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Spis wazniejszych skrotow uzywanych w pracy

ABD -
ALT -
ATA -
ATP -
CAT -
COX -
CTD -
eGFR -

eNOS -
FAD -

FADH,; —

FMN -
GPx —
GSH -
GSSG -
HBO —
HBOT —
HIF-1o -

HSF —
HSP —
iNOS -
JAK -
L-DOPA —
MDA —

domena wigzgca ATP (ang. ATPase binding domain)

aminotransferaza alaninowa (ang. alanine transaminase)

atmosfera absolutna (ang. atmosphere absolute)

adenozynotrifosforan (ang. adenosine triphosphate)

katalaza (ang. catalase)

cyklooksygenaza (ang. cyclooxygenase)

domena C-koricowa (ang. C-terminal domain)

estymowany wspotczynnik przesgczania ktebuszkowego (ang. estimated
glomerular filtration rate)

endotelialna syntaza tlenku azotu (ang. endothelial nitric oxide synthase)
dinukleotyd flawinoadeninowy, forma utleniona (ang. flavin adenine
dinucleotide)

dinukleotyd flawinoadeninowy, forma zredukowana (ang. flavin adenine
dinucleotide)

mononukleotyd flawinowy (ang. flavine mononucleotide)

peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase)

glutation zredukowany (ang. glutathione)

glutation utleniony (ang. glutathione disulfide)

tlen hiperbaryczny (ang. hyperbaric oxygen)

leczenie tlenem hiperbarycznym (ang. hyperbaric oxygen therapy)

czynnik transkrypcyjny indukowany hipoksjg 1 (ang. hypoxia-inducible
factor 1)

czynnik szoku cieplnego 1 (ang. heat shock factor 1)

biatko szoku cieplnego (ang. heat shock proteine)

indukowalna syntaza tlenku azotu (ang. inducible nitric oxide synthase)
kinazy tyrozynowe Janus (ang. Janus-activated kinases)
L-dihydroksyfenyloalanina, lewodopa (ang. L-dihydroxyphenylalanine)
dialdehyd malonowy (ang. malondialdehyde)
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MHC -

MnSOD —

mRNA -
NADH —

NADPH -

NBD —
NF-kB —

nNOS -
Nrf2 —

NTD -
OUN -
PBD —
RFT -
ROMs —
ROS -
SBD -
SHSP —
SOD -
STAT1 -

TBARS —

TMB —
ZnSOD —

gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility
complex)

zalezna od manganu dysmutaza ponadtlenkowa (ang. manganese-
dependent superoxide dismutase)

matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, forma zredukowana (ang.
nicotinamide adenine dinucleotide)

fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, forma zredukowana
(ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)

domena taczgca nukleotydy (ang. nucleotide binding domain)

jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-kappa-B (ang. nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells)

neuronalna syntaza tlenku azotu (ang. neuronal nitric oxide synthase)
jadrowy czynnik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego typu 2 (ang.
nuclear erythroid 2-related factor)

domena N-koricowa (ang. N-terminal domain)

osrodkowy uktad nerwowy

domena tgczaca peptydy (ang. peptide binding domain)

reaktywne formy tlenu

reaktywne metabolity tlenu (ang. reactive oxygenated metabolites)
reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

domena tgczaca substrat (ang. substrate binding domain)

mate biatka szoku cieplnego (ang. small heat shock proteins)

dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji typu 1 (ang. signal transducer
and activator of transcription 1)

substancje reagujgce z kwasem tiobarbiturowym (ang. thiobarbituric acid
reactive substances)

tetrametylobenzydyna (ang. tetramethylbenzidine)

zalezna od cynku dysmutaza ponadtlenkowa (ang. zinc-dependent

superoxide dismutase)
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Wstep

Cheé swobodnego przebywania pod wodg towarzyszy cztowiekowi od wiekéw.
Obecnie nurkowanie jest nie tylko szeroko wykorzystywane w celach naukowych,
poznawczych, poszukiwawczych czy militarnych na catym $wiecie, ale w zwigzku
z rosngcy dostepnoscia, dla wielu ludzi stato sie sposobem na spedzanie wolnego czasu
i poznawanie tajemniczego, podwodnego $wiata. Podczas nurkowania organizm ludzki
narazony jest na wysoce specyficzne warunki, nie wystepujace w srodowisku lgdowym.
Przebywanie w warunkach zwiekszonego cisnienia ma miejsce takze podczas
tlenoterapii hiperbarycznej, a niektore aspekty fizjologii i biochemii obu tych standw sg
zbiezne. Pomimo publikowania na catym s$wiecie licznych doniesien z zakresu biologii
redoks, patofizjologii nurkowania i tlenoterapii hiperbarycznej, dostepnych jest
zaledwie kilkanascie doniesien omawiajgcych wptyw nurkowania na procesy
biochemiczne zachodzace w organizmie, przy czym zdecydowana wiekszos¢ z tych
badan oparta byta na zwierzetach lub liniach komdrkowych. W dodatku kazde badanie
zaplanowane byfo w inny sposéb i przeprowadzane w odmiennych warunkach, co
uniemozliwia obiektywne pordwnanie wynikow.

Szczegblne zainteresowanie oddziatywaniem ekstremalnych warunkéw na
organizm, che¢ szerszego poznania fizjologii i patofizjologii cztowieka, jak réwniez
proba wptyniecia na bezpieczenstwo nurkdw zwigzana z postepem technicznym
i naukowym, stanowito przyczynek do podjecia badan. Majac na uwadze mozliwos¢
wystgpienia choroby dekompresyjnej (DCS) i wskazywang w pojedynczych
doniesieniach role HSP i NO w rozwoju DCS, w celu spdjnego potaczenia tematyki,
zbadano w pracy nasilenie stresu oksydacyjnego, stezenie biatek szoku cieplnego
HSP70 i HSP90, a takze syntaz tlenku azotu eNOS i iNOS przed i po ekspozycjach
w komorze hiperbarycznej, symulujgcych nurkowania do gtebokosci 30 i 60 m.
u zdrowych, zawodowych nurkow.

Dane pochodzace z niniejszej pracy, gdzie omawiane oznaczenia biochemiczne po
raz pierwszy (fgcznie) wykonano w materiale pochodzgcym od nurkéw, pozwolg
uzyskac¢ nowg, ogdlng wiedze i potozy¢ podwaliny pod kolejne, bardziej zaawansowane

badania, w ktérych oprécz stezenia m.in. syntaz tlenku azotu, warto skoncentrowac sie
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takze na aktywnosci enzymu, gdyz nie zawsze zmiany w stezeniu (ekspresji) biatka
muszg wigzac sie ze zmiang aktywnosci enzymatycznej.

Dostepne obecnie wyniki nielicznych doswiadczen, opartych na bardzo réznych
warunkach ekspozycji i z wykorzystaniem m.in. réinych komoédrek (gtownie
zwierzecych) powodujg niemate zamieszanie w pismiennictwie. Probg czesciowego

usystematyzowania i pogtebienia wiedzy jest niniejsza praca.
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1. Warunki hiperbaryczne i biochemia stresu oksydacyjnego

1.1. Hiperbaria i charakterystyka srodowiska hiperbarycznego
Okreslenie hiperbaria pochodzi z jezyka greckiego od stow , hypér” — nad, powyzej,
oznacza zbyt wysoki poziom i ,,bdros” — waga. Poszukiwanie jednej definicji , hiperbarii”
czy ,Srodowiska hiperbarycznego” jest niezwykle trudne. Zazwyczaj majgc na mysli te
pojecia, odnosimy sie do zwiekszonego cisnienia (otaczajgcej nas atmosfery,
srodowiska itp.). Stowniki ttumaczg to pojecie m.in. tak:
,wieksze niz normalne (1 atm., 101325 Pa) cisnienie gazow lub wiekszy ciezar wtasciwy
roztworow od przyjetego jako wartosc odniesienia” [1].
Okreslenia hiperbaria wykorzystanego w stosunku do cieczy (dokfadnie jej ciezaru
wtasciwego) praktycznie sie nie spotyka w literaturze.
Srodowisko to ogét elementéw (ozywionych i nieozywionych) jakie nas otaczaja.
Odnoszac sie do nauk przyrodniczych méwimy np. o srodowisku wodnym, lgdowym.
Gdy kazdy element tej przestrzeni oddziatuje na nasz organizm z cisnieniem wyzszym
niz cisnienie atmosferyczne mozna powiedzieé, ze przebywamy w sSrodowisku
hiperbarycznym. Taka sytuacja wystepuje np. pod powierzchniag wody w czasie
nurkowania. Przyktadem moze by¢ sSrodowisko wewngtrz komory hiperbarycznej
stosowanej m.in. w tlenoterapii hiperbarycznej, habitatu czy dzwonu nurkowego.
W naukach medycznych najczesciej spotyka sie hiperbarie tlenowg lub leczeniem
tlenem hiperbarycznym (HBOT, ang. Hyperbaric Oxygen Therapy lub HBO, Hyperbaric
Oxygen) polegajace na oddychaniu 100% tlenem pod cisnieniem wyzszym (wyrazonym
w atmosferach absolutnych - ATA, ang. atmosphere absolute) od cisnienia
atmosferycznego, tj. 1 atm. [2]. Stosowane zazwyczaj cisnienie wynosi od 2 do 3 ATA
[3]. Podczas przebywania w takim srodowisku cisnienie parcjalne tlenu we krwi
tetniczej osigga do ok. 2000 mm Hg, a w tkankach 200-400 mm Hg [4].
Miedzy innymi ze wzgledu na gtebokos¢ nurkowania dzieli sie na:
- ptytkie (do 20 m H,0)
- Sredniogtebokie (od 20 do 45(60) m H,0)
- gtebokie (> 45(60) m H,0).
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W niniejszej pracy omawiane s3 nurkowania sredniogtebokie, eksperymentalne,
krotkotrwate — prowadzone w warunkach symulowanych komory hiperbarycznej,
w czasie, w ktérym nie dochodzi do petnego wysycenia tkanek gazami obojetnymi.
Zmiany cisnienia w trakcie nurkowania sg niezwykle wazne i wymagajg doktadnego
zrozumienia. Oddziatujace na nurka cisnienie sprawia, ze wszelkie aspekty zwigzane
z wtasciwosciami gazow nabierajg istotnego znaczenia biologicznego, co dotyczy takze
gazow obojetnych chemicznie. Najczesciej stosowang jednostkg cisnienia
w nurkowaniu jest bar (1 bar odpowiada 1000 hPa). Inng czesto stosowang jednostka
jest ATA, wyrazajgce ci$nienie absolutne (w stosunku do prdini) w atmosferach
fizycznych (1 ATA = 760 mm Hg = 1013,25 hPa). Ogdlng zaleznos¢ pomiedzy

jednostkami cisnienia (zgodng z uktadem SI) mozna przedstawi¢ nastepujgco:
0,1 bar = 0,01 MPa = 10 kPa = 0,1 at = 1 msw (metr wody morskiej)

Moéwigc o ci$nieniu dziatajgcym na nurka, bierzemy pod uwage sume cisnien:

atmosferycznego i cisnienia hydrostatycznego stupa wody:

Pabs = Patm T Phydr
gdzie:
Pabs - CiShienie absolutne (catkowite), ATA
Patm — CiSnienie atmosferyczne

Phyar — CiSnienie hydrostatyczne

Ci$nienie hydrostatyczne wzrasta liniowo co 10 m H,0 o 1 at (atmosfere techniczna?).

Rozpatrujac liczne aspekty patofizjologii nurkowania (w tym biochemiczne), zawsze

nalezy uwzglednia¢ podstawowe prawa gazowe.

1.2. Prawa gazowe

1.2.1. Prawo Daltona

Waznym zagadnieniem jest cisnienie parcjalne decydujgce o wptywie danego gazu
na fizjologie organizmu. Zgodnie z prawem Daltona (prawem ci$niern parcjalnych,

majgcym ogromne znaczenie w patofizjologii nurkowania w zwigzku z toksycznym

''1 at = 0,9678415 atm (atmosfery fizycznej)
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oddziatywaniem gazéw na organizm nurka) cisnienie mieszaniny gazéw réwne jest
sumie cisnien, jakie wywieratyby poszczegdlne jej sktadniki, gdyby kazdy z nich

umieszczony byt osobno (w jednakowej temperaturze i pod jednakowym cisnieniem):
k
p= Z bi
i=1

p — ci$nienie w mieszaninie k-sktadnikowej w temperaturze T i objetosci V

gdzie:

pi — cisnienie parcjalne (czastkowe) sktadnika i w jednakowej temperaturze i objetosci

Cisnienie parcjalne rowne jest iloczynowi ciSnienia catkowitego gazu i procentowej
zawartosci objetosciowej danego skfadnika. Wyrazane jest w atmosferach
technicznych [at]. Prawo Daltona spetnione jest jednak tylko dla gazéw doskonatych,

w przypadku gazow rzeczywistych dotyczy tylko gazow rozrzedzonych.

