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WPLYW HIPERBARII NA WYBRANE PARAMETRY STRESU
OKSYDACYJNEGO WE KRWI NURKOW.

EFFECT OF HYPERBARY ON CHOSEN PRAMETERS OF
OXIDATIVE STRESS IN DIVERS™ BLOOD.

Streszczenie Wprowadzenie: Celem badan byta ocena wpltywu ekspozycji w komorze
hiperbarycznej na wybrane parametry stresu oksydacyjnego we krwi nurkow.

Materiat i metody: W badaniach wzieto udziat 10 zdrowych mezczyzn (niepalgcych, z
doswiadczeniem w nurkowaniu na duze gtebokosci) w wieku od 18 do 40 lat (srednia wieku 27
lat), ktorzy zostali poddani ekspozycji hiperbarycznej symulujqcej warunki cisnieniowe
panujqgce podczas nurkowania na gtebokos¢ 30 m. Grupe kontrolng stanowito 16 zdrowych
mezczyzn, ktorzy nigdy nie nurkowali. Osoby te nie byly wczesniej poddawane ekspozycji
hiperbarycznej. Krew do badan pobierano na czczo, 7 Zyty odtokciowej. Oznaczano aktywnosé
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD-1) i stezenie dialdehydu malonowego (MDA) w krwinkach
czerwonych, stezenie grup karbonylowych w biatku oraz stezenia azotanow/azotynéw w osoczu.

Wyniki: Stwierdzono, Ze w grupie 0sob nurkujqcych stezenie MDA w erytrocytach
roznito sie istotnie statystycznie w porownaniu 7 grupq kontrolng. Nie stwierdzono istotnej
statystycznie roznicy w stezeniu grup karbonylowych miedzy grupq kontrolng a grupq nurkow.
W osoczu nurkow stwierdzono znamiennie nizsze stezenie azotanow/azotynow, a w krwinkach
czerwonych istotnie nizszq aktywnos¢ SOD-1 w odniesieniu do grupy kontrolnej.

Po ekspozycji hiperbarycznej grupy nurkow stwierdzono w erytrocytach znamienny
wzrost stezenia MDA i istotny wzrost aktywnosci SOD-1, a w osoczu istotny wzrost stezenia
azotanow/azotynow oraz znamiennie podwyzszone stezenie grup karbonylowych w biatku.

Wnioski: W krwinkach czerwonych os6b narazonych na dziatanie hiperbarii
stwierdzono ostabionq enzymatycznq obrone antyoksydacyjnq, w porownaniu 7 osobami
przebywajacymi w normobarii. We krwi nurkéw warunkach ekspozycji hiperbarycznej dochodzi
do nasilenia stresu oksydacyjnego.

Stowa kluczowe: stres oksydacyjny, hiperbaria, dialdehyd malonowy, grupy
karbonylowe, dysmutaza ponadtlenkowa, azotany\azotyny.

Abstract Introduction: The purpose of the study was to evaluate influence of hyperbaric
expositions in chambers on chosen parameters of oxidative stress in divers’ blood.

Materials and methods: 10 healthy men (non-smoking, with experience in diving on
large depths) in age from 18 till 40 years (mean age 27 years) took part in the investigations.
Subjects were submitted on hyperbaric conditions. Expositions simulated conditions dominant
at 30 m depth. Control group consisted of 16 healthy men, which have never dived nor have
been exposed on hyperbaric conditions. Blood was taken after overnight fasting from cubital
vein. Superoxide dismutase (SOD-1) activity and concentration of malondialdehyde (MDA)
were marked in red blood cells, concentration of carbonyl groups in serum proteins, and
concentration of nitrate/nitrite were estimated in plasma.

Results: In group of divers MDA concentration in erythrocytes differed statistically in
comparison with control group. Not statistically significant differences were estimated in
carbonyl groups concentrations between divers group and control group. Concentration of
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nitrite/nitrate in plasma, as well as activity of SOD-1 in red blood cells decreased significantly,
in comparison with control group.

After hyperbaric expositions in test group MDA concentration in erythrocytes
considerably increased, and also significant increase in SOD-I activity was observed. In
plasma significant increase in concentration of nitrite/nitrate was estimated, as well as increase
in carbonyl groups in serum proteins.

Conclusion: In red blood cells of persons exposed to hyperbary considerably weak
enzymatic antioxidant defense in comparison with persons in normobary was observed. The
intensification of oxidative stress takes place in blood of divers in hyperbaric conditions.

