese Experimente auf einen hohen Grad an Hypoxie im
Hippocampus-Bereich von 5XFAD-Mausen hin, der durch HBOT signifikant reduziert werden
kann. Dartiber hinaus zeigen diese Ergebnisse, dass HBOT den hypoxischen Zustand bei
5XFAD-Mdusen sogar 14 Tage nach der letzten HBO-Sitzung reduzierte, was darauf hindeutet,

dass HBOT eine lang anhaltende Wirkung induzierte, indem es das arteriolare Lumenvolumen
erhohte und den Blutfluss erhohte.

HBOT verbessert die Leistung von 5XFAD-Mausen bei Verhaltensaufgaben

Schliefdlich untersuchten wir, ob die mildernden Auswirkungen der HBO-Behandlung auf die
AD-Pathologie mit einer Verbesserung der Leistung von 5XFAD-Mausen bei
Verhaltensaufgaben verbunden sind. Wir fanden heraus, dass HBO-behandelte 5XFAD-Mause
verbesserte Nestbaufahigkeiten zeigten, da sie Nester mit hoheren Wanden bauten und hohere
Nestwerte erreichten (erganzende Abbildung 2). Dartiber hinaus zeigten die behandelten

Mause ein verbessertes exploratives Verhalten im Vergleich zu Kontroll-5XFAD-Mdusen
(erganzende Abbildung 2).

Das rdumliche Erkennungsgedachtnis wurde untersucht, indem die natiirliche Praferenz von
Mausen fiir die Erforschung neuartiger gegeniiber vertrauten raumlichen Kontexten in einem
Y-Labyrinth-Test getestet wurde (Abbildung 7A). Kontroll-5XFAD-Mause zeigten in diesem
Assay einen verringerten Zeitindex im Vergleich zu ihren wt-Wurfgeschwistern (wt-Kontrolle:
0,7367 = 0,02168 vs. 5XFAD-Kontrolle: 0,5596 * 0,03382, P = 0,00013; Abbildung 7A), hat
HBOT diesen Trend signifikant umgekehrt (5XFAD-HBO: 0,6572 * 0,03378 vs. 5XFAD-
Kontrolle: 0,5596 * 0,03382, P = 0,0362; Abbildung 7A). Wir testeten dann die Wirkung von
HBOT auf das Hippocampus-abhadngige kontextuelle Gedachtnis, indem wir eine
Spurenangstkonditionierung durchfiihrten [58-60]. Control 5XFAD-Mause zeigten ein
beeintrachtigtes kontextuelles Gedachtnis im Verhaltnis zu ihren wt-Wurfgeschwistern, was
sich in einer niedrigeren Gefrieraktivitdt in der Trainingskammer 24 h nach der
Konditionierung widerspiegelte (wt-Kontrolle: 23,29 + 3,140 % vs. 5XFAD-Kontrolle: 12,81 +
2,516%, P = 0,0377; Abbildung 7B). Interessanterweise wurde diese Beeintrachtigung bei
HBO-behandelten 5XFAD-Mausen (5XFAD-HBO: 29,10 * 4,321% vs. 5XFAD-Kontrolle: 12,81 +
2,516%, P =0,0019; Abbildung 7B).
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Abbildung 7

HBOT verbessert die Leistung von 5XFAD-Mdusen bei kognitiven Aufgaben. (A) Im Y-Labyrinth-Test
zeigten HBO-behandelte 5XFAD-Mdause ein besseres raumliches Gedachtnis, was sich im Zeitindex wider-
spiegelt, der als Verhéltnis (neu / neuartig + vertraut) zur Zeit in jedem Arm angezeigt wird. (B) Im
Spurenangstkonditionierungstest wurden die Mause einer Konditionierung unterzogen, die 6 Runden Ton-
Schock-Paarung mit einem Spurenintervall umfasste. Am folgenden Tag wurden die Mduse dem gleichen
Kontext ausgesetzt, ohne einem Ton oder Schock ausgesetzt zu sein. Die Ergebnisse des kontextbezogenen
Einfrierens werden als Prozentsatz der gesamten Zeit ausgedriickt, die im Trainingskontext eingefroren ist. Es
wurden Zwei-Wege-ANOVA mit/ohne wiederholte Messungen und post-hoc Fisher LSD-Tests durchgefiihrt.
Werte stellen Mittelwerte + REM dar. *P < 0,05, **P < 0,01, *** P < 0,001.

Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass HBOT die Leistung von
5XFAD-Mausen bei Gedachtnis- und Verhaltensaufgaben verbessert hat.

HBOT erhoht den zerebralen Blutfluss und verbessert die kognitiven Leistungen bei alteren

Patienten

Um zu verstehen, ob die Fahigkeit von HBOT, CBF zu verandern und die kognitive Funktion zu
beeinflussen, auch fiir dltere Menschen gilt, fiihrten wir eine Humanstudie durch
(NCT02790541), bei denen sechs altere Patienten (Alter 70,00 = 2,68 Jahre) mit signifikantem
Gedachtnisverlust zu Studienbeginn (Memory Domain Score < 100) mit HBOT behandelt wur-
den (60 tigliche HBOT-Sitzungen innerhalb von 3 Monaten). CBF und kognitive Funktion wur-
den vor und nach HBOT bewertet. CBF wurde mittels dynamischer Empfindlichkeitskontrast-
sequenzieller Bildgebung der MRT gemessen, wahrend kognitive Funktionen mit