1.2.2. Prawo Henry'ego

Istotng kwestig zwigzang z nurkowaniem jest rozpuszczalnos¢ gazéw. Zmiany
cisnienia powodujg istotne zmiany rozpuszczalnosci gazéw w tkankach i ptynach
organizmu. Zgodnie z prawem Henry'ego, ktére stanowi teoretyczng podstawe modeli
dekompres;ji, rozpuszczalnos¢ gazéw rosnie wraz ze wzrostem cisnienia, przy czym
zaleznos¢ ta ma charakter liniowy. Wynika to bezpos$rednio z rownania:

pi = niK;

gdzie:
p; - ci$nienie czastkowe par sktadnika i

n; - liczba moli sktadnika i

K - stata charakterystyczna dla danego sktadnika i (gazu) w statej temperaturze.

Nasycanie gazem (np. tkanek) zwieksza sie wraz ze wzrostem cisnienia. Nasycanie
nazywane jest saturacjg, odsycanie desaturacjg. Procesy te sg wazne z punktu widzenia

teorii dekompresji i lezg u podstaw patogenezy choroby dekomresyjne;.
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1.2.3. Prawo Boyle’a-Mariotte’a
Przemiane izotermiczng gazu opisuje prawo Boyle’a-Mariotte’a:

pV = const.
(gdy T = const.)
gdzie:
p - cisnienie gazu

V — objetos¢ gazu

Wynika z niego, ze wzrostowi cisnienia gazu (lub mieszaniny gazéw) w statej
temperaturze towarzyszy spadek objetosci. Podczas rozprezania gazu ros$nie jego
objetos¢. Wynikajgce z prawa Boyle’a-Mariotte’a zmiany objetosci gazu w zamknietych
przestrzeniach organizmu sg przyczyng duzej grupy patologii nurkowych; urazéw
cisnieniowych. Zalezno$¢ ta ma takze bezposrednie przetozenie na praktyczne aspekty
dekompresji nurkéw i zuzycie mieszanin oddechowych, ktdére rosnie wraz

z gtebokoscia.

1.2.4. Prawo Gay-Lussaca (prawo stosunkéw objetosciowych)
Przy statym cisnieniu (przemiana izobaryczna) stosunek objetosci gazu do jego
temperatury jest staty, lub inaczej, objetos¢ gazu jest wprost proporcjonalna do jego

temperatury bezwzgledne;j:

VoAT
273

14
7 = const. lub V, =

gdzie:

V — objetos¢ gazu

V, — objetosé gazu przed ogrzaniem
V, — objetos¢ gazu po ogrzaniu

T —temperatura gazu

Jest to niezwykle wazna zaleznos$¢ z punktu widzenia zmian temperatury podczas
nurkowania, dotyczaca zaréwno nurkow jak i wykorzystywanego sprzetu (np. butli
z mieszaninami oddechowymi). Z powyzszego réwnania wynika np., ze dwukrotnemu

wzrostowi temperatury gazu towarzyszy¢ bedzie dwukrotny wzrost objetosci.
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1.2.5. Prawo Charles’a (prawo objetosci)
Prawo Charles’a opisuje przemiane izochoryczng (tj. bez zmiany objetosci gazu)
i nabiera szczegdlnego znaczenia praktycznego m.in. w odniesieniu do zmian ci$nienia
gazow w butlach nurkowych w réznych temperaturach. Matematycznie moze zostac
wyrazone nastepujgco:
P_ cons
T .
gdzie:

p — ci$nienie gazu

T —temperatura gazu

co oznacza, ze w statej objetosci, stosunek cisnienia gazu do jego temperatury
bezwzglednej jest staty. Jesli temperature gazu wzrosnie, to wzrosnie rowniez jego
cisnienie i odwrotnie. Zalezno$¢ ta ma szczegdlne znaczenie w nurkowaniu, kiedy

cisnienie gazéw zalezy np. od temperatury otoczenia lub temperatury ciata.

1.2.6. Prawo podziatu Nernsta

Za wymiane gazowg w organizmie odpowiada ukfad krgzenia i uktad oddechowy.
Z punktu widzenia patofizjologii nurkowania istotne jest, jak szybko zostanie osiggniety
stan rownowagi pomiedzy stezeniami okreslonego gazu we krwi i tkankach. Prawo
podziatu okresla w jaki sposéb dowolna substancja chemiczna rozpuszcza sie w dwéch
sgsiadujgcych osrodkach, rdéznigcych sie od siebie. Matematycznie prawo Nernsta

wyrazone jest wzorem:

Cy
— =K
Ca
gdzie:
C,, C, — stezenia molowe okreslonej substancji

K — wspoétczynnik podziatu

Stosunek stezen substancji rozpuszczonej w dwodch fazach w danej temperaturze
w stanie réwnowagi jest staty i niezalezny od stezenia ogolnego. Wartosc

wspotczynnika K charakteryzuje gazy obojetne pod katem dziatania narkotycznego.
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1.2.7. Dyfuzja

Dyfuzja jest jednym z podstawowych zjawisk, jakie zachodzg w Srodowisku
o zwiekszonym cisnieniu i polega na samorzutnym rozprzestrzenianiu sie i przenikaniu
czgsteczek w osrodku o temperaturze T>0 K spowodowanym ruchem cieplnym
i wynikajagcym z rdznicy stezen gazdéw, a prowadzacym do wyrdéwnania stezen
w uktadzie faz. Dyfuzja opisana jest ogdlnie dwoma prawami Ficka. Dyfuzje gazéw

opisuje prawo Grahama:

o Mz
2% M,

gdzie:
M1, Lo— Srednie predkosci czasteczek sktadnika my i m,

M;, M, — masy molowe czasteczek sktadnika m; i m,

Zgodnie z prawem Grahama szybkos¢ dyfuzji gazéw jest odwrotnie proporcjonalna do

pierwiastka kwadratowego z mas molowych tych gazéw.

Oddziatujgce na nurka cisnienie jest istotnym czynnikiem wptywajacym na
fizjologie organizmu. Srodowisko wodne jest dla cztowieka skrajnie nieprzyjazne.
Z przebywaniem w warunkach hiperbarycznych wigze sie szereg zagrozen: toksyczne
dziatanie tlenu i toksyczne (narkotyczne) dziatanie gazéw obojetnych, zwigzane ze
zmiang ich cisnien parcjalnych, zaburzenie funkcji uktadéw sensorycznych, urazy
cisnieniowe (m.in. ptuc, ucha) czy choroba dekompresyjna. Urazy cisnieniowe
spowodowane sg duzymi zmianami cisnienia i niemoznoscig wyréwnywania cisnien
w przestrzeniach powietrznych organizmu. Jest to zagadnienie wazne szczegdlnie przy

ekspozycjach na wieksze gtebokosci.

1.3. Mieszaniny oddechowe

1.3.1. Nitroks

Nitroks (nitrox) jest to kazda mieszanina tlenu i azotu. Bedace réwniez mieszaning
tych samych gazéw w stosunku 21% tlenu i 78% azotu powietrze stanowi punkt
odniesienia; nitroks normooksyczny. Mieszaniny w ktérych udziat procentowy tlenu

jest nizszy niz w powietrzu atmosferycznym nazywamy nitroksami hipooksycznymi
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a te, w ktorych udziat tlenu jest wiekszy niz w powietrzu nazywamy nitroksami
hiperoksycznymi. Praktyczne zastosowanie w nurkowaniu i technologii hiperbarycznej
ma tylko ten ostatni.

Pierwotnie nitroks byt stosowany jako mieszanina dekompresyjna. Zastosowanie
mieszaniny o mniejszym udziale gazu obojetnego na poszczegdlnych przystankach
dekompresyjnych zwiekszato jego eliminacje i skracatlo dekompresje. Rowniez
w dekompresji leczniczej nitroks znalazt swoje miejsce. Tabela 6A w ktérej zastgpiono
na najwiekszej gtebokosci powietrze nitroksem stawata sie bardziej skuteczng [dotyczy
tabel dekompresyjnych Marynarki Wojennej].

W nurkowaniach krétkotrwatych, zaréwno profesjonalnych jak i dla celéow
militarnych, stosowane sg nitroksy hiperoksyczne o zawartosci tlenu od 28 do 80%.
Nitroks znalazt zastosowanie w aparatach o obiegu otwartym i pétotwartym. Kazda
technologia nurkowania i kazdy sktad procentowy nitroksu wymaga opracowania
osobnych tabel dekompresyjnych. Nitroks stosowany jest takze w aparatach o obiegu
zamknietym, ktére dysponuja mozliwoscia elektronicznej kontroli sktadu mieszaniny?.

Zastosowanie nitrokséw jako mieszaniny oddechowej pozwalato na dtuisze
w stosunku do oddychania powietrzem czasy ekspozycji i pobytéw na gtebokosci.
Jednak te same nitroksy ograniczajg gtebokos¢ maksymalng nurkowania w stosunku do
powietrza ze wzgledu na mdzgowa toksycznos$é tlenowq. Im wieksza zawartos¢ tlenu
w mieszaninie, tym dtuzszy czas pobytu bezdekompresyjnego na danej gtebokosci, ale
tez tym mniejsza bezpieczna gtebokosc.

Wyzej wymienione wtasciwosci nitrokséw wywotaty zainteresowanie tym
czynnikiem oddechowym ptetwonurkéw amatoréw. Sprzet do nurkowan amatorskich
oznaczony kolorem zétto — zielonym oraz oferta tadowania butli nitroksem staty sie
istotnym zrédtem dochoddéw dla federacji i baz nurkowych.

W nurkowaniach saturowanych nitroks nie ma wiekszego zastosowania z uwagi na
zagrozenie narkozg azotowg a szczegodlnie toksycznoscig tlenu [5, 6]. Mieszaniny
nitroksowe na gtebokosciach wiekszych niz 45 m powodujg objawy narkozy azotowej
moggce stanowi¢ zagrozenie dla nurkdw, a przede wszystkim eliminujg mozliwos¢

pracy, ktéra jest celem wykonywania nurkowan saturowanych [7-10].

2 NO-07-A005 Nurkowanie w celach militarnych — czynniki oddechowe — klasyfikacja, wymagania i badania.
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Dodatkowym zagrozeniem jest mozliwo$¢ wystgpienia choroby dekompresyjne;j.
W swoich badaniach Tikuisis opisat 97 przypadkéw choroby dekompresyjnej w grupie
2023 nurkéw zaangazowanych w opracowanie tabel dekompresyjnych dla

saturowanych nurkowan powietrznych i nitroksowych [11] .

1.3.2. Helioks

Mieszaning oddechowg, ktéra w istotny sposdéb poszerzyta mozliwosci
eksploracyjne nurkdw jest helioks. Zastgpienie azotu lzejszym, stabiej rozpuszczajagcym
sie w ttuszczach i rzadszym helem pozwolito na zmniejszenie oporéw oddechowych,
a przede wszystkim na eliminacje narkozy azotowej. Oddychajacy helioksem,
oczywiscie hipooksycznym, nurkowie osiggneli gtebokos¢ 420 m. Do wad helu, poza
znaczng i caly czas rosnaca ceng, nalezg trudnosci z komunikacja gtosowa. Predkosc
rozchodzenia sie dzwieku w atmosferze helowej jest znacznie wieksza niz w powietrzu,
co czyni mowe ludzkg niezrozumiatg [12, 13].

Znacznie istotniejsza wadg helu jest jego przewodnictwo cieplne, 6-cio krotnie
wieksze niz powietrza. Powoduje to istotne problemy z zachowaniem termostazy
i ochrong cieplng nurkéw. Przy dtuzszych nurkowaniach konieczne jest stosowanie
podgrzewania mieszaniny oddechowej i ogrzewanie skafandréw, a w nurkowaniach
saturowanych utrzymywanie we wnetrzu komory znacznie wyzszej temperatury niz
przy innych czynnikach oddechowych, zamykajacej sie w waskich granicach 28 — 32°C
[14-16].