Keywords: Oxidative stress, hyperbaric, malondialdehyde, carbonyl groups, superoxide
dismutase, nitrate/nitrite

Wstep

Z wielu doniesien literaturowych wynika, ze terapia hiperbaryczna ma coraz
wieksze zastosowanie w leczeniu réznych schorzen. Metode tg stosuje sie w chorobie
dekompresyjnej czy zatruciu tlenkiem wegla (1,2) coraz czesciej terapie hiperbaryczng
wykorzystuje sie w leczeniu zgorzeli gazowej (3), trudno gojacych sie ran powstatych w
wyniku oparzen czy po zabiegach chirurgicznych (4). Prowadzone sg badania nad
mozliwosciami zastosowania tego typu terapii, jako leczenia wspomagajacego po
radio- lub chemioterapii (5)

Z drugiej jednak strony widomo, ze w wyniku metabolizmu tlenowego, nawet w
warunkach fizjologicznych, powstajg reaktywne formy tlenowe (RFT), ktére stanowig
zagrozenie dla wielu struktur komérkowych. Wedtug niektérych autoréw u zdrowego
cztowieka dochodzi do przeksztatcenia od 3 do 10 % tlenu czasteczkowego w jego
reaktywne formy (6). Ekspozycja hiperbaryczna moze prowadzi¢ do wzmozonego
generowania RFT (7), ktére przyczyniajg sie do uszkodzen struktur biatkowych (8),
lipidow (9), kwaséw nukleinowych (10,11). Przeprowadzone badania wtasne miaty na
celu ocene wybranych parametrow stresu oksydacyjnego we krwi oséb nurkujgcych
oraz wptywu ekspozycji w komorze hiperbarycznej na procesy pro- i antyoksydacyjne.

Materialy i metody

W badaniu wzieto udziat 10 zdrowych, niepalacych mezczyzn, w wieku od 18
do 40 lat (Srednia wieku 27 lat). Ochotnicy, ktérzy wyrazili dobrowolnie zgode na udziat
w eksperymencie, byli nurkami z r6znym stazem ($redni staz 7 lat). Zostali poddani
ekspozycji hiperbarycznej w komorze imitujgcej warunki ciSnieniowe panujace podczas
nurkowania na gtebokosci 30 metréw (3 ata). Czas ekspozycji wynosit 3,5 h natomiast
plateau ekspozycji wynosito 30 minut. Ekspozycja hiperbaryczna byta zorganizowana
przy wspétpracy z Zaktadem Medycyny Morskiej i Tropikalnej Wojskowego Instytutu
Medycznego w Gdyni. Ekspozycja zostata przeprowadzona przez wykwalifikowany
personel medyczny i techniczny. Grupe kontrolng stanowito 16 zdrowych mezczyzn w
wieku 21-48 lat (Srednia wieku 39 lat.), ktérzy nigdy nie nurkowali, ani wczeséniej nie
byli poddawani ekspozycji hiperbarycznej. Na wykonanie badan uzyskano zgode
Komisji Bioetycznej Collegium Medicum w Bydgoszczy UMK w Toruniu (KB/402/2004).
W grupie nurkbw krew pobierana byta przed ekspozycjg i po jej zakonczeniu do
probowek z heparyng jako antykoagulantem, w celu pozyskania osocza i hemolizatu
oraz na skrzep, w celu uzyskania surowicy. W hemolizacie oznaczono aktywnosc¢
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD-1 E.C.1.15.1.1). metodq Misra, Fridovich (12), ktéra
polega na wytwarzaniu anionorodnika ponadtlenkowego z tlenu czasteczkowego w
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obecnosci EDTA, merkaptetanolu i chlorku manganu. Aktywnos¢ SOD-1 wyrazono w
U/gHb.

Stezenie dialdehydu malonowego (MDA) jako markera procesow peroksydaciji
lipidébw oznaczono wedtug metody Placera i wsp. (13), w ktérej wykorzystuje sie
reakcje kwasu tiobarbiturowego z MDA, w wyniku ktorej powstaje barwny addukt.
Stezenie adduktu oznaczano kolorymetrycznie przy diugosci fali A=532 nm. | wyrazono
w pmol/gHb.

W surowicy oznaczono stezenie grup karbonylowych w biatkach wedlug metody
Levina i wsp. (14). Stezenie tlenku azotu oznaczono metodg posrednig wedtug Marletta
(15) oznaczajac stezenie azotandéw/azotynéw w osoczu. Metoda ta wykorzystuje reakcje
pomiedzy anionem azotanowym i azotynowym z N-(1-naftylo)etylenodiaming, w
srodowisku kwasu sulfanilowego (reakcja Griessa), w wyniku czego powstaje barwny
kompleks, ktérego absorbancja przy dtugosci fali A=545 nm jest wprost proporcjonalna
do stezenia azotanéw i azotynéw w badanej prébce. Stezenie azotandéw/azotyndw
wyrazono w umol/l. Stezenie biatka oznaczono wedtug metody Gornall’a i wsp. (16)
wykorzystujacej reakcje biuretowa. Analize statystyczng wynikow przeprowadzono
uzywajgc testu t-Studenta. Za rbznice istotng  statystycznie  uznano
prawdopodobienstwo p<0,05.