computergestiitzten kognitiven Tests bewertet wurden. Nach HBOT gab es signifikante CBF-
Erh6hungen in mehreren Gehirnbereichen, darunter die Brodmann-Bereiche 1, 2, 32, 34, 40,
42,43 und 48 (Abbildung 8A, 8B). Zu Studienbeginn erreichten die Patienten einen mittleren
globalen kognitiven Score (102,4+7,3), der dem Durchschnittswert in der
Allgemeinbevdlkerung fiir Alter und Bildungsniveau (100) dhnelte, wahrend die
Gedachtniswerte signifikant niedriger waren (86,6 * 9,2). Die kognitive Bewertung nach HBOT
ergab einen signifikanten Anstieg des globalen kognitiven Scores (102,4 + 7,3 bis 109,5 + 5,8, p
= 0,004), wobei die Domanenwerte fiir Gedadchtnis, Aufmerksamkeit und
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit am besten verbessert wurden (Abbildung 8C).
Dariiber hinaus verbesserten sich die mittleren Gedachtniswerte nach HBOT auf den
Mittelwert (100,9 + 7,8), normalisiert pro Alter und Bildungsniveau (100). Die Verbesserungen



dieser Werte korrelieren mit einem verbesserten Kurz- und Arbeitsgedachtnis und reduzierten
Berechnungs- und Reaktionszeiten sowie einer erhéhten Fahigkeit, einen relevanten Reiz
auszuwahlen und sich darauf zu konzentrieren.
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Abbildung 8

CBF und kognitive Funktion werden nach HBOT der Patienten verbessert. CBF und kognitive
Funktionen von sechs Patienten, die zu Studienbeginn und nach 60 HBOT-Sitzungen an Gedachtnisverlust lit-
ten. (A) Durchschnittliche normalisierte CBF-Karten (DSC) zu Studienbeginn und nach HBOT. (B) Signifikante
durchschnittliche CBF-Verdanderungen in Brodmann-Gebieten zu Studienbeginn und nach HBOT. (C)

Durchschnittliche kognitive Domédnenwerte (Neurotrax) zu Studienbeginn und nach HBOT.

Zusammen mit unseren Ergebnissen unter Verwendung eines AD-Mausmodells und den
dhnlichen Effekten, die nach der HBO-Behandlung von Schlaganfall- und SHT-Patienten
beobachtet wurden, schlagen wir vor, dass HBOT strukturelle Veranderungen in Blutgefafien
vermittelt, die CBF erhohen, Gehirnhypoxie reduzieren und die kognitive Leistungsfahigkeit
verbessern.

DISKUSSION

In den letzten Jahrzehnten hat die Entwicklung von Medikamenten gegen die Alzheimer-
Krankheit vor allem Beta-Amyloid- und Tau-Pathologien ins Visier genommen. Die Misserfolge
neuerer klinischer Studien legen jedoch nahe, dass alternative Strategien fiir die AD-
Behandlung in Betracht gezogen werden sollten [61-63]. Ein vielversprechendes alternatives
Ziel ist die vaskuldare Dysfunktion, da sie in den frithen Stadien der AD erkannt wird, mit dem
Fortschreiten der Krankheit korreliert und den Krankheitsverlauf beeinflusst. Verbesserte
Gefaf3funktion und CBF konnen auch die Kognition bei dlteren Menschen verbessern [2, 3, 9,
24, 64]. In dieser Studie untersuchten wir diese Option, indem wir den Sauerstoffgehalt in
einem Alzheimer-Mausmodell und in einer alteren Patientenpopulation manipulierten. Die
Ergebnisse zeigten, dass die Erhohung der Sauerstoffzufuhr zum Gehirn durch HBO-
Behandlung mehrere Aspekte der AD-Pathologie verbesserte, einschlief3lich vaskularer
Dysfunktion, Plaquebelastung und Verhalten. HBOT-induzierte vaskuldre Veranderungen
fiihrten auch zu erh6éhter CBF und reduzierter zerebraler Hypoxie, die Wochen nach der
Behandlung anhielt.



Diese Studie zeigte auch, dass HBOT die vaskularen Parameter in 5XFAD-Mausen verbesserte.
Im Laufe eines Monats wurden die Durchmesser der kortikalen Blutgefdfde in diesen Mausen
um ~ 8,5% reduziert und infolgedessen wurde der Blutfluss um ~ 20% verringert. Dies steht
im Einklang mit Poiseuilles Modell, das zeigt, dass bereits minimale Anderungen des
Gefafddurchmessers einen dramatischen Einfluss auf die Durchblutungsrate haben kdnnen
(z.B. reduziert eine Verengung der Blutgefiafde um 6% den Blutfluss um 22% [65, 66]). Bei
5XFAD-Mausen fiihrte die Adhédsion von Neutrophilen zu blockierten Kapillaren und re-
duzierter CBF [15]. Tatsachlich konnen schmalere Gefafse, wie wir beobachtet haben, die
Adhdsion von Neutrophilen beschleunigen und zu blockierten Kapillaren fithren. HBOT lin-
derte die Ausdiinnung und erhohte den Blutfluss in kortikalen Blutgefaf3en. Dartiiber hinaus
zeigten wir, dass der HBOT-induzierte Anstieg des Blutflusses von einer Erhéhung der arteri-
olen luminalen Durchmesser und einer Verringerung der Hypoxie bei 5XFAD-Mausen begleitet
wurde. Interessanterweise wurde bereits 14 Tage nach der letzten Runde der HBO-
Behandlung eine reduzierte Hypoxie festgestellt, was darauf hindeutet, dass strukturelle
Veranderungen in Blutgefaf3en zur reduzierten CBF von 5XFAD-Mausen beitragen und dass
HBOT diese Reduktion signifikant lindern kann, was wiederum zu einer reduzierten zerebralen
Hypoxie fiihrt. Daher induziert HBOT Verdnderungen in der grundlegenden Pathophysiologie
der Krankheit, die mindestens 2 Wochen nach Abschluss des HBOT anhalten.