Jednak mimo wszystkich wyzej wymienionych wad, mieszaniny helowo — tlenowe,
dzieki swoim zaletom, znajduja szerokie zastosowanie w nurkowaniach
profesjonalnych, dla celéw militarnych, a takze dla waskiej grupy ptetwonurkow
amatoréw. Granicg nurkowan na mieszaninie helioksowe] jest gtebokos¢ ok. 150
metrow, na ktorej pojawiajg sie objawy podobne do narkozy azotowej, nazywane
zespotem neurologicznym wysokich cisnienn (HPNS).

Badania majgce na celu usuniecie wad helioksu pozwolity na stworzenie
mieszaniny trojsktadnikowej: trimiksu. Dodanie do helioksu pewnej ilosci azotu
obnizyto cene mieszaniny, zmniejszyto tez jej przewodnictwo cieplne i predkos¢

rozchodzenia sie dzwieku. Powstat w ten sposdb najbardziej uniwersalny czynnik
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oddechowy taczacy zalety powietrza i helioksu, natomiast pozbawiony ich wad.
Mieszaniny te sg najekonomiczniejszym czynnikiem oddechowym i znajdujg szerokie

zastosowanie we wszystkich typach nurkowan [17].

1.3.3. Trimiks

Trimiks jest najlepszym czynnikiem oddechowym jaki moze by¢ stosowany podczas
nurkowan saturowanych. Niewielka, rzedu 5 — 10 % domieszka azotu w helioksie
powoduje zwiekszenie zasiegu bezpiecznych nurkowan do ponad 400 m, poprzez
eliminacje objawdw zespotu neurologicznego wysokich cisnien [18]. Celem osiggniecia
gtebokosci wiekszych niz 400 metrow zastosowano do sporzadzania mieszanin
oddechowych jedyny gaz lzejszy i rzadszy od helu, czyli woddr. Ze wzgledu na wysokg
palno$é i wybuchowo$é wodoru, niemozliwe byto bezpieczne sporzadzanie mieszanin
tlenowo — wodorowych o zawartosci tlenu wiekszej niz 4%. Z tego powodu mieszaniny
wodorowe (hydroks) stosowane by¢ mogg na gtebokosciach wiekszych niz 200 m, gdzie
ta zawarto$¢ tlenu jest wystarczajgca fizjologicznie. Woddr generuje podobne
problemy z zachowaniem termostazy oraz mowa, co hel. Rowniez objawy zespofu
neurologicznego wysokich cisnied podczas oddychania mieszaning wodorowo —
tlenowa pojawiaty sie na gtebokosciach zblizonych do tych, na ktérych obserwowano
go przy oddychaniu helioksem czy trimiksem.

Dlatego w dalszych pracach badawczych postgpiono podobnie jak wczesniej, gdy
tworzono trimiks. Do mieszaniny wodorowo - tlenowej dodano hel. Powstat
hydrelioks. Mieszanina ta pozwolita na osiggniecie najwiekszej jak do tej pory
gtebokosci na ktdrej znalazt sie cztowiek. W kompleksie hiperbarycznym firmy COMEX
w Marsylii we Francji 3 nurkéw saturowanych oddychajgcych hydrelioksem osiggneto
nadci$nienie odpowiadajace gtebokosci 675 m. Jeden z nich odbyt wycieczke na
gtebokos¢ 701 m [19].

W pracach badawczych prébowano stosowac réwniez inne mieszaniny gazowe
oparte na gazach szlachetnych (argon, ksenon), jednak duza gesto$¢ i witasciwosci
narkotyczne na gtebokosciach znacznie mniejszych niz w przypadku powietrza

wyeliminowaty je z wykorzystania praktycznego.

22



1.4. Stres oksydacyjny

Tlen jest pierwiastkiem bardzo rozpowszechnionym na Ziemi. Jego zawartosé
wynosi: w skorupie ziemskiej - 46,6%, w stanie wolnym w atmosferze - 23,15%
masowych, odpowiada tez za 89% masy wody. Wiadomym jest, ze oprdcz wiasciwosci
zyciodajnych (szczegdlnie w formie wolnej — postaci gazowej, czgsteczkach O),
w trakcie metabolizmu komdrkowego bierze udziat w powstawaniu reaktywnych form
tlenu (RFT), ktérych przemiany w odpowiednich warunkach mogg przyczynia¢ sie do
uszkadzania czasteczek (np. biatek, DNA) i struktur komdrkowych, rozwoju chordb,
starzenia organizmu i wptywac na liczne procesy biochemiczne [20].

Podstawa procesu oddychania w ujeciu biochemicznym jest petna redukcja tlenu do

czgsteczki wody polegajgca na przytaczeniu do czgsteczki tlenu 4 elektronéw

i 4 protondw z utworzeniem 2 czgsteczek wody zachodzgca zgodnie z réwnaniem [21]:
0,+ 4e + 4H" >2H,0

Jest to reakcja egzoergiczna, a powstajace czgsteczki wody sg neutralne wzgledem

wszystkich sktadnikow komdrkowych.

Redukcja tlenu moze przebiegaé rowniez stopniowo w etapach jednoelektronowych

z utworzeniem ,form posrednich” — reaktywnych form tlenu (RFT, ang. ROS, reactive

oxygen species). To wtasnie one odpowiedzialne sg za wystgpienie stresu

oksydacyjnego, czyli niekontrolowanego wzrostu ich stezenia w okreslonym

Srodowisku (np. w komérce) i warunkujg toksycznos¢ tlenu [22]. Koncepcja tego stanu

zostata sformutowana po raz pierwszy w 1985 roku przez Helmuta Sies uwazanego za

ojca nowoczesnej ,biologii redox” (biologii proceséw oksydacyjno-redukcyjnych).

Oficjalna, pierwsza definicja stresu oksydacyjnego brzmiata nastepujgco:

»Zaburzenie rownowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej, na korzys¢ reakcji
oksydacyjnych, prowadzgce do potencjalnych zaburzen” [22].

Zaburzenie to moze wynika¢ ze ,zmniejszenia rezerw antyoksydacyjnych lub

zwiekszonego wytwarzania reaktywnych form tlenu” [23].

W roku 2007 Sies i Jones uaktualnili ja (podkreslajgc jednoczesnie role sygnalizacji

redoks) nadajgc nastepujgce brzmienie:
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,brak rownowagi pomiedzy oksydantami i antyoksydantami na korzys¢ oksydantow,
prowadzqcy do zaburzenia sygnalizacji i kontroli redoks i/lub uszkodzen na poziomie
molekularnym” [24].

Definicja ta doskonale uzupetnia sie z definicja samego pojecia ,stres”, ktdrg mozna

przedstawic nastepujgco:

»proces modyfikacji homeostazy biochemicznej wywotany przez czynniki
psychologiczne, fizjologiczne i srodowiskowe” [25].

Stres oksydacyjny i toksyczne oddziatywanie tlenu to cena, jaka ponoszg organizmy
zyjagce w atmosferze bogatej w ten pierwiastek i wykorzystujgce go w reakcjach
metabolicznych jako czynnik utleniajgcy. W toku ewolucji wytworzone zostaty liczne
mechanizmy zabezpieczajgce przed negatywnymi skutkami oddziatywania reaktywnych
form tlenu (jak niskoczasteczkowe antyoksydanty i biatka enzymatyczne), jednak nie
zawsze sg one zdolne zapewni¢ wystarczajgcg ochrone. Wsrdd niekorzystnych efektéw
oddziatywania stresu oksydacyjnego na organizm mozna wyrdzni¢ m.in. wptyw na
rozwoj miazdzycy, nowotwordow, cukrzycy [26]. Stanowi on jedng z molekularnych
sktadowych mechanizméw chordb, a jego istotg moga by¢ ,,uszkodzenia oksydacyjne”;
mozna wymieni¢ tu np. oksydacje czasteczek biatek, weglowodandw, kwasow
nukleinowych [27].

Aktualna definicja uszkodzen oksydacyjnych (ang. oxidative damage) brzmi:
,uszkodzenia na poziomie biomolekularnym spowodowane przez atak reaktywnych
form tlenu na sktadniki organizmow zywych” [28].

Nalezy pamietaé, ze wzrost liczby uszkodzen nie musi wynika¢ tylko i wytgcznie ze
zwiekszonego nasilenia stresu, ale takze z niewydolnej pracy systemdéw naprawczych.
Oddziatywanie stresu oksydacyjnego na organizm zalezne jest od rodzaju utleniacza,
miejsca i intensywnosci jego wytwarzania, aktywnosci antyoksydantéw i zdolnosci
systemow naprawy [27]. Czynniki bezposrednio odpowiedzialne za wystgpienie stresu
oksydacyjnego to tzw. prooksydanty. Kazdy z nich moze indukowac i/lub nasila¢
w okreslonych warunkach wytwarzanie reaktywnych form tlenu.

Podsumowujgc, stres oksydacyjny moze by¢ wynikiem zmniejszonej zawartosci

(aktywnosci) antyoksydantéw w organizmie i/lub zwiekszonej produkcji RFT w wyniku
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np. ekspozycji na wysokie cisnienie tlenu, toksyny czy rozwoju reakcji zapalnej

i aktywacji komérek fagocytujgcych.

1.4.1. Reaktywne formy tlenu i ich powstawanie

Toksycznosc¢ tlenu wynika gtéwnie z jego zdolnosci do tworzenia reaktywnych form
(w tym wolnych rodnikéw). Reaktywne formy tlenu sg tworzone i degradowane przez
wszystkie organizmy tlenowe. Ich fizjologiczne stezenie jest niezbedne do
prawidtowego funkcjonowania komoérek i przekazywania sygnatéw [29]. Nadmierne
stezenie prowadzi do wystgpienia stresu oksydacyjnego.
Okreslenie RFT zawiera w sobie wiele reaktywnych molekut posiadajacych atom tlenu
z niesparowanym elektronem i jednoczesnie niezerowym spinem elektronowym
(okreslane jako rodniki lub wolne rodniki) lub wigzania -O—O— w czasteczce zdolne do
uczestniczenia w reakcjach chemicznych (do tej grupy nalezy m.in. nadtlenek wodoru)
[30]. Wysoka reaktywnosc rodnikéw wynika z ich szczegdlnej ,checi” do sparowania
elektronéw przez pozbycie sie elektronu nadmiarowego lub przytgczenie
dodatkowego. Uproszczong klasyfikacje RFT (najwazniejszych przedstawicieli)

przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Klasyfikacja reaktywnych form tlenu. Na podstawie [30].

Reaktywne formy tlenu bedace Reaktywne formy tlenu nie bedace
wolnymi rodnikami wolnymi rodnikami

e anionorodnik ponadtlenkowy (0,"") e tlen singletowy (*0,)

¢ rodnik wodoronadtlenkowy (HO,") e ozon (03)

e rodnik hydroksylowy (OH®) e nadtlenek wodoru (H,0,)

® rodnik alkoksylowy (RO®) e nadtlenki organiczne (ROOH)
¢ rodnik weglanowy (CO;™") ® nadtlenoazotyn (ONOO’)

Wolne rodniki powstajg zazwyczaj w procesach homologicznego rozrywania wigzan
czasteczek zwigzkdw chemicznych (potrzebna do tego energia moze by¢ dostarczona
przez promieniowanie UV, promieniowanie jonizujgce, promieniowanie podczerwone),

w wyniku przenoszenia jondw, w reakcjach redoks, reakcjach katalizowanych przez
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niektore metale lub w bezposredniej syntezie. Sg to jednakze reakcje o marginalnym
znaczeniu biologicznym.
Ogdélny schemat powstawania RFT w wyniku redukcji czgsteczki tlenu zostat

przedstawiony na Rysunku 1.

ONOO" NO,
dwutlenek
nadtlenoazotyn azotu
TNo TNO{
e — e +2H" e +H" . e +H*
02 R e 02 —_— H202 —_— HO —_— Hzo
tlen anionorodnik nadtlenek rodnik
czasteczkowy ponadtlenkowy wodoru hydroksylowy
l energia lH+ l CI
.
10,* HO, HOCI
tlen rodnik kwas
singletowy wodoronadtlenkowy podchlorawy

Rysunek 1. Powstawanie reaktywnych form tlenu. RFT powstajg w wyniku jedno-, dwu- lub
czteroelektronowej redukcji czgsteczki tlenu. Na podst. [31].