Wyniki

Wyniki przedstawiono w tabeli 1. W krwinkach czerwonych nurkéw w warunkach
podstawowych stwierdzono istotne statystycznie r6znice w stezeniu MDA w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (odpowiednio 0,208+0,04 umol/g Hb; 0,215 +0,03 umol/g Hb
p<0,01). Ekspozycja hiperbaryczna w badanej grupie nurkéw wptywata na znamienne
statystycznie zwiekszenie stezenia MDA w erytrocytach (0,255+0,03 umol/g Hb p<0,05)

Stezenie grup karbonylowych w biatkach w grupie nurkéw nie réznito sie
znamiennie statystycznie w poréwnaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio 0,083+0,02;
0,078+0,02 nmol/mg biatka). W grupie nurkéw ekspozycja hiperbaryczna wptyneta na
istotny wzrost stezenia grup karbonylowych (0,118+0,03 nmol/mg biatka p<0,05).

Stezenie tlenku azotu w osoczu (mierzone posrednio na podstawie stezenia
azotandéw/azotynéw) w grupie nurkéw byto statystycznie znamiennie nizsze w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio 1,11£0,5 pymol/l; 3,81+0,72 pmol/l,
p<0,0001). Po ekspozycji hiperbarycznej zaobserwowano w grupie nurkéw
statystycznie znamienny wzrost stezenia azotanéw/azotynéw (2,00+0,5 umol/l,
p<0,01).

Aktywnos¢ SOD-1 w erytrocytach w grupie nurkéw byta statystycznie
znamiennie nizsza w odniesieniu do grupy kontrolnej (odpowiednio: 2687,78+363,16
U/g Hb; 3248,8+£348,22 U/g Hb, p<0,0001). Po ekspozycji hiperbarycznej
zaobserwowano istotny wzrost aktywnosci tego enzymu (3115,55+363,12 U/g Hb,
p<0,01).

Dyskusja

Podczas ekspozycji hiperbarycznej moze dochodzic do wzmozonego
generowania RFT, ktére moga powodowac efekty toksyczne. W wyniku czego moze
dochodzi¢ do uszkodzenia komérek i tkanek. Ekspozycja hiperbaryczna powodowac
moze nasilenie proces6w peroksydacji lipidéw, o czym swiadczy zaobserwowany w
badaniach wtasnych wzrost stezenia MDA. MDA jest jednym z markerdéw nasilenia
proces6w prooksydacyjnych, w ktoérych lipidy reaguja ze zwigzkami posiadajgcymi
witasnosci utleniajgce m.in. wolnymi rodnikami. Zaatakowane przez wolne rodniki
struktury lipidowe same nabierajg charakteru rodnikowego, zapoczatkowujac reakcje
tancuchowg skutkiem, ktorej jest destrukcja btony komorkowej (17). Wynikiem
uszkodzenia btony komérkowej krwinek czerwonych jest uwalnianie zelaza hemowego
Fe?, ktére jest katalizatorem reakcji generujacej RFT (18). W reakcji katalizowane;
przez wolne jony Fe®* powstaje bardzo toksyczny rodnik hydroksylowy (OH’). Na
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dziatanie OH' sg szczegdlnie narazone biatka, w miejscu wystepowania reszt
prolinowych, histydynowych i argininowych (8), ktérym czesto towarzyszg jony metali
przejsciowych (19). Kolejnym argumentem potwierdzajagcym udziat hiperbarii w
oksydacyjnym uszkodzeniu struktur biatkowych jest stwierdzony w badaniach wtasnych
wzrost stezenia grup karbonylowych. Grupy karbonylowe sg lepszym markerem stresu
oksydacyjnego w poréwnaniu z produktami peroksydacji lipidéw poniewaz krgzg w
krwiobiegu przez diuzszy okres czasu a ich stezenie w surowicy jest stabilne przez co
najmniej cztery godziny (8,20).

O nasileniu stresu oksydacyjnego, w warunkach narazenia na zwiekszone
cisnienie atmosferyczne, moze takze swiadczy¢, zaobserwowany wzrost aktywnosci
SOD-1 w grupie nurkéw. Moze to by¢ efekt kompensacyjny zwigzany ze wzmozonym
generowaniem RFT w tej grupie.