Erhohte CBF und hohere Sauerstoffzufuhr konnen die Gehirnfunktion verbessern oder
steigern. HBOT induziert kognitive Verbesserungen sowohl bei jungen [67] als auch bei dlteren
gesunden Probanden durch regionale Verdnderungen der CBF [68]. Es wurde auch gezeigt,
dass HBOT die CBF erhoht und die EEG-Messungen [34], die globalen kognitiven Werte [33,
69] und die PET-Scans [70] von Patienten nach Schlaganfall und SHT verbessert. Im
Zusammenhang mit Alzheimer haben Tierstudien gezeigt, dass eine Supplementierung von
Sauerstoff [71, 72] oder HBOT [17, 36] zu einer verbesserten kognitiven Leistungsfahigkeit
[7Z1] und einem erh6hten zerebralen Blutvolumen fiihrt [72]. Dariiber hinaus fiihrte ein sofor-
tiger Anstieg der CBF aufgrund einer Verringerung der Anzahl blockierter Kapillaren zu einer
schnellen Verbesserung der Leistung von 5XFAD-Mdausen bei rdumlichen und
Arbeitsgedachtnisaufgaben [15]. Neuere Humanstudien haben gezeigt, dass HBOT die kogni-
tiven Funktionen von Patienten mit leichter kognitiver Beeintrachtigung (MCI), AD und
vaskularer Demenz verbessern kann [37-39, 73] und den reduzierten Hirnstoffwechsel von
MCI- und AD-Patienten verbessern kann [37, 39]. Hier zeigten wir, dass HBOT die CBF erhoht
und die kognitive Funktion bei dlteren Menschen verbessert, die an signifikantem
Gedachtnisverlust leiden, sowie die CBF erhoht, die zerebrale Hypoxie lindert und
Verhaltensdefizite bei 5XFAD-Mausen verbessert. Da die Anzahl der Probanden in unseren
menschlichen HBOT-Experimenten jedoch relativ klein war (n = 6), konnte die Erweiterung
dieser Bemiithungen mit einer gréfderen Kohorte unsere Ergebnisse starken.
Zusammengenommen deuten diese Daten darauf hin, dass Sauerstoff ein geschwindigkeitslimi-

tierender Faktor sowohl fiir die normale kognitive Funktion als auch fiir die
Geweberegeneration bei der Alzheimer-Krankheit ist.

Die Verfolgung von Plaques im somatosensorischen Kortex im Laufe der Zeit lieferte Einblicke
in die Dynamik von Plaques in vivo und zeigte, dass sich die Anzahl der Plaques in 5XFAD-
Mausen innerhalb eines Monats fast verdoppelte, wobei ihr Volumen zunahm, was darauf hin-
deutet, dass in diesem Modell eine hohe und schnelle Synthese von Plaques auftritt. Dariiber
hinaus zeigten kleine Plaques grofdere Grofdenschritte im Vergleich zu grofieren Plaques. Dies
stimmt mit anderen Berichten iiberein [44, 45, 74], wenn auch nicht mit den Arbeiten von
Hefendehl et al. [75]. Bemerkenswerterweise reduzierte HBOT das Auftreten neu gebildeter



Plaques und trug zu einer Verringerung der Grofde bestehender mittelgrofder bis grofder
Plaques bei, was darauf hindeutet, dass HBOT sowohl die Synthese von A als auch seinen
Abbau und seine Clearance beeinflusst. Diese Behauptung wird weiter durch unsere
Ergebnisse gestiitzt, dass HBOT die tiberméfiige Bildung von AB42 und die Bildung von A-
Plaques abschwachte, indem es die Spiegel von BACE1 (3-Sekretase) und Presenilinl (eine
Komponente der y-Sekretase) reduzierte, was zu reduzierten Spiegeln des C-terminalen Af3-
Fragments (CTFf, C99) und der unléslichen Fraktion von A342 fiihrte. Dariiber hinaus
erhohte HBOT die IDE- und LRP1-Werte und férderte so den Abbau und die Clearance von A.
Diese Ergebnisse stimmen mit der Evidenz liberein, die zeigt, dass die Erhéhung entweder der
Aktivitdt des Abbauwegs durch Erhéhung der IDE-Spiegel [76, 77] oder des Clearance-Weges
durch Veranderung der LRP1-Spiegel [ 78] zu einer Verringerung der Amyloidbelastung fiihrt.

Unser Befund, dass die Anzahl der Mikroglia pro Plaquevolumen nach HBOT zunahm, legt
nahe, dass Mikroglia zu Plaques rekrutiert wurden, was moglicherweise den Plaqueabbau
unterstiitzt [79, 80]. Zusammengenommen scheint es, dass HBOT die Wege der AB42-
Erzeugung, Akkumulation und des Abbaus verbessert und somit zum reduzierten Auftreten
neuartiger Plaques und zum Abbau bestehender Plaques beitragt.