W organizmie zrédtami RFT sg gtownie:
® autooksydacja zwigzkdw niskoczgsteczkowych (np. adrenaliny, L-DOPA, FADH,)
[32],
e procesy oddychania komdrkowego (taricuch oddechowy) i reakcje z udziatem
oksydaz [32],
® reakcje zachodzace po narazeniu na promieniowanie jonizujace i jony metali:
zelaza (Fe®"), miedzi (Cu®), glinu (A**), cynku (zZn**) [33, 34].
Najistotniejsze z punktu widzenia biologii cztowieka sg zrédta wewnatrzkomadrkowe —
utlenianie zredukowanych form zwigzkdow chemicznych i biatek oddechowych, a takze
reakcje zachodzgce z udziatem enzymow.
Niskoczgsteczkowe zwigzki ulegajg jednoelektronowemu utlenianiu z utworzeniem
wolnego rodnika i 0,"” zgodnie z ogdlng reakcja:
RH;+ 0, > "RH+ H" + 0,"
W ten sposéb reagujg m.in. cukry redukujgce (glukoza), zredukowana ryboflawina,

aminy katecholowe (adrenalina), FADH,, zwigzki tiolowe (glutation). Grupy —SH biatek
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rowniez mogg by¢ utleniane, a proces ten katalizowany jest przez jony metali
przejsciowych [35].
Tlen w stanie podstawowym (trypletowym, 3’Zgoz) nie wykazuje zbyt duzej
reaktywnosci i najczesciej ulega redukcji jednoelektronowe;j:

O,+e 2> 0,
stagd pierwszym powstajgcym rodnikiem jest anionorodnik ponadtlenkowy (anion —
gdyz posiada wypadkowy tadunek ujemny).

Mitochondria i faricuch oddechowy stanowig jedno z najpowazniejszych zrédet
RFT. Proces oddychania komdérkowego dostarcza niezbednej organizmowi energii
w postaci ATP, lecz jednoczesnie stanowi ogromne zrédfo RFT. Gtéwnym enzymem
biorgcym udziat w procesie oddychania jest oksydaza cytochromowa (EC 1.9.3.1) —
przeprowadza ona czteroelektronowg redukcje tlenu z wytworzeniem czasteczki wody,
jednak czes¢ elektronow redukuje tlen poza tym szlakiem, tworzgc anionorodnik
ponadtlenkowy (0,"") [36]. Odpowiedzialnymi za te reakcje s3: ubichinon
i dehydrogenaza NADH. Ich zredukowane formy (tj. zredukowany NADH-CoQ
i ubichydrochinon) reagujg z tlenem w reakcji jednoelektronowej stajac sie zrédtem
RFT [37].

Enzymy macierzy mitochondrialnej takze mogg by¢ odpowiedzialne za produkcje
RFT (dehydrogenaza liponianowa, akonitaza, flawoproteina). Jednak dzieki obecnej
w mitochondriach manganowej dysmutazie ponadtlenkowej (MnSOD, EC 1.15.1.1)
anionorodnik ponadtlenkowy jest neutralizowany; ulega on reakcji dysmutacji
z utworzeniem H,0; [38].

Istotnym Zrodtem RFT w komodrce sg takze reakcje enzymatyczne katalizowane
przez oksydazy (oksydoreduktazy). Enzymy te odpowiedzialne sg za przenoszenie
elektronéw lub atoméw wodoru na czgsteczke tlenu czego efektem jest powstanie
czasteczki wody. Istniejg jednak oksydazy, ktorych produktem dziatania jest nadtlenek
wodoru. Nalezg do nich np. oksydaza aldehydowa (EC 1.2.3.1), oksydaza ksantynowa
(EC 1.2.3.2), oksydaza galaktozowa (EC 1.1.3.9) i inne [39]. Oksydaza ksantynowa moze
redukowac¢ tlen jedno- i dwuelektronowo, prowadzac w efekcie do powstania

odpowiednio anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru [40].
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Duze znaczenie majg biatka oddechowe i ich utlenianie — hemoglobina
i mioglobina. Oba zawieraja w swojej czasteczce jony zelaza Fe?, ktére w obecnosci
tlenu utleniaja sie do Fe** (redukcja jednoelektronowa, powstaje 0,"’). Nie jest to
jednak tak fatwo zachodzgca reakcja jak w przypadku wolnych jondéw zelaza i np.
nadtlenku wodoru, znana jako reakcja Fentona (jedno ze Zrddet rodnika
hydroksylowego ‘OH) [41]:

Fe* + H,0, > OH + OH + Fe**

Promieniowanie jonizujgce prowadzi do radiolizy czgsteczki wody. Wzbudzone

energig promieniowania czasteczki rozpadajg sie zgodnie z reakcja:
H,0" = H' + *OH

gdzie ,*” oznacza stan wzbudzony [42]. Takze zjonizowane pod wptywem
promieniowania czgsteczki sg Zrédtem rodnika hydroksylowego [42]:

H20+ + HZO > H30+ + .OH

1.4.2. Wybrane parametry biochemiczne stresu oksydacyjnego

1.4.2.1. Dysmutaza ponadtlenkowa

Dysmutaza ponadtlenkowa, SOD (E.C. 1.15.1.1) jest enzymem, metaloproteing
z grupy oksydoreduktaz, katalizujgcym reakcje dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego, w wyniku ktdrej powstajag dwa produkty: tlen i nadtlenek wodoru
zgodnie z reakcja [43]:

20, + 2H" 9 H,0, + 0,

W komodrkach ludzkich wystepujg: dysmutaza cynkowo-miedziowa (SOD1,
CuZnSOD) w cytozolu i mitochondriach w przestrzeni miedzybtonowej,
peroksysomach, dysmutaza manganowa (SOD2, MnSOD) gtéwnie w mitochondriach,
a takze dysmutaza pozakomdrkowa (SOD3, ECSOD). Jako, ze najbardziej narazonym na
atak wolnych rodnikéw organellum komodrkowym sg mitochondria (okoto 5% tlenu
przeksztatcane jest w anionorodnik ponadtlenkowy), MnSOD uwazana jest za
najwazniejszy enzym uktadu antyoksydacyjnego komoérek. MnSOD zabezpiecza m.in.

genom mitochondrialny przed uszkodzeniami oksydacyjnymi [43].
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1.4.2.2. Katalaza

Katalaza, CAT (E.C. 1.11.1.6) jest enzymem nalezgcym do oksydoreduktaz
(podobnie jak SOD) wystepujagcym u niemal wszystkich organizméw (zwierzecych
i roslinnych) i katalizujgcym rozktad nadtlenku wodoru do tlenu i wody zgodnie
z reakcja:

2H,0, > 2 H,0+ 0O,

Podobng reakcje moze katalizowa¢ peroksydaza glutationowa (opisana ponizej).
Katalaza jest enzymem o najwiekszej liczbie obrotéow?, wyrazajacej jej aktywnosc.
Jedna czgsteczka CAT moze w ciggu sekundy katalizowaé rozktad (w odpowiednich
warunkach) 40 milionéw czasteczek nadtlenku wodoru [44]. U organizméw jadrowych
wystepuje gtownie w peroksysomach, a takie w mitochondriach i retikulum
endoplazmatycznym. Najwiekszg aktywnos$¢ katalazy stwierdza sie w komédrkach
watroby, nerek, we krwi (w erytrocytach) i btonach sluzowych [45]. Ludzka katalaza
jest homotetramerem zbudowanym z 4 podjednostek o masie 60 kDa kazda. Obnizenie
aktywnosci katalazy obserwowane w niektorych chorobach (np. w hipo- i akatalazemii)

prowadzi do znacznego nasilenia stresu oksydacyjnego.

1.4.2.3. Peroksydaza glutationowa

Peroksydaza glutationowa, GPx (E.C. 1.11.1.9) jest enzymem zawierajgcym
selenocysteine nalezgcym do oksydoreduktaz (jak SOD i CAT) wykazujgcym aktywnosc
peroksydaz, biorgcym udziat w neutralizacji wolnych rodnikéw. Enzym jest tetramerem
o masie 4 kDa, zbudowanym z czterech podjednostek, z ktérych kazda zawiera
warunkujacy aktywnos¢ enzymatyczng atom selenu [46]. GPx katalizuje redukcje
nadtlenku wodoru przez GSH (glutation w formie zredukowanej). Wystepuje gtéwnie
w cytozolu, jadrze komérkowym i mitochondriach. Najwyzszg aktywnos$¢ wykazuje
w watrobie (co w przypadku wielu enzymow zwigzane jest z funkcjg detoksykacyjng).
GPx do poprawnego funkcjonowania potrzebuje wolnych grup tiolowych i wchodzi
w sktad uktadu zwigzanego z glutationem [46]. Glutation krgzy w cyklu forma

zredukowana — forma utleniona. Przebieg katalizowanych reakcji przedstawia zapis:

* Liczba obrotéw enzymu - liczba czasteczek substratu, ktére w okreslonej jednostce czasu zostajg przeksztatcone przez enzym
(w petni wysycony substratem) w produkt.
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2GSH + H,0, - GSSG + 2H,0

GSSG + NADPH + H" -2 2 GSH + NADP*

gdzie:

GSH — glutation (forma zredukowana)

GSSG — disulfid glutationu (powstaty w wyniku reakcji utlenienia)

GR —reduktaza glutationu

1.4.2.4. Dialdehyd malonowy

Dialdehyd malonowy (MDA, rys. 2) jest produktem peroksydacji lipidow

(nieenzymatycznej autooksydacji wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, WNKT lub

enzymatycznego utleniania) [47]. Szlaki powstawania MDA zostaty zaproponowane

w 1991 roku przez H. Esterbauera [48]. Biologiczny, fancuchowy proces utleniania

lipidow charakteryzuje sie mechanizmem wolnorodnikowym podzielonym na trzy

etapy (Tabela 2).

Tabela 2. Mechanizm utleniania lipidow. Na podstawie [47].

Etap

Dodatkowe informacje

1. Inicjacja —tworzenie sie
wolnych rodnikow
lipidowych

Oderwanie atomu wodoru (H) od czgsteczki kwasu
ttuszczowego (LH) lub reszty kwasu pod wptywem
rodnika (X, np. hydroksylowego)
X'+LH> L +H

2. Propagacja-—
taricuchowa reakcja
wolnorodnikowa, ktdrej
efektem jest powstanie
wodoronadtlenkéw
lipidowych

Wolne rodniki alkilowe L’ reaguja z tlenem, dajac
wolne rodniki nadtlenkowe LOO®, odrywajgce atomy
wodoru od kolejnych czgsteczek nienasyconych
kwaséw ttuszczowych. Powstaje nadtlenek kwasu
ttuszczowego LOOH i nastepny rodnik alkilowy, ktory
moze utleniac¢ kolejng czgsteczke kwasu
ttuszczowego
L* + 02— LOO®
LOO® + LH — LOOH + L°

3. Terminacja —tworzenie
nierodnikowych
produktow utleniania
lipidow

Bardzo reaktywne, powstate w nadmiarze rodniki
reaguja miedzy sobg tworzac produkty nierodnikowe
L+L* = L-L
LOO® + LOO® — L=0 + LOH + 0,

LOO® +L*— L=0 + LOH
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Malondialdehyd wykorzystywany jest jako naturalny, dobry marker nasilenia stresu
oksydacyjnego i zaliczany jest do produktow utleniania lipidéw reagujgcych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS). MDA charakteryzuje sie duzg aktywnoscig biologiczna.
Tworzac potaczenia typu zasady Schiffa reaguje z wieloma czgsteczkami posiadajgcymi
grupe —NH,, a takze z grupami tiolowymi (-SH) biatek; wykazuje dziatanie mutagenne,
kancerogenne i cytotoksyczne, moze modyfikowaé witasciwosci bton komadrkowych,

a takze przyczyniac sie do rozwoju miazdzycy i sttuszczenia watroby [47, 49].

O O

H H

Rysunek 2. Wz4r strukturalny MDA.