Poréwnujac badane parametry grupy kontrolnej i grupy nurkéw mozna
zauwazy¢, ze u 0s6b narazonych na dziatanie srodowiska hiperbarycznego obrona
antyoksydacyjna jest ostabiona w poréwnaniu do oséb stale przebywajacych w
warunkach normobarii. Przemawia¢ moze za tym fakt, ze stezenie tlenku azotu, ktéry
jak wiadomo ma duze znaczenie w regulacji napiecia sciany naczyniowej (20, 21) jest
istotnie nizsze w badanej grupie nurkbw w poréwnaniu z grupg kontrolng. Poziom
azotanoéw/azotyndéw badanej grupy nurkéw, nawet po ekspozycji hiperbarycznej, mimo
istotnego wzrostu w stosunku do wartosci podstawowej, nie przekroczyt wartosci
obserwowanej w grupie kontrolnej. Moze to by¢ zwigzane z antyoksydacyjnymi
wtasciwosciami tlenku azotu, ktéry bedac sam wolnym rodnikiem moze reagowac z
innymi wolnymi rodnikami biorac udziat w procesie peroksydacji lipiddéw i terminowac tgq
reakcje (22). Nizszy poziom azotandéw/azotynéw w grupie badanej moze takze wynikaé
z faktu, ze tlenek azotu moze reagowac z anionorodnikem ponadtlenkowym, w wyniku
ktorej powstaje nadtlenoazotyn (20). Za faktem tym przemawia to, ze reakcja pomiedzy
anionorodnikiem tlenowym a tlenkiem azotu zachodzi prawie trzykrotnie szybciej, niz
reakcja dysmutacji katalizowana przez SOD. Powstaty nadtlenoazotyn jest zwigzkiem,
ktory jest zdolny w organizmie do dyfundowania na znaczne odlegtosci i posiada silne
wiasnosci utleniajace (19). Jest bardzo reaktywny w stosunku do grup tiolowych biatek
(8) i wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych w lipidach, i moze inicjowaé
peroksydacje lipidow.

O zaburzonej barierze antyoksydacyjnej we krwi nurkdéw swiadczy¢ moze takze
obserwowana aktywnos¢ SOD-1, ktora jest kluczowym komérkowym enzymem
antyoksydacyjnym. Aktywnos$¢ tego enzymu przed ekspozycjg w grupie nurkéw byta
znamiennie nizsza, w porownaniu do grupy kontrolnej. Mozna przypuszczac, ze
obserwowane roznice w zakresie stanu antyoksydacyjnego organizmu pomiedzy grupa
kontrolng a badang grupa nurkéw, sa wynikiem adaptacji fizjologicznej, wynikajacej z
przystosowania organizmu do warunkéw srodowiska. Nie mozna jednak wykluczy¢
trwatego uszkodzenia bariery antyoksydacyjnej organizmu, przez dziatanie
podwyzszonego cisnienia atmosferycznego na struktury komérkowe odpowiedzialne za
ochrone antyoksydacyjng organizmu. W celu doktadnego wyjasnienia, wptywu
hiperbarii na procesy wolnorodnikowe zachodzgace w organizmie, konieczne jest
przeprowadzenie dalszych badan na wiekszej grupie ochotnikdw.

Whioski

W krwinkach czerwonych os6b narazonych na dziatanie hiperbarii stwierdzono
istotnie ostabiong enzymatyczng obrone antyoksydacyjng, w poréwnaniu z osobami
przebywajacymi stale w warunkach normobarii.

W warunkach hiperbarycznych nastepuje nasilenie proceséw proksydacyjnych,
ktére sg zrodtem wolnych rodnikéw. Dowodem na to, jest wzrost stezenia i aktywnosci
gtéwnych markeréw stresu oksydacyjnego we krwi 0sob, ktére poddaty sie ekspozycji
hiperbarycznej.
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Tabela 1. Parametry stresu oksydacyjnego przed i po ekspozycji hiperbarycznej.

Gru pa Grupa nurkow
p t n=10
arametr
kontrolna orzed 0o
n=16 ekspozycja ekspozycji
MDA  (umol/g b
0,215+0,03% 0,208+0,04 0,255+0,03
Hb)
Grupy
karbonylowe 0,078+0,02 0,083+0,02° 0,118+0,03
(nmol/mg biatka)
Azotany/azotyn b
3,81+0,72° 1,11+0,5 2,00+0,5
y (umol/l)
SOD-1 (U/g 3284,80+348,22 2687,78+363,16 3115,55+363,1
Hb) ; ° 2

@ p<0,05 grupa kontrolna vs grupa nurkow przed ekspozycjg

b p<0,05 grupa nurkdéw przed ekspozycjg vs grupa nurkéw po ekspozycji
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