Zunehmende Beweise haben gezeigt, dass zerebrale Hypoperfusion und Hypoxie zur
Erzeugung und Akkumulation von A fiihren [81-83]. Hypoxie induziert die AB-Bildung, indem
sie die (- und y-Sekretase-Spaltung von APP [84-87] und die AB-Akkumulation erleichtert, in-
dem sie die Konzentrationen von Enzymen, die fiir den AB-Abbau verantwortlich sind, wie
Neprilysin (NEP) [88-90] und IDE [91] verringert. Tatsachlich zeigen die meisten AD-Patienten
CAA und degenerative Verdanderungen, die Arteriolen und Kapillaren betreffen, und viele
zeigen ischamische parenchymale Anomalien. Diese sind das Ergebnis einer strukturellen
Gefafderkrankung und/oder einer Verringerung des Blutflusses in kritischen Hirnarealen [92,
93]. Die Eliminierung von A iiber das Gefafdsystem ist ein wichtiger Weg, um A3 im Gehirn zu
reinigen, so dass eine Beeintrachtigung dieses Prozesses aufgrund einer zerebralen
Hypoperfusion zu einer AB-Akkumulation und zur Erzeugung von vaskuldrer Amyloidose und
Plaques mit dichtem Kern fiihrt [94]. Diese positive Rlickkopplungsschleife, in der vaskulare
Faktoren die neurodegenerative Verschlechterung verstirken und umgekehrt, erleichtert das
Fortschreiten der Erkrankung [95]. Hier haben wir gezeigt, dass HBOT Hypoxie reduziert, CBF
erhoht und die Struktur der Arteriolen verbessert sowie den Abbau und die Clearance von A3
fordert, was zu einer reduzierten Amyloidbelastung fiihrt. Diese Ergebnisse zeigen das enge
Zusammenspiel zwischen vaskuldarer Pathologie und Neurodegeneration und zeigen die
Wirksamkeit von HBOT bei der Bekdmpfung von hypoxiebedingten neurologischen
Erkrankungen, insbesondere AD.

Zusammenfassend haben wir hier gezeigt, dass HBOT facettenreiche neuroprotektive Effekte
auf die komplexe Pathologie der Alzheimer-Krankheit bietet und auch CBF und Kognition beim
Menschen verbessert. Die Ausrichtung auf verschiedene Signalwege, die an der grundlegenden
Pathophysiologie der AD beteiligt sind, kann eine wirksamere Strategie zur Modifizierung des
Krankheitsverlaufs bieten. Bis zu diesem Punkt wurde gezeigt, dass HBOT die Pathologie
verbessert und das Verhalten in drei AD-Mausmodellen verbessert, namlich 3xTg-AD, 5XFAD
und APP / PS1-Mausen [17, 36]. Angesichts der Tatsache, dass HBOT als sichere und
vertragliche Behandlung gilt, die derzeit in der Klinik angewendet wird, der zunehmenden
Anzahl klinischer Studien, die zeigen, dass HBOT die kognitive Funktion bei Patienten mit chro-
nischen Hirnschdaden verbessert, der praklinischen Studien, die die Mechanismen der HBOT-



Wirkung aufklaren, und der Tatsache, dass es derzeit keine wirksame Intervention fiir AD gibt,
sollte HBOT als therapeutischer Ansatz betrachtet werden, um das Fortschreiten zu ver-
langsamen oder sogar die dafiir verantwortliche Pathophysiologie zu verbessern. Krankheit.

MATERIALIEN UND METHODEN

Mause

Transgene Mause (Tg6799) co-liberexprimierende FAD-Mutationen menschlicher APP (die
schwedische Mutation, K670N/M671L; die Florida-Mutation, [716V; und die London-Mutation,
V7171) und PS1 (M146L/L286V) Transgene unter transkriptioneller Kontrolle des neuronen-
spezifischen Maus-Thy-1-Promotors [40] wurden verwendet. Hemizygote transgene Mause
wurden mit C57BL/6-Ziichtern fiir 10 Generationen gekreuzt. Die Genotypisierung wurde
durch PCR-Analyse der Schwanz-DNA verifiziert. Alle Tierversuche folgten den "Principles of
laboratory animal care" (NIH-Publikation Nr. 86-23 liberarbeitet 1985) und wurden in
Ubereinstimmung mit Tierprotokollen durchgefiihrt, die vom Tel Aviv University Animal Care
Committee genehmigt wurden. Die Berichterstattung erfolgte in Ubereinstimmung mit den
ARRIVE-Richtlinien.

Hyperbare Sauerstofftherapie (HBOT)

Sechs Monate alte mannliche heterozygote 5XFAD-Mause und Wildtyp-C57BL/6-
Wurfgeschwister wurden zufallig zwei Gruppen zugeordnet: HBO-behandelt und kontrolliert
(unter normobaren Bedingungen). Fiir HBOT wurde den Tieren 100% Sauerstoff bei einem
Druck von 2 ATA in einer speziell angefertigten Monokammer (erganzende Abbildung 3) ve-
rabreicht, die fiir Kleintiere fiir 60 Minuten pro Tag, 5 Tage die Woche fiir 4 Wochen (d.h. 20
Behandlungen) bestimmt war. Vor Beginn der Kompression wurde die Monokammer 100 min
lang mit 5% Sauerstoff gewaschen, um den Sauerstoffgehalt anzureichern. Kompression und
Dekompression wurden schrittweise tiber 5 min durchgefiihrt. Der Sauerstoffgehalt in der

Kammer nach der Kompression erreichte eine Sattigung von 296%, gemessen mit einem
Sauerstoffanalysator (Modell 320BRC, Teledyne Analytical Instruments). Die Tiere der
Kontrollgruppe wurden ohne zusatzliche Behandlung fiir 60 min bei 1 ATA in die
Monokammer gebracht (n=20).