1.4.2.5. Wskaznik antyoksydacyjny

Zaburzenie stosunku SOD do CAT i GPx moze skutkowac¢ akumulacjg nadtlenku
wodoru uczestniczagcego w reakcji Fentona i wytwarzaniem duzych ilosci rodnika
hydroksylowego. W literaturze naukowej czesto podaje sie wskaznik antyoksydacyjny

(wskaznik De Haan’a) (R), wyliczany nastepujgco:

[SOD]
[GPx] + [CAT]

Wskaznik wyraza nasilenie reakcji antyoksydacyjnej. De Haan i wsp. wskazuja, ze
przedstawiony powyzej stosunek enzymow antyoksydacyjnych dobrze oddaje status

antyoksydacyjny organizmu i koreluje ze starzeniem sie.

1.4.2.6. Zelazo

Zelazo nie jest zaliczane do biochemicznych wskaznikdw stresu oksydacyjnego,
jednak z uwagi na olbrzymia role jakg petni w powstawaniu stresu oksydacyjnego,
zostato krétko omdéwione w niniejszej pracy. Wspotistnienie w uktadach biologicznych

zelaza i tlenu prowadzi do generowania rodnika hydroksylowego, powstajgcego
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w reakcji Fentona [41]. Aby nie dopusci¢ do wchodzenia jondw zelaza w reakcje
chemiczne i m.in. cykl Fentona, w ptynach biologicznych sg one zwigzane z biatkami,
przeciwdziatajgc powstawaniu rodnika hydroksylowego. Jednymi z wazniejszych biatek
sg transferryna (wigzaca zelazo w kompartmencie pozakomdrkowym) i ferrytyna
(wigzgca zelazo w kompartmencie komoérkowym) [50]. Gtéwnym Zrédiem zelaza
moggcego uczestniczy¢ w reakcji Fentona jest tzw. zmienna pula zelaza, tworzona

przez jony Fe?* i Fe**

zwigzane z niskoczgsteczkowymi ligandami [51]. ,,Zaburzenie
homeostazy zelaza w kierunku jego nadmiaru wzmaga ryzyko wystgpienia stresu
oksydacyjnego poprzez zwiekszenie puli zelaza katalizujgcego generowanie rodnika
OH’. Ma to miejsce wodwczas, gdy przekroczony zostaje potencjat ferrytyny
detoksykacji jondw zelaza” [52]. Reakcja Fentona nie daje jednak petnego wyjasnienia
mozliwosci powstawania rodnika hydroksylowego z udziatem zelaza w uktadach
biologicznych. Szczegdlng role odgrywa reakcja Habera-Weissa, uwzgledniajgca
regeneracje zelaza(lll):
Fe* + 0, > Fe’ + 0,,

i ktdra obejmuje reakcje Fentona (patrz rozdz. 1.1.3.), sumarycznie przedstawiajgc sie
nastepujgco:

0, +H,0, > OH'+ 0, + OH’

Nasilenie stresu oksydacyjnego podczas przetadowania organizmu Zzelazem
wykazano m.in. w hemochromatozie, tym bardziej, ze organizm ludzki nie posiada
mechanizmow pozwalajgcych na usuwanie nadmiaru zelaza. Préba analizy stezenia
zelaza w surowicy krwi nurkéow w kontekscie niniejszej pracy wydata sie bardzo
obiecujaca, jako ze w zasadzie wczesniej doktadnie nie badana. Analiza nielicznych prac
wskazuje na mozliwy wptyw hiperbarii i odbywanych nurkowan na homeostaze zelaza

w organizmie [53-55].

1.5. Wptyw warunkéw hiperbarycznych na rozwdj stresu oksydacyjnego

Powszechnie akceptowanym pogladem jest, ze podczas oddychania powietrzem
(i mieszaninami gazéw) pod ci$nieniem >1 ATA, oprdécz wzrostu ci$nienia parcjalnego
tlenu (hiperoksji), zwieksza sie jego rozpuszczalno$¢ w osoczu krwi [56]. Jest to

podstawg terapeutycznego mechanizmu hiperbarii tlenowej. Zgodnie z zaleceniami
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Undersea and Hyperbaric Medical Society maksymalne cisnienie stosowane podczas
HBO wynosi 3 ATA przez maksymalnie 2 godziny [57]. Wartosci te zostaty uznane za
bezpieczne przy minimalnej czestosci wystepowania dziatan ubocznych. U oséb
poddanych ekspozycjom hiperbarycznym wysycenie hemoglobiny tlenem siega 100%
(takze we krwi zylnej), wzrasta ilos¢ rozpuszczonego tlenu w osoczu, obserwuje sie
istotny wzrost wytwarzania reaktywnych form tlenu i wptyw na rownowage
oksydacyjno-antyoksydacyjng [56]. Obserwuje sie gromadzenie produktéw oksydacji
w ptucach, erytrocytach, jednak nie w mozgu, ktory posiada bardzo wydolne
mechanizmy antyoksydacyjne, a utlenione czgsteczki sg usuwane znacznie szybciej niz
z innych tkanek [58]. Ogromng role w oddziatywaniu HBO na procesy komdrkowe na
poziomie molekularnym odgrywajg m.in. biatka wrazliwe na zmiany potencjatu redoks
jak oksygenaza hemowa-1 (HSP32) i Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2),
HSP70 (heat shock proteine 70), HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1 alpha), endogenny
system antyoksydacyjny (katalaza, peroksydaza, dysmutaza ponadtlenkowa, glutation)
[58]. Efektem wystgpienia stresu oksydacyjnego jest zwiekszone stezenie produktow
peroksydacji lipidéow (dialdehydu malonowego), biatek i kwaséw nukleinowych;
obserwuje sie takze wzrost aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych - m.in. katalazy
i dysmutazy ponadtlenkowej [59]. Wydaje sie, ze jest to reakcja charakterystyczna
m.in. dla oséb wykonujgcych nurkowania rzeczywiste i symulowane do nadcisnien
odpowiadajgcych gtebokosci ponad 30 m, a takie poddawanych HBO. Nie
zaobserwowano istotnego statystycznie wzrostu aktywnosci katalazy i peroksydazy
glutationu u nurkujgcych w wodzie na gtebokos¢ ok. 9 metrow [60]. Dane pochodzgce
z rdoznych badan s3 niejednoznaczne i dotyczg réznych warunkéw (nurkowan
rzeczywistych, symulowanych jak i terapii w komorze hiperbarycznej) [60-68]. Istotny
wptyw na rozwdj stresu oksydacyjnego ma takze czas przebywania w warunkach
hiperbarycznych. Czynnik ten moze istotnie modyfikowa¢ wptyw hiperbarii na
oznaczane parametry stresu oksydacyjnego, nitrozacyjnego (TBARS, GPx, SOD, NO,)
i dynamike ich zmian [69, 70]. Przy rozpatrywaniu wynikdw badan prowadzonych
podczas nurkowan nalezy wzig¢ pod uwage czas samego przebywania w warunkach

zwiekszonego cisnienia i czas przeznaczony na dekompresje (o ile jest konieczna).
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SOD jest kluczowym, komérkowym enzymem antyoksydacyjnym. U nurkéw obserwuje
sie zmniejszong wyjsciowg aktywnos$¢ SOD przed ekspozycjami hiperbarycznymi
w stosunku do grupy kontrolnej, co moze swiadczyé o zaburzonym funkcjonowaniu
bariery antyoksydacyjnej lub fizjologicznej adaptacji; pod uwage bierze sie rowniez
destrukcyjne oddziatywanie wysokiego cisnienia na struktury komorkowe i spadek ich
zdolnosci antyoksydacyjnych [71].

Zwiekszone wytwarzanie RFT obserwuje sie podczas terapii HBO, nurkowan
symulowanych w komorach hiperbarycznych, nurkowan rzeczywistych, w tym
z zastosowaniem réznych mieszanin oddechowych [72]. Jednym z gtéwnych efektéw
oddziatywania $Srodowiska hiperbarycznego jest wzrost wytwarzania anionorodnika
ponadtlenkowego [73]. Dtugotrwate ekspozycje hiperbaryczne prowadzg do
kumulowania sie reaktywnych metabolitéw tlenu (ROMs, ang. reactive oxygenated
metabolites) i malonylodialdehydu (MDA, ang. malondialdehyde) w osoczu
z jednoczesnym spadkiem aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy
w erytrocytach [74]. Zmniejszenie stresu oksydacyjnego wyrazonego stezeniem
reaktywnych metabolitdw tlenu zaobserwowano po ekspozycjach hiperbarycznych
z zastosowaniem niskich cisnien — 1,3 ATA (mHBT, ang. mild-pressure hyperbaric

therapy) [75].

1.6. Biatka szoku cieplnego

1.6.1. Charakterystyka i klasyfikacja

Biatka szoku cieplnego (HSP, ang. heat shock proteins) nalezg do najstarszego
filogenetycznie systemu ochronnego komdérki i nazywane sg tez biatkami stresu lub
biatkami opiekunczymi (w literaturze anglojezycznej ,molecular chaperones”).
Stanowig 5-10% wszystkich biatek. Nalezg do polipeptydow, ktérych cechag
charakterystyczng jest wysoki stopien konserwatywnosci struktury pierwszorzedowej,
tj. wysoka zachowawczo$¢ sekwencji aminokwaséw w czgsteczce (najwyisza
w biosferze) [76]. Ekspresjonowane s w odpowiedzi na czynniki stresowe (fizyczne,
chemiczne, biologiczne), ale takze na niskim poziomie w warunkach fizjologicznych,
wchodzac w interakcje z wieloma innymi biatkami co jest cechg odrdzniajaca je od

wiekszosci pozostatych biatek komorkowych [76, 77]. W wyniku dziatania czynnikdéw
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stresowych zwieksza sie ekspresja i transport HSP m.in. do jadra komdrkowego, gdzie
jako biatka opiekuncze wykazujg dziatanie ochronne w stosunku do czgsteczek
pre-mRNA, DNA, biatek jadrowych itp. [78]. Transkrypcja gendw HSP indukowana jest
przez czynniki srodowiskowe, procesy fizjologiczne i patofizjologiczne, a ekspresja
biatek wymaga aktywnosci czynnika HSF (ang. ang. heat shock factor) wystepujgcego
w czterech formach: HSF1-HSF4 (u ludzi HSF1 i HSF2) [79].

Klasyfikacja HSP opiera sie na masie czgsteczkowej poszczegdlnych biatek (Tabela
3). W literaturze istnieje jednak zamieszanie co do doktadnej klasyfikacji zgodnie
z masg. Wyrdzni¢ mozna nastepujgce rodziny biatek: mate HSP (sHSP, ang. small heat
shock proteins) o masie czgsteczkowej 16-30 kDa (inne zrédta 8,5-40 kDa lub
10-40 kDa), HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 i HSP110 [77, 80]. Nieco inna klasyfikacja
przedstawia biatka szoku cieplnego jako rodzine o masach 10 kDa do ponad 100 kDa:
HSP10, HSP20, HSP30 (o masie czgsteczkowej 15-43 kDa), HSP40, HSP50, HSP60,
HSP70, HSP90 i HSP100 [81].

1.6.2. Wystepowanie biatek szoku cieplnego

HSP wystepuja u wszystkich organizméw prokariotycznych (Prokaryota)
i eukariotycznych (Eukaryota) i zostaty odkryte przypadkowo podczas badan
prowadzonych w hodowli muszki owocowej Drosophila melanogaster. Rozmieszczenie
w komoérkach zaleine jest od organellum, powinowactwa do innych biatek i roli.
W najwiekszym stezeniu wystepujg w mitochondriach, lizosomach i siateczce
Srodplazmatycznej (ER), gdzie odbywa sie biosynteza biatek [82]. Mogg wystepowac
tez w btonie cytoplazmatycznej komérek nowotworowych, stymulujgc odpowiedz
uktadu immunologicznego i proces nowotworzenia [83]. Szczegdty dotyczace

wystepowania poszczegdlnych HSP w komdrce przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3. Klasyfikacja i lokalizacja w komdrce wybranych biatek szoku cieplnego. Na podstawie [80, 82,
84].