Verhaltenstests

Die Auswirkungen von HBOT auf das Gedachtnis und das Verhalten von Mdusen wurden an-
hand einer Reihe von Verhaltenstests bewertet. Der Nestbautest wurde vor und nach 1 Monat
HBOT- oder Kontrollbehandlungen durchgefiihrt. Die Tests wurden 24 Stunden nach der let-
zten HBOT/Kontrollbehandlung durchgefiihrt und 48 Stunden vor dem Opfer beendet, um
Stress abzubauen.

Y-Labyrinth-Test



Mause wurden am distalen Ende des Eingangsarms platziert und durften das Labyrinth 5
Minuten lang erkunden, wobei nur der vertraute Arm fiir die Erkundung zur Verfiigung stand.
Nach einer Verzogerung von 2 Minuten wurden die Mduse wieder in das Labyrinth eingefiihrt,
wobei zwei Arme (bekannt und neuartig) zur Erkundung zur Verfligung standen und fiir 2
Minuten dokumentiert wurden. Das Verhaltnis der verbrachten Zeit und der Haufigkeit der
Besuche im neuen Arm wurde berechnet als die Zeit oder Besuchshaufigkeit im neuen Arm
geteilt durch die Summe der Zeit oder Besuchshaufigkeit sowohl im neuen als auch im ver-
trauten Arm. Das Labyrinth wurde zwischen den Sitzungen mit 40% Ethanol gereinigt. Die
Arme wurden zuféllig zwischen den Tieren gewechselt, aber fiir jedes Tier dhnlich gehalten.

Spuren Sie Angstkonditionierung

Mause wurden in eine Trainingskammer gebracht. Nach einer Basiszeit von 120 s erhielten die
Mause fiinf Paarungen des bedingten Stimulus (CS: Ton, 5 kHz, 70 dB) und des bedin-
gungslosen Stimulus (US; Schock 2 s, 0,7 mA). Die CS und US waren durch ein leeres
Spurenintervall von 18 s getrennt, was die Abhadngigkeit vom Hippocampus erhdhte. Das Inter-
Trial-Intervall wurde auf 90 s festgelegt [96]. Die Trainingskammer wurde zwischen den
Einheiten mit 40% Ethanol abgewischt. Vierundzwanzig Stunden spater wurden die Mause
erneut in die Trainingskammer gebracht und der Prozentsatz des Verhaltenseinfrierens (d.h.
das Fehlen aller aufser Atembewegungen) wahrend einer 5-miniitigen Testsitzung wurde
gemessen (kontextuelles Gedachtnis) mit einem automatisierten FreezeFrame-
Bewertungssystem (Coulbourn Instruments).

Biochemische und histologische Analysen

Mause wurden mit Ketamin und Xylazin betdubt und transkardial mit PBS perfundiert. Die
Gehirne wurden dann herausgeschnitten und halbiert, und jede Hemisphare wurde entweder
fiir biochemische oder histologische Analysen weiterverarbeitet, wie unten beschrieben. Die in
diesem Projekt verwendeten Antikdrper sind in der Zusatztabelle 1 aufgefihrt.

Immunchemie

Eine Gehirnhalfte wurde tiber Nacht mit 4% Paraformaldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer (pH
7,4) fixiert und dann fiir 30 h in 48% Saccharose gegeben. Gefrorene koronale Schnitte (30
um) wurden dann auf einem Gleitmikrotom geschnitten, seriell gesammelt und bis zur
Verwendung in Kryoprotektionsmittel (mit Glycerin, Ethylenglykol und 0,1 M
Natriumphosphatpuffer, pH 7,4) bei -20 °C gelagert. Drei bis vier frei schwebende Schnitte pro
Tier bei Bregma -1,35 mm und Bregma -2,78 wurden mit den folgenden primdren
Antikérpern immungefarbt: biotinylierte Maus-Anti-Af 17-24 (4G8, 1:200; Signet
Laboratories) und FITC-konjugiertes Anti-Glattmuskel-Aktin der Maus (a-SMA, 1:1000; Sigma-
Aldrich). Die Abschnitte wurden zunachst mit 10-20% normalem Ziegenserum in PBST (0,1%
Triton-x-100 in PBS) fiir 2 h bei Raumtemperatur blockiert und dann fiir 24 h bei 4° C mit den
primaren Antikdrpern (geldst in 2% (w/v) normalem Ziegenserum in PBST) inkubiert. Die
Bindung der primaren Antikdrper wurde visualisiert, indem die Abschnitte fiir 1,5 h bei
Raumtemperatur mit sekundaren Antikérpern inkubiert wurden, abhangig von den verwende-
ten primadren Antikorpern. Die Abschnitte wurden dann auf Objekttrager montiert, die mit



trockener Gelatine beschichtet waren. Die AB-Farbung wurde in dhnlicher Weise durchgefiihrt,
mit der Ausnahme, dass die Abschnitte vor der Blockierung 70 min lang mit 6% Ameisensdure
inkubiert wurden, um die Antigengewinnung vor der Antikérperfarbung zu erhohen.

Die Schnitte wurden mit einem EVOS FL-Mikroskop (Thermo Fisher; 4x und 20-fache
Vergrofderung) oder einem konfokalen Rasterlasermikroskop (SP8, LEICA) visualisiert.
Kontrollexperimente zeigten keine Farbung in Abschnitten, denen die ersten Antikdrper
fehlten, und wurden verwendet, um die Schwelle fiir die Intensitatsquantifizierung zu bestim-
men. Die Intensitdt der immunfluoreszierenden Farbung oberhalb des Schwellenwerts wurde
mit dem Image-Pro Plus System (Version 5.1, Medienkybernetik) berechnet.

Fiir die SMA-Analyse wurden Bilder von Arteriolen in kortikalen und hippocampusalen
Bereichen mit einem konfokalen Mikroskop (Leica, SP8, 40x Vergrofierung) aufgenommen.
Alle Bilder wurden zufallig aufgenommen, verblindet fiir das Subjekt. Gefaf3e mit positiven
SMA-Signalen und einer Gréfde von 10-50 pum wurden mit der FIJI Image]-Software (National
Institutes of Health, Bethesda, MD) analysiert. Mindestens 10 bzw. 25 Arteriolen wurden fiir
kortikale bzw. hippocampusale Bereiche pro Tier abgebildet. Fiir Arteriolen des Hippocampus
wurde der luminale Durchmesser als Durchschnitt der Innendurchmesser tiber den Abschnitt
gemessen. Fiir penetrierende Arteriolen wurde der Durchmesser durch Bestimmung der mini-
malen Achse der Ellipse, der arteriolaren Nebenachse, bestimmt. Die Wanddicke der medialen
Schicht wurde bestimmt, indem der Auf3en- und Luminaldurchmesser gemessen und dann die
Halfte der Differenz entnommen wurde.

Hypoxysonden-Farbung

An dem Tag, an dem die Mduse getdtet wurden, wurden der Halfte jeder Behandlungsgruppe
60 min vor der Gewebeentnahme 1 mg/kg Hypoxyprobe 30 (Pimonidazolhydrochlorid,
Hypoxyprobe, Burlington, MA) intraperitoneal (i.p.) injiziert, um Hypoxie zu erkennen.
Pimonidazol wird in allen Geweben, einschliefdlich des Gehirns, verteilt, bildet aber nur stabile
Addukte mit Thiolgruppen in Proteinen, Peptiden und Aminosauren, die in hypoxischen Zellen
unter Bedingungen eines Sauerstoffpartialdrucks unter 10 mm Hg bei 37 ° C gefunden werden.
Gehirne wurden herausgeschnitten und eine Gehirnhéalfte wurde in Paraformaldehyd fixiert,
gefolgt von 30% Saccharose. wie oben beschrieben. Freischwebende Abschnitte wurden mit
Kaninchen-Anti-Pimonidazol-Antikérpern immungefarbt (1:500) und durch Alexa Fluor 488-
konjugierte Ziegen-Anti-Kaninchen-Sekundarantikorper (1:1000) visualisiert. Die Schnitte wur-
den dann auf trockengelatinebeschichtete Objekttrager montiert und mit einem EVOS FL-
Mikroskop (Thermo Fisher; 4x Vergrof3erung) visualisiert.

Immunoblotting

Eine Gehirnhalfte wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -80° C
gelagert. Der Hippocampus wurde auf Eis bei 4° C herausgeschnitten. Proteine wurden in 200
ul Lysepuffer gelost, der 7,5 mM HEPES, pH 7, 1,5 mM EDTA, 1,5 mM EGTA, 0,375 mM DTT,
Proteaseinhibitor-Cocktail (P8340, Sigma), Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (P5726, Sigma) und
2,5% SDS (Amresco Pure, Technology Grade) enthielt. Die Proteinkonzentrationen wurden mit
Bradford-Reagenz (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) bestimmt. Gleiche Mengen an Protein
wurden auf 4-20% Bis-Tris-Gelen (BioRad) abgetrennt und auf Nitrocellulosemembranen
Ubertragen. Die Membranen wurden tiber Nacht in 5% (w/v) fettfreier Milch in 0,1% Tween



20 in Tris-gepufferter Kochsalzlosung (TBS) blockiert. Nach dem Blockieren wurden die
Membranen fiir 1 h bei Raumtemperatur mit primaren Antikérpern inkubiert, die in der
Zusatztabelle 1 aufgefiihrt sind.

Die Membranen wurden dann 20 min lang in Tween-TBS gewaschen und bei Raumtemperatur
mit spezifischen Meerrettichperoxidase-konjugierten sekundaren Antikdrpern inkubiert, wie in
der Zusatztabelle 1 angegeben, fiir 60 min. Die Antikdrperbindung wurde unter Verwendung
eines verbesserten Chemilumineszenzsubstrats (Pierce) aufgedeckt und die Bandenintensitit

mit der ImageQuant TL-Software (Amersham) quantifiziert. Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) wurden verwendet, um eine gleichméfige Beladung der Proben zu
liberprifen.

AB-Enzymimmunosorbens-Assay (ELISA)

Die Proteinextraktion wurde durch sequentielle Ultrazentrifugation von Hirnsubregion-
Homogenaten hergestellt. Gefrorene Gewebe des Hippocampus von 5XFAD-Mdusen wurden
gewogen und mechanisch homogenisiert in vier Volumen eiskaltem TBS, erganzt mit
Proteaseinhibitoren (Sigma, P8340), Phosphataseinhibitoren (Sigma, P5726) und 2 mM EDTA.
Die Proben wurden bei 350.000 g fiir 30 min bei 4° C ultrazentrifugiert, und der gesammelte
Uberstand wurde als Protein-TBS-Fraktion (TBS) markiert. Das Pellet wurde in 200 pl 70%iger
Ameisensaure gelost, erganzt mit Phosphatase- und Proteaseinhibitorcocktails, und fiir 2 h bei
RT gedreht. Die Rohrchen wurden dann bei 350.000 g fiir 30 min bei 4° C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde gesammelt und 20 Volumina 1M Tris wurden hinzugefiigt, um die Protein-
FA-Fraktion (FA) zu erzeugen. Die Konzentrationen von AB342 und AB340 im Hippocampus wur-
den mit einem 3-Amyloid x-42 ELISA Kit (Biolegend, 842401) bzw. einem (3-Amyloid x-40 ELISA
Kit (Biolegend, 842301) quantifiziert. Die Gehalte von AB42 und AB40 werden als pg/ml A3 zu
Gesamtprotein mg/ml Protein (pg/mg) angegeben.