Masa
Rodzina Wybrani L ;
. czasteczkowa . Lokalizacja w komorce
biatek przedstawiciele
[kDa]
HSP10 mitochondria, zewngtrzkomaérkowa
sHSP 10-40 HSP20 cytoszkielet, zewnatrzkomaérkowa
HSP32 ER, btona komdrkowa, mitochondria
w literaturze HSP40 CytOSOI, jadro komérkowe, ER,
HSP40- | bardzo rézna, dane aparat Golgiego, btona komdrkowa
60 pominiete przez HSP56 cytosol, btona komédrkowa
autora HSP60 cytosol, mitochondria
HSP70/72 cytosol, jadro komérkowe
) cytosol, jadro komédrkowe, ER, btona
GRP78/Bip )
HSP70 66-78 komoérkowa
GRP75/ . .
. cytosol, mitochondria
mortalina
HSP90 75-96 HSP90 cytosol, jadro komérkowe
HSP100 100-110 HSP104/HSP105 cytosol

1.6.3. Charakterystyka wybranych rodzin biatek szoku cieplnego

1.6.3.1. HSP70

HSP70 stanowig najlepiej poznang rodzine biatek szoku cieplnego. Uczestniczg
przede wszystkim w procesach fatdowania nowo powstajgcych biatek, zapobiegania
agregacji, odtwarzania prawidtowej struktury biatek i kontroli aktywnosci biatek
regulatorowych. Szerokie spektrum wtasnosci HSP70 wynika m.in. ze wspétdziatania
z wieloma mechanizmami w komadrce i kodowania przez rézne geny (HSP70 stanowig
produkt 17 gendw) [85]. Przedstawicielami podrodziny biatek HSP70 sg m.in.
HSP70-1a, HSP70-1b, HSP70-5 (GRP78), HSP70-6, HSP70-9 (mortalina), przy czym
synteza indukowana stresem dotyczy trzech z nich - HSP70-1a, HSP70-1b (okreslanych
ogolnie jako HSP70) i HSP70-6 [86]. Biatka HSP70 charakteryzujg sie wysoce
konserwatywng strukturg pierwszorzedowg (struktura domenowa), gdzie na korcu
N fancucha czasteczki znajduje sie domena NBD/ABD (ang. nucleotide binding
domain/ATPase binding domain) wigzaca nukleotydy ADP/ATP, na koricu C domena
PBD/SBD (ang. peptide binding domain/substrate binding domain) wigzgca substraty;
pomiedzy nimi wystepuje domena Srodkowa [76, 86]. Za domeng PBD/SBD
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i regionem zmiennym znajduje sie motyw wigzgcy biatka wspdtopiekuicze (m.in.
HSP40 i HSP90) [80]. Funkcja HSP70 zalezna jest od ATP i wewnatrzczgsteczkowych

ruchow allosterycznych.

1.6.3.2. HSP90

HSP90 jest wysoce konserwatywnym biatkiem zaleznym od ATP (podobnie jak
HSP70) odpowiadajgcym za homeostaze biatek. Czasteczka HSP90 u organizméw
eukariotycznych zaangazowana jest m.in. w remodeling setek rdznych biatek,
transdukcje sygnatu komérkowego, wewngtrzkomérkowy ruch biatek [87, 88]. HSP90
podobnie jak HSP70 wykazuje budowe domenowg i zawiera: domene N-korcowg
(NTD, ang. N-terminal domain), domene s$rodkowg (MD, ang. middle-domain)
i domene C-koncowa (CTD, ang. C-terminal domain) [88]. NTD tgczy sie z ATP, NTD
i MD tacznie odpowiadajg za hydrolize ATP, region w domenie MD odpowiada
prawdopodobnie za potgczenie z HSP70 [87-89]. Okreslone regiony MD i CTD
zaangazowane sg w potgczenie z innymi biatkami (substratami dla HSP90).

Biatko HSP90 aktywuje liczne kinazy, czynniki transkrypcyjne i receptory
hormondw steroidowych [87, 88]. Do prawidtowego funkcjonowania HSP90 wymaga
licznych ko-czgsteczek (z ang. co-chaperons). Pomimo licznych badan nad biatkami
szoku cieplnego, czgsteczki-substraty dla HSP90 w duzej mierze (w przeciwienstwie np.
do HSP70) pozostajg nieznane. Jest to zwigzane m.in. ze szczegdlnie skomplikowana
siecig wzajemnych oddziatywan rdzinych szlakdw komdrkowych. Z dotychczas
poznanych sg to np. liczne receptory hormonow steroidowych (mineralokortykoiddw,
glukokortykoidow, progesteronu, androgendw), kinazy, ligazy, czynniki transkrypcyjne

i in. czasteczki, jak np. NOS3 [87].

1.6.4. Wzajemne oddziatywanie HSP70 i HSP90

Istnieje istotne wspotdziatanie biatek szoku cieplnego rodziny HSP70 i HSP9O0:
zalezne od struktury czgsteczki-substratu (interakcja funkcjonalna) i oddziatywanie
bezposrednie. Biatka te rozpoznajg rdzne struktury czasteczkowe, a takze wymagajg
roznych ,,co-chaperondow”. HSP70 przytagcza sie do krotkich, hydrofobowych lub

aromatycznych sekwencji wystepujgcych gtéwnie w rdzeniu sfatdowanych biatek;
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HSP90 z kolei przytacza sie do hydrofobowych i natadowanych struktur na powierzchni
czasteczki, np. w biatkach nie sfatdowanych, uszkodzonych Ilub w czgsteczkach
w stanach przejsciowych [90, 91]. Znana jest rowniez bezposrednia interakcja HSP70-
HSP90. t3cz3 sie one ze sobg za posrednictwem czgsteczki Hop (Hsc/HSP90-organiznig
protein) tworzgc kompleks HSP90-Hop-HSP70/HSP40, gdzie HSP40 petnie niezwykle
istotng role w przygotowaniu HSP70 do zwigzania z Hop [92]. Model wspdtdziatania
HSP70-HSP90 doktadnie opisuje wspotdziatanie tych biatek w reorganizacji struktury
przestrzennej nieprawidtowo sfatdowanych polipeptydéw. Struktury tworzone przez
biatka szoku cieplnego i ich wzajemne oddziatywanie, ze wzgledu na niezwykle istotng
role w komdrkach sg zachowane na kazdym etapie filogenezy i wykazujg opornosé na

zmiany ewolucyjne.

1.6.5. Rola biatek szoku cieplnego

Rola HSP jest niezwykle doniosta, bowiem chroniag one inne biatka przed
uszkodzeniami zwigzanymi z oddziatywaniem czynnikéw szkodliwych (egzo-
i endogennych), jakimi sg m.in. temperatura, cytokiny, alkohole, metale ciezkie,
promieniowanie, metabolity i wolne rodniki. Tworzg one z nimi przejsciowe
kompleksy. Przyjmuje sie, ze HSP ufatwiajg fatdowanie biatek i uzyskiwanie przez nie
wiasciwej struktury (proces ten nazywany jest wtorng translacjg kodu genetycznego),
kierujg uszkodzone biatka na wtasciwe szlaki degradacji, zapobiegajg ich agregacji
poprzez nieustanne utrzymywanie biatek nieprawidtowo sfatdowanych (ang.
misfolded) w stanie posrednim i uczestnicza w naprawie nieprawidtowych czgstek
(proces renaturacji biatek) [93]. Szczegdlng role w przybieraniu wiasciwej konformacji
przestrzennej odgrywajg biatka rodziny HSP60 zwane, z racji petnionej funkcji,
foldazami [94]. Gdy naprawa nie jest mozliwa, HSP uczestnicza w eliminacji
zdenaturowanych biatek, kierujgc je do proteasomodw [95].

Poznana zostata rowniez istotna rola HSP w odpowiedzi immunologicznej
i chorobach autoimmunologicznych, gdzie obserwuje sie przeciwciata anty-HSP [96].
Biatka zewnatrzkomodrkowe nalezgce do tej rodziny modulujg reakcje zapalng i synteze
cytokin zapalnych [97]. HSP70 (najlepiej poznana grupa biatek szoku cieplnego) moze

taczy¢ sie z czynnikiem NF-kB, powodowac jego inhibicje i wywotywaé efekt
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przeciwzapalny [98]. W odrdznieniu od biatek HSP60, HSP70 nie wigzg innych biatek
wewnatrz komplekséow, a na swojej powierzchni w rejonach centréw aktywnych
zaleznych od ATP [99]. Znane jest rowniez dziatanie prozapalne HSP [100]. Biatka
zlokalizowane w bfonie cytoplazmatycznej posredniczg w prezentacji antygendw lub
same sg antygenami rozpoznawanymi przez komorki NK; biorg tym samym udziat
w funkcjonowaniu gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC, ang. major
histocompatibility complex) [101].

Dowiedziono takze roli antyapoptotycznej HSP, ochronnej w warunkach stresu
oksydacyjnego, chorobach neurodegeneracyjnych, uktadu krazenia i uktadu
nerwowego [77]. HSP uczestnicza w procesie krzepniecia krwi, adhezji i zmianie

ksztattu ptytek krwi, kontrolowaniu polimeryzacji aktyny [102].

Rysunek 3. Domena ATP-binding (NBD/ADB) ludzkiego biatka HSP70.

1.6.6. Wplyw stresu oksydacyjnego na ekspresje biatek szoku cieplnego

Biatka szoku cieplnego petnig wiele rél w procesach komérkowych, w tym podczas
i po narazeniu na stres oksydacyjny [84, 103]. Szczegdlnie zwieksza sie ekspresja biatek
nalezgcych do podrodziny HSP70, ktére moga oddziatywaé na wielu poziomach [104].
HSP70 odgrywaja kluczowg role w segregacji biatek i kontroli ich jakosci; biatka
nieprawidtowe kierujg do lizosomdéw lub proteasomow 20S, gdzie zachodzi ich
degradacja. Jest ona niezalezna od ubikwitynacji. Czasteczki biatek uszkodzone
oksydacyjnie zyskujg wiekszg powierzchniowg hydrofobowos¢ i dzieki temu
rozpoznawane sg przez proteasomy 20S [105]. Interakcja HSP70 1z biatkami

uszkodzonymi oksydacyjnie jest znacznie wieksza niz w przypadku biatek
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prawidtowych; ekspresja HSP70 w warunkach stresu oksydacyjnego zwieksza sie okoto
2-krotnie [95]. Ich gtéwng rolg jest natychmiastowa, indukowana stresem ochrona
komadrek [106]. Biatka szoku cieplnego mogg przytaczad sie do czgsteczek innych biatek
i stabilizowa¢ ich strukture. Przypuszcza sie, ze rozpoznaja one nieprawidtowg
strukture biatek (np. nieprawidtowe fatdowanie), jednak nie sg zdolne do ochrony
biatek na bardzo wczesnym etapie, kiedy uszkodzenia oksydacyjne nie sg jeszcze
obserwowane [95]. Oddziatywanie HSP70 z uszkodzonymi przez RFT biatkami
przedstawia Rysunek 4. Zauwaza sie, ze czynnikiem indukujgcym ochrone przed
stresem oksydacyjnym ze strony HSP mogg by¢ zmiany potencjatu oksydacyjno-
redukcyjnego (redoks) w srodowisku wewngtrzkomdérkowym. Swoistymi sensorami
tych subtelnych zmian sg m.in. biatka HSP32 (HO-1, oksygenaza hemowa 1, ang. heme
oxygenase-1) i HSP72 [107]. Ekspresja HSP32 jest z kolei regulowana przez aktywacje
gtownego czynnika transkrypcyjnego dla HSP — HSF1 (ang. heat shock factor 1) [77].
HSP70-9 (mortalina) posiada zdolno$¢ stabilizowania tfancucha oddechowaego
i zmniejszania poziomu RFT [108]. Rowniez badania z wykorzystaniem roslin wykazaty
znaczacy wzrost transkrypcji gendéw kodujacych HSP juz po krétkim narazeniu ich na
stres oksydacyjny. Szczegblng uwage skupia sie na HSP33, ktére reaguje na wzrost
elektropozytywnosci srodowiska wnetrza komérki [109]. Na odpowiedz ze strony HSP
wptywa réwniez wzrost wytwarzania RFT podczas ¢wiczen fizycznych i nurkowania
[110-112]. Stwierdzono zalezny od HBO wzrost wewngtrzkomdrkowych RFT, NO i
ekspresji HSP32. W indukcje HSP32 zaangazowane sg szlaki ROS/p38 MAPK/Nrf2 (p38
mitogen activated protein kinase/Nuclear factor-E2-related factor-2) i MEK1/2/Bachl
(mitogen-activated and extracellular signal-regulated kinase 1/2/BTB i CNC homology
1) [113].