Erzeugung von Schadelfenstern und Zwei-Photonen-Bildgebung

Wie bereits berichtet wurden Schadelfenster erzeugt [97]. Carprofen (Pfizer, 15 pg/25 g
Maus) Analgesie wurde subkutan vor der Operation verabreicht. Mause wurden mit Isofluran
betaubt (5% fiir die Induktion, 1-2% danach), die Kopfhaut und das Bindegewebe wurden her-
ausgeschnitten und der Schadel wurde mit Cyanoacrylamid bedeckt. Eine Kraniotomie mit
einem Durchmesser von 3 mm wurde liber dem Barrel Cortex (primdrer somatosensorischer
Kortex; Bregma: rostral —1,5, seitlich 3 mm) und ein speziell angefertigtes 3 mm Deckglas
wurde platziert und mit Cyanacrylatkleber versiegelt. Der Trockenleim wurde mit Dentalacryl
tiberzogen. Eine Aluminiummetallstange mit zwei gehandelten Lochern wurde am Schadel be-
festigt. Wahrend der Operation und bis zur vollstindigen Genesung wurde die Maus mit einer
beheizten Platte bei 37° C gehalten. Ringer-Losung (1 ml) wurde nach der Operation subkutan
verabreicht.

Fir die Bildgebung wurden die Mause mit Isofluran (5% fiir die Induktion, 1,5% danach) in
reinem Sauerstoff betdubt. Die Mdause wurden in einem speziell angefertigten Tisch mit einer
vormontierten Kopfstange montiert und ihre Temperatur wurde mit einer beheizten Platte auf
37 ° C gehalten. Die Bildgebung wurde mit einem speziell modifizierten Zwei-Photonen-Laser-
Scanning-Mikroskop durchgefiihrt, das auf einer Sutter MOM-Apparatur basiert, die von der
MPScope 2.0-Software [98] unter Verwendung von 810-nm-Anregung gesteuert wurde.



Fir die Plaque-Bildgebung wurden Mausen (n = 3-4 pro Gruppe) 10 h vor jeder
Bildgebungssitzung 04 mg/kg Methoxy-X4920 (TOCRIS, 2, Chargennummer: 175057A/5; 10
mg/ml in 45% DMSO, 45% Propylenglykol, 7% PBS, pH 5,24) injiziert [99]. Die gleichen 3-4
Sichtfelder, 200-400 pum tief, wurden pro Tier vor und nach 1 Monat Exposition gegeniiber
HBOT- oder Kontrollbehandlungen abgebildet und Plaques wurden nach ihrem Volumen
sortiert. Die 3D-Rekonstruktion der Methoxy-X04-Plaques wurde mit der Imaris V7.1.1
Software (Imaris, RRID:SCR_007370) durchgefiihrt.

Zur Visualisierung von Blutplasma wurden Mdusen 20 ul FITC (5% w/v, i.v.;; Sigma-Aldrich)
iiber die infraorbitale Vene vor der Bildgebung. Die Geschwindigkeit der Blutzellen wurde in
Blutgefaf3en mit beliebigen Scanmustern gemessen, wie bereits beschrieben [100]. Die gle-
ichen Gefafde wurden vor und nach 1 Monat HBO/Kontrollbehandlung untersucht. Verfahren
zur Blutflussmessung und -analyse wurden bereits beschrieben [54]. Der Durchmesser eines
Blutgefafdes und die Geschwindigkeit der darin enthaltenen Erythrozyten konnen kombiniert
werden, um den absoluten RBC-Fluss zu bestimmen, der eine vollstandige Beschreibung des
Blutflusses in jedem Gefaf? liefert [54, 101] und gegeben ist durch:

Flow = gVD2

wobei V die zeitgemittelte RBC-Geschwindigkeit an der Mittellinie des Gefafdes und D der
Lumendurchmesser ist [54].

Menschliche Subjekte

Die Studienpopulation umfasste Erwachsene (5 Manner, 1 Frau) mit signifikantem
Gedachtnisverlust im Alter von 64 Jahren und alter, die unabhéngig lebten und sich in einem
guten funktionellen und kognitiven Zustand befanden. Die Studie wurde zwischen 2016 und
2020 im Shamir (Assaf-Harofeh) Medical Center, Israel, durchgefiihrt. Die in die Studie
eingeschlossenen Patienten hatten im letzten Jahr vor der Aufnahme keine kardiale oder
zerebrovaskuldre Ischdamiegeschichte. Zu den Ausschlusskriterien gehorten eine friithere
Behandlung mit HBOT aus irgendeinem Grund in den letzten drei Monaten, jede maligne
Vorgeschichte im letzten Jahr, jeder pathologische kognitive Verfall, schweres chronisches
Nierenversagen (GFR < 30), unkontrollierter Diabetes mellitus (HbA1C > 8, Niichternglukose >
200), Einnahme von Immunsuppressiva, MRT-Kontraindikationen, aktives Rauchen oder
Lungenerkrankungen. Die Rekrutierung basierte auf Social-Media-Posts und Anzeigen. Das
Studienprotokoll wurde vom Institutional Review Board des Shamir Medical Center (0172-15-
ASF) genehmigt. Registrierung klinischer Studien: NCT02790541.