Po ekspozycjach hiperbarycznych obserwuje sie niewielki wzrost ekspresji HSP27
i HSP90 u zwierzat a takze znaczy wzrost HSP70, ze szczytem po 18 godzinach [114].
W badaniach z udziatem ludzkich monocytow wykazano z kolei spadek ekspresji HSP72
(biatka HSP70-1 nalezgcego do podrodziny HSP70) [115]. W opracowaniach innych
autorow dostepne jest tylko jedno badanie, w ktdrym oceniano stezenie HSP70
w surowicy nurkow. Wykazato ono niewielki wzrost stezenia biatka bezposrednio po

symulowanym nurkowaniu helioksowym i u osdb regularnie wykonujgcych ¢wiczenia
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fizyczne [110]. Brakuje danych dotyczgcych wykorzystania oznaczern HSP w surowicy
jako markerdw proceséw biochemicznych.

Zauwazono m.in. pozytywny efekt (antyoksydacyjny i antyapoptotyczny)
zwiekszonej ekspresji HSP70 w komérkach rdzenia przedtuzonego i ptuc indukowanej
przez HBO na przebieg choroby dekompresyjnej i wykazano, ze HSP70 zapobiega
indukowanej przez NO apoptozie. Nie udato sie natomiast wykaza¢ (wbrew
przypuszczeniom) wzrostu ekspresji wysoko-indukowalnego HSP72 w leukocytach po
ekspozycji na HBO [116]. Podejmowane sg proby wykorzystania HBO jako czynnika
indukujgcego HSP w chorobach serca, np. niewydolnosci i niedokrwieniu mies$nia
sercowego. Autorzy tych badan wskazujg na wzrost ekspresji HSP po HBO w tkankach
nie-sercowych [117]. Brakuje z kolei informacji na temat wptywu hiperbarii i stresu
oksydacyjnego na stezenia HSP w surowicy i dynamiki zmian stezern w odpowiedzi na
rozne warunki hiperbaryczne. Przydatnos¢ oznaczen HSP70 w surowicy jako
biomarkera stresu komdrkowego potwierdzono w przebiegu réznych chordb, jak np.
cukrzyca, miazdzyca czy endometrioza i przebiegajgcych m.in. z nasileniem stresu
oksydacyjnego [118-120]. Nie badano go w kontekscie ekspozycji hiperbarycznych

(nurkowych).

BIALKO NATYWNE BIALKO USZKODZONE BIALKO USZKODZONE BIALKO NISZCZONE PRZEZ
ROZPOZNANE PRZEZ HSP PROTEASOMY

Rysunek. 4. Oddziatywanie HSP70 z biatkami. Biatka uszkodzone przez RFT s3 rozpoznawane przez

HSP70 i kierowane do proteasomoéw. Na podstawie [105] ze zmianami.

1.7. Syntaza tlenku azotu i tlenek azotu

1.7.1. Definicja, klasyfikacja i rola

Syntaza tlenku azotu (EC 1.14.13.39, NOS, ang. nitric oxide synthase) zostata
odkryta i po raz pierwszy opisana w 1989 roku, w 1998 roku poznana zostafa jej
struktura krystaliczna [121]. NOS jest biatkiem enzymatycznym dos¢ niezwyktym. Jako

jedyny znany enzym do prawidtowego funkcjonowania potrzebuje az 5 kofaktoréw! Sg
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to: NADPH (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy), FMN i FAD (mono- i dinukleotyd
flawinoadeninowy), BH; (tetrahydrobiopteryna) i hem [121]. Jego rola polega na

katalizowaniu reakcji syntezy tlenku azotu z L-argininy:
2 L-arginina + 3 NADPH + H" + 4 O, = 2 cytrulina + 2 NO + 4 H,0 + 3 NADP*

Reakcja polega na piecioelektronowej oksydacji azotu L-argininy w dwdch etapach
monooksygenacji z utworzeniem produktu przejsciowego, ktérym jest N“-hydroksy-L-

arginina.

Poznano 3 odmienne izoformy NOS, bedgce produktami rdéinych gendw,
posiadajgce rézne lokalizacje w organizmie, rozne wtasciwosci katalityczne i odmienne
wrazliwosci na czynniki hamujace. Sg to: nNOS (NOS-1) — neuronalna, iNOS (NOS-2) —
indukowalna i eNOS (NOS-3) — endotelialna). Obserwuje sie 51-57% homologii
pomiedzy poszczegdlnymi ludzkimi izoformami [122]. Doktadna klasyfikacja zostata
przedstawiona w Tabeli 3. Wszystkie izoformy posiadajag C-koncowg domene
o aktywnosci reduktazowej i N-koncowg o aktywnosci oksygenazowej. Domena
C-konicowa posiada miejsca tgczace dla FMN, FAD i NADPH, a N-koncowa dla hemu,
BH,4 i L-argininy; oba korice ,potgczone” sg poprzez kalmoduline [121]. nNOS i eNOS
w przeciwienstwie do iNOS zalezne sg od poziomu jondw wapnia i kalmoduliny (ich

aktywacja zachodzi poprzez kompleks kalmodulina-Ca**).

nNOS
NH 3
FAD NADPH —COOH
21 724 767 949 930 143
eNOS
FAD NAPDH L(‘(xm
1 199 518 715 742 1153
(’)\2()()
iNOS
NH, E :
FAD NADPH COOH
| S04 537 687 716 120
DOMENA OKSYGENAZOWA DOMENA REDUKTAZOWA

Rysunek 5. Schematyczna struktura izoform syntazy tlenku azotu [121].
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Ekspresja nNOS i eNOS zachodzi przez caty czas na wzglednie statym poziomie,
przez co obie formy czesto okreslane sg wspdlng nazwg — cNOS (konstytutywne, ang.
constitutive NOS). Odpowiadajg one za synteze niewielkich ilosci tlenku azotu przez
krotki czas. Z kolei iNOS zdolna jest wytwarza¢ duze ilosci NO przez dtugi okres czasu.
Ekspresja iINOS indukowana jest przez endotoksyny bakteryjne i cytokiny prozapalne
poprzez szlak IKK-NF-kB (IkB kinase/nuclear factor-kB), kinaze Janus (JAK) i aktywatory
szlaku transkrypcji 1 (STAT1) [123]. Najsilniejszymi induktorami ekspresji iNOS s3
lipopolisacharyd (LPS, zwigzany ze szlakiem NF-kB) i interferon-y (IFN-y, zwigzany ze
szlakiem STAT1), przy czym oba szlaki sg niezalezne [124]. Istniejg prace na temat
wptywu hiperoksji i hiperbarii na aktywnos¢ poszczegdlnych izoform NOS, jednak
w wiekszosci dotyczg konkretnych tkanek i narzagddéw, a nie aktywnosci w osoczu lub
surowicy. Tym bardziej brakuje doniesien na temat iNOS.

Produkt reakcji z udziatem NOS — tlenek azotu jest niezwykle istotng czgsteczka
z biologicznego punktu widzenia. Reguluje m.in. cisnienie krwi wptywajgc na opor
naczyniowy, wptywa na agregacje i przyleganie ptytek krwi wykazujac dziatanie
przeciwzakrzepowe, rozszerza drogi oddechowe i petni role waznego
neuroprzekaznika.

Powstajgcy w wyniku aktywacji iNOS tlenek azotu moze hamowac aktywnos$¢ oksydazy
cytochromu c i przeptyw elektronéw w tancuchu oddechowym prowadzac do nasilenia
produkcji anionorodnika ponadtlenkowego, a ONOO™ moze unieczynni¢ izoforme
mitochondrialng dysmutazy przyczyniajac sie do dodatkowego zwiekszenia

wytwarzania RFT [125].
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Tabela 4. Charakterystyka izoform NOS [126-129].

Masa | Lokalizacja na . .
Izoforma . Wystepowanie Wybrane funkcje
[kDa] chromosomie
, ) procesy uczenia sie,
mazg, rdzen o o
12924.2- L pamieci, sygnalizacja
nNOS kregowy, komorki ]
161 12g24.3 komérkowa,
(NOS-1) nabtonkowe, ]
chromosom 12 neurogeneza, regulacja
wyspy trzustkowe o i
transmisji synaptyczne;j
. rézne - uktad Ekspresja indukowana
iNOS 17cen-q11.2 . i . . .
131 krwionos$ny, ukfad czynnikami zapalnymi,
(NOS-2) chromosom 17 ) ) ) ) ]
immunologiczny cytokinami, stresorami
wazodylatacja,
hamowanie agregacji
. i adhezji ptytek krwi,
endotelium, ) .
L hamowanie adhezji
eNOS 7935-7936 kardiomiocyty, ) .
133 . leukocytéw, modulacja
(NOS-3) chromosom 7 | neurony mdzgowe,
] ] stanu zapalnego,
ptytki krwi .
aktywacja
progenitorowych
komdrek endotelialnych

1.7.2. Wspétdziatanie biatek szoku cieplnego i syntazy tlenku azotu — HSP jako
modulator funkcji NOS

1.7.2.1. Modulator iNOS

Biatka szoku cieplnego odgrywajg olbrzymia role w funkcjonowaniu sytnaz tlenku
azotu. Dotyczy to zaréwno biatek o masie czasteczkowej 70 kDa jak i 90 kDa. Jak
wykazaty badania Luo i wsp [123]. HSP90 wzmaga aktywnos¢ i jest kluczowym biatkiem
dla indukcji iNOS — umozliwia potgczenie NF-kB i STAT1 do promotora iNOS
w komoérkach. Umozliwia tym samym transkrypcje mRNA iNOS. Funkcja HSP90 jest
niezbedna dla transkrpycji genéw iNOS indukowanych LPS. Zastosowanie inhibitora
HSP90 nie skutkuje blokadg szlaku IKK-NF-kB w komodrkach poddanych dziataniu LPS
i nie hamuje aktywacji JAK-STAT1 w komdrkach stymulowanych IFN-y, a takze nie
wywiera wptywu na jagdrowy transport NF-kB i STAT1 [123, 130]. Wykazano niezwykle
istotny fakt, ze HSP90 wywiera wptyw na ekspresje iNOS na poziomie genu — jest
niezbedne do potgczenia NF-kB i STAT1 z promotorami iNOS. Poza tym faktem, HSP90

spetnia role modulatora allosterycznego iNOS.
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HSP70 z kolei jest niezbedne w aktywacji szlaku IKK indukowanego przez LPS;
zastosowanie inhibitora HSP70 prowadzi do zmniejszenia ekspresji iNOS. Podobnie,
HSP70 uczestniczy w taczeniu aktywnego STAT1 do promotora iNOS przy stymulacji
IFN-y [131]. W osrodkowym ukfadzie nerwowym (OUN) HSP70 reguluje pobudliwos¢
komodrek nerwowych i warunkuje tolerancje neuronéw na niedokrwienie i uszkodzenia
oksydacyjne wywotane np. podczas HBO w obrebie OUN [132]. Moze hamowac
ekspresje iNOS i nNOS w neuronach hipokampa, zmniejszaé tym samym biosynteze NO
i skutki toksycznosci tlenowej [132]. HSP70 moze wiec wptywac na transaktywacje
genow poprzez wptyw na transdukcje sygnatéw lub oddziatywaé na poziomie
czynnikdw ranskrypcyjnych [131]. Dostepne wyniki badan wskazujg jednak na duza
roznorodnosé kierunkéw dziatania HSP70 w zaleznosci od tkanki, tzn. moze wykazywac
efekt hamujacy jak i aktywujacy ekspresje NOS. W ukfadzie nerwowym zdaje sie
przewazac efekt inhibicyjny NOS. Podobnie, zmniejszenie ekspresji iNOS otrzymuje sie
w wyniku zahamowania HSF1, co blokuje transkrypcje mRNA iNOS. Pomimo braku
wptywu na jadrowy transport NF-kB i STAT1, wykazano redukcje ich tgczenia sie
z promotorami iNOS w komodrkach stymulowanych LPS/IFN-y [130]. Wptyw HSF1 na
ekspresje iINOS wigze sie zarowno w oddziatywaniem HSP70 i HSP90 na poziomie genu,
jak i z modyfikacjami potranslacyjnymi kontrolowanymi m.in. przez acetylotransferaze
p300, gdzie jak sie wydaje, HSF1 utatwia jej potaczenie z kompleksem biatko-DNA
[133].

1.7.2.2. Modulator eNOS

Oddziatywanie HSP na eNOS wydaje sie mie¢ inny mechanizm niz na iNOS
wynikajgcy m.in. z innego sposobu aktywacji tej formy syntazy tlenku azotu; jednak
obecnos$¢ tego biatka jest niezbedna dla maksymalnej aktywacji enzymu. Dostepne
dane wskazujg role HSP90 jako tgcznika pomiedzy kinazg biatkowg Akt (serynowo-
treoninowy) i jej jednym z substratow — eNOS. HSP90 taczy sie z Akt zabezpieczajgc
czgsteczke przed defosforylacjg. Model ten zaktada istotny udziat HSP90 w fosforylacji
czgsteczki enzymu eNOS (fosforylacja seryny w pozycji 1177 warunkuje jego
aktywnosc) [134], poprzez utworzenie w srodbtonku i miesniach gtadkich kompleksow

HSP90-eNOS zapewniajgcych prawidtowg fosforylacje czgsteczek enzymu przez Akt
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[135, 136]. Oddziatywanie pomiedzy HSP90 i eNOS skutkuje takze utrzymaniem
enzymu w formie sprzezonej (ang. coupled), co zapewnia biosynteze NO, a nie anionu
nadtlenkowego, czynigc to oddziatywanie wainym fizjologicznym regulatorem.
Oddziatywanie HSP90-eNOS zalezne jest takze od estradiolu [137]. Wiedza o takich
oddziatywaniach i sposobach funkcjonowania metabolicznych szlakéw komdrkowych,
ze szczegllnym uwzglednieniem biatek szoku cieplnego, jako czgsteczek
zaangazowanych w odpowiedz na czynniki stresowe (m.in. stres oksydacyjny), moze
miec¢ nieoceniony wptyw na rozumienie fizjologii i wptywu warunkéw ekstremalnych

(np. nurkowan) na organizm cztowieka.

1.7.3. Wplyw warunkéw hiperbarycznych i stresu oksydacyjnego na
aktywnos$¢ syntazy tlenku azotu, stezenie tlenku azotu i rozwdj stresu
nitrozacyjnego.

Istnieje stosunkowo niewielka liczba doniesiert o wptywie terapii hiperbarycznej
i zwigzanej z nig hiperoksji na stezenie tlenku azotu i aktywnos¢ NOS. Dotyczg one
zazwyczaj konkretnych narzadoéw lub tkanek, jak np. mdzg czy ptuca. Wykazano
np. in vitro wzrost ekspresji cNOS w chrzgstce po ekspozycji na zwiekszone cisnienie
parcjalne tlenu w komorze hiperbarycznej [138, 139], silng zaleznos¢ pomiedzy
zwiekszong koncentracjg reaktywnych form tlenu i nasileniem stresu oksydacyjnego
a dostepnosécia NO® [140], istotny wptyw HBO na aktywnoé¢ eNOS w warunkach
niedokrwienia tkanek [141], wzrost aktywnosci iNOS w migzszu ptucnym po
dtugotrwatej (7 dni) hiperoksji [142]. Stres oksydacyjny moze ponadto zwiekszac
aktywnos¢ iNOS w komédrkach nabtonkowych jelita [143].

Ekspozycja hiperbaryczna znaczaco nasila generowanie RFT, gtéwnie O,", i stres
oksydacyjny [73]. Istnieje Scisty zwigzek pomiedzy stresem oksydacyjnym a syntezg
tlenku azotu. Zarowno RFT jak i NO sg wysoce reaktywnymi czgsteczkami. NO moze
reagowa¢ z anionorodnikiem ponadtlenkowym i tworzy¢ niestabilny produkt
przejsciowy — nadtlenoazotyn (ONOQO’). Jego forma uprotonowana (ONOOH) jest
szczegoOlnie reaktywnym czynnikiem nitrujgcym. Zaréwno NO jak i ONOO™ sg zdolne do

utleniania lipidow, biatek i kwasow nukleinowych i mogg wptywaé na strukture
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i wihasnosci biologiczne wielu czagsteczek. Zwiekszona produkcja reaktywnych form
azotu moze prowadzi¢ do wystgpienia stresu nitrozacyjnego.

W warunkach patologicznych (jak np. stan zapalny) iNOS produkuje duze ilosci
tlenku azotu przez dtugi czas. Prowadzi to m.in. do nadaktywacji COX
(cyklooksygenazy),

a w konsekwencji do powstawania prostaglandyn i RFT [144]. Prostaglandyny

wywierajg dziatanie prozapalne. Dodatkowo cytokiny takie jak: interleukina 1B, IL2,

IL-6, interferon-y czy TNF-a pobudzajg leukocyty poprzez aktywacje iNOS do syntezy

NO. NO moze reagowacd z O, i utworzy¢ wysoce toksyczny nadtlenoazotyn (ONOO):
NO®+ 0, = ONOO

Podobnie dzieje sie w warunkach hiperbarycznych. Do powstawania znaczacych
ilosSci ONOO™ dochodzi w sytuacji, gdy szybko$¢ powstawania tlenku azotu
i anionorodnika ponadtlenkowego sg takie same. Nalezy jednak pamietaé, ze
w warunkach fizjologicznych ilos¢ wytwarzanego w ten sposdb nadtlenoazotynu jest
niewielka z uwagi na odmienne kinetyki reakcji wytwarzania NO® i 0,"”. ONOO' reaguje
ponadto z dwutlenkiem wegla z bardzo duzg szybkoscig i jest w ten sposéb
eliminowany [145]. Nadtlenoazotyn moze wchodzi¢ w reakcje z grupami tiolowymi
(-SH) powodujac ich utlenienie do siarczkdw, prowadzac tym samym do zaburzenia
rownowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej [146]. Nadmiar NO moze powodowac
tez bezposrednia nitrozylacje grup —SH [147]. Reakcje nitrozylacji moga miec zwigzek
z mutageneza. Tlenek azotu przeciwdziata réwniez powstawaniu wolnych rodnikéw
blokujac jony Fe?*i zapobiegajac reakcji Fentona:

Fe** + H,0, > "OH + OH + Fe**
i reakcji Habera-Weissa, gdzie jony Fe* petnig funkcje katalizatora:

0,"" +H,0;, > OH" + 0, + OH’
Moze zatem funkcjonowad jako antyoksydant.

Gdy rosnie stezenie RFT, czas poftrwania NO® zmniejsza sie na skutek reakgji
tworzenia ONOO, ktdéra to przebiega znacznie szybciej niz autooksydacja NO® przez
tlen czasteczkowy [148]. ONOO jest czasteczka zdolng do wspotzawodniczenia

z dysmutazg ponadtlenkowg (SOD, ang. superoxide dismutase) o O," . Gdy zapewnione

jest ciagte wytwarzanie anionorodnika, NO° reaguje z nim tak szybko jak jest on

47



tworzony [148]. Nasilenie stresu oksydacyjnego zmniejsza wiec dostepnos$é tlenku
azotu. Zostato to potwierdzone w badaniu dotyczacym regulacji perfuzji mézgowej
w warunkach hiperbarii [140]. Wykazano tez istotne zmiany perfuzji mézgowej zalezne
od eNOS i nNOS, przy czym tlenek azotu produkowany przez nNOS przyczynia sie do
generowania duzych ilosci nadtlenoazotynu, odgrywajgcego olbrzymia role w rozwoju
postaci mézgowej toksycznosci tlenowej [140]. Produkcja NO przez nNOS w warunkach
hiperbarycznych moze wzrosng¢ 4-5-krotnie [149]. Bardzo niewielka liczba badan
odnosi sie do aktywnosci NOS w surowicy. Wyniki jednego z nich wykazaty, ze poziom
ekspresji syntazy istotnie zalezy od stosowanych cisnien podczas ekspozycji
hiperbarycznych [150].

Brakuje jednak danych dotyczgcych wptywu ww. warunkow na aktywnos¢ formy

indukowalnej NOS — zaréwno w tkankach jak i surowicy/osoczu krwi (wyniki takich
badan mozna odnalez¢ w zaledwie kilku pracach). Podobnie nie istniejg jednoznaczne
wyniki badan odnoszace sie do warunkéw hiperbarycznych wystepujacych podczas
nurkowania. W pojedynczych badaniach wykazano, ze podczas HBO mozliwa jest
istotna aktywacja szlaku NF-kB ze wzrostem ekspresji iNOS i syntezy NO [132].
Niektére dostepne publikacje odnoszg sie do wspdtzaleznosci pomiedzy aktywnoscia
RFT i iNOS gtéwnie w procesach rozwoju zmian miazdzycowych, w ktérych istotng role
odgrywa tlenek azotu [151]. Wydaje sie, ze RFT moga by¢ silnym czynnikiem
indukujgcym wzrost ekspresji iNOS m.in. w komoérkach nerek i aorty (autorzy
cytowanej pracy nie wskazujg konkretnych komoérek, a materiat do badan uzyskali
z homogenatu tkankowego) [152].

Wskazuje to na potrzebe dalszych badan i zbadania wptywu hiperbarii i stresu
oksydacyjnego na zachowanie sie ww. parametrow w surowicy krwi osob

poddawanych dziataniu wysokiego cisnienia i hiperoksji.
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2. Cel pracy

Celem pracy jest okreslenie wptywu przebywania w warunkach hiperbarycznych

podczas ekspozycji w komorze hiperbarycznej z warunkami cisnieniowymi panujgcymi

podczas nurkowan na gtebokos$¢ 30 i 60 m na ekspresje wybranych biatek szoku

cieplnego (HSP70 i HSP90), syntazy tlenku azotu (eNOS i iNOS) i parametrow stresu

oksydacyjnego w surowicy krwi, a takze:

okreslenie nasilenia stresu oksydacyjnego podczas nurkowan symulowanych
wyrazonego w odpowiedzi uktadéw antyoksydacyjnych,

zbadanie korelacji pomiedzy nasileniem stresu oksydacyjnego a ekspresjg HSP
i syntazy tlenku azotu,

zbadanie zaleznosci pomiedzy ekspresjg HSP i NOS wynikajgcg m.in. z roli
HSP70 i HSP90 jako modulatora aktywnosci NOS,

posrednie okreslenie wptywu hiperbarii na biosynteze NO,

okreslenie wptywu hiperbarii na stezenie zelaza w surowicy krwi.

Osiggniecie ww. celéw pozwoli odpowiedzie¢ na pytania:

czy ekspozycja na warunki hiperbaryczne podczas nurkowan symulowanych
w komorze hiperbarycznej wptywa na nasilenie stresu oksydacyjnego
i aktywacje uktadéw antyoksydacyjnych,

czy stres oksydacyjny wigze sie ze zmiang ekspresji biatek szoku cieplnego
i syntazy tlenku azotu,

czy wystepuje korelacja pomiedzy stezeniem HSP i NOS,

czy przebywanie w warunkach hiperbarycznych wptywa na zmiane stezenia
NOS, a takze ktora izoforma NOS moze przypuszczalnie odpowiadac¢ za
biosynteze NO w wymienionych warunkach,

czy fatwo osiggalna surowica krwi jest dobrym materiatem do oznaczania ww.

parametrow.
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3. Grupa badana

Badaniami zostata objeta grupa 65 zdrowych oséb — Funkcjonariuszy Paiistwowej
Strazy Pozarnej, odbywajgcych nurkowania symulowane w komorze hiperbarycznej,
scharakteryzowana pod wzgledem danych antropometrycznych (Tabela 5) i ogdélnego
stanu zdrowia wynikajgcego z kwalifikacji zdrowotne] okreslonej rozporzadzeniami
Ministra wtaéciwego dla Spraw Wewnetrznych i Administracji*>® (Tabela 6). Osoby te
na co najmniej 72 godziny przed badaniem nie byty eksponowane na dziatanie
wysokiego cisnienia i nie podejmowaty wysitku fizycznego. Deklarowaty takze, ze nie
spozywajg alkoholu i nie palg tytoniu.

100% badanych stanowili mezczyzni w wieku od 24 do 51 lat (Srednia 32,6 lat,
mediana 33 lata), bedacy Funkcjonariuszami Panstwowej Strazy Pozarnej i nurkami
MSWiA. U 67% badanych wartos¢ wskaznika BMI kwalifikuje je jako osoby z nadwagg
(BMI >25 kg/m?), érednia 26,7 kg/m? mediana 26,5 kg/m”. Nalezy jednak pamieta¢
o wielu niedoskonatosciach wskaznika BMI