HBO-Behandlung von Menschen

Das HBOT-Protokoll wurde in einer mehrplatzigen Starmed-2700-Kammer (Haux,
Deutschland) verabreicht. Das Protokoll bestand aus 60 taglichen Sitzungen bei 5 Sitzungen
pro Woche innerhalb eines Zeitraums von drei Monaten. Jede Sitzung beinhaltete das
Einatmen von 100% Sauerstoff durch Maske bei 2ATA fiir 90 Minuten mit 5 Minuten
Luftpausen alle 20 Minuten. Die Kompressions- und Dekompressionsraten betrugen 1 m/min.



Kognitive Bewertungen

Die kognitiven Funktionen wurden mit der computergestiitzten Testbatterie NeuroTrax bew-
ertet, die von einem zertifizierten Neuropsychologen tiberwacht wurde. NeuroTrax-Tests bew-
erten mehrere Aspekte der kognitiven Funktion des Gehirns, einschlief3lich Gedachtnis, exeku-
tive Funktion, Aufmerksamkeit, Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit, visuelle raumliche,
verbale und motorische Fahigkeiten. Der globale kognitive Bereich bewertet die
Gesamtleistung in allen oben genannten Kategorien. Die kognitiven Domédnenwerte wurden fiir
Alter, Geschlecht und Bildung normalisiert.

Die Teilnehmer fiillten validierte alternative Testformen der NeuroTrax-Testbatterie zu
Studienbeginn und nach HBOT aus, um eine iterative Verabreichung mit minimalen
Lerneffekten zu ermdglichen. Die Test-Retest-Reliabilitat der Tests war sowohl in normalen als
auch in verletzten Populationen ohne signifikante Lerneffekte hoch, aufier in den Bereichen
verbale Fliissigkeit (VF) und visuell-raumliche (VS), die in der aktuellen Studie nicht bewertet
wurden.

MRT-Scans

MRT-Scans wurden auf einem MAGNETOM Skyra 3T-Scanner durchgefiihrt, der mit 20-Kanal-
Empfangerkopfspulen konfiguriert war (Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland). Fiinfzig
T2*-gewichtete EPI-Volumina (Gradient-Echo Echo Planar Imaging) wurden erfasst. Vor einer
Bolusinjektion von Gadolinium-DTPA (Gd-DTPA, 0,2 ml/kg, verabreicht bei 5 ml/sec) wurden
zwei Wiederholungen durchgefiihrt, und 48 Wiederholungen wurden nach der Injektion von
Gd-DTPA durchgefiihrt. Sequenzparameter waren TR: 2.300 ms; TE: 40 ms; Flip-Winkel: 30°;
Voxelgrofde: 1,8 x 1,8, Matrix: 128 x 128; Anzahl der Scheiben: 25; und Scheibendicke: 3,9 mm.
Die Vorverarbeitung der Perfusions-MRT-Daten wurde mit SPM-Software (Version 12, UCL,
London, UK) durchgefiihrt und beinhaltete Bewegungskorrektur und Co-Registrierung mit
MPRAGE T1-Bildern. Eine individuelle Segmentierung der T1-Anatomie der grauen Substanz
(GM) und der weifden Substanz (WM) wurde ebenfalls durchgefiihrt, um die mittleren
Perfusionswerte zu extrahieren. Die quantitative Perfusionsanalyse des gesamten Gehirns
wurde wie beschrieben durchgefiihrt [102, 103]. Die CBF-Werte wurden normalisiert.

Statistische Analyse

Die durchgefiihrten statistischen Analysen werden in jeder Figurenlegende beschrieben. Daten
aus Nestbautests und Zwei-Photonen-Mikroskopie-Experimenten wurden durch wiederholte
Zwei-Wege-ANOVA-Messungen analysiert, gefolgt von einem Fisher LSD-Post-hoc-Test. Der
Vergleich der Analyse aller 4 Behandlungs-/Genotypgruppen erfolgte unter Verwendung einer
Zwei-Wege-ANOVA, gefolgt von einem Fisher LSD-Post-hoc-Test. Der t-Test des Schiilers und
der t-Test mit Welchs Korrektur wurden verwendet, um zwei Gruppen von Daten zu vergle-
ichen. Die Daten werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Fur
alle Analysen wurde die statistische Signifikanz bei P < 0,05 akzeptiert und Trends wurden
definiert, wenn P 0,10 <. Fiir MRT-Analysen und kognitive Tests am Menschen wurden der
Kolmogorov-Smirnov-Test, gepaarte T-Tests und FDR-Korrekturen verwendet. Fiir die MRT-



Analyse wurde eine rdumliche Normalisierung auf den MNI-Atlas (Montreal Neurological
Institute) angewendet, gefolgt von einer Gauf3-Glattung von 4 mm FWHM (volle Breite bei
halbem Maximum).

Ergdnzendes Material

Ergdnzende Methoden

Klicken Sie hier, um zu sehen.(149K pdf)

Ergdnzende Zahlen

Klicken Sie hier,um zu sehen.(?43K pdf)

Erganzende Tabelle 1

Klicken Sie hier,_um zu sehen. (279K pdf)
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BACE1 3-Sekretase-1 3-CTF B-Sekretase-1 gespaltenes C-terminales Fragment
CAA zerebrale Amyloid-Angiopathie



CBF  zerebraler Blutfluss
HBOT hyperbare Sauerstofftherapie
HIF-1 Hypoxie induzierbarer Faktor-1
IDE insulinabbauendes Enzym
LRP1 Low-Density-Lipoproteinrezeptor-verwandtes Protein
1 MCI leichte kognitive Beeintrachtigung
PSE  Presenilin 1
RBCs rote Blutkoérperchen
TBI  Schidel-Hirn-Trauma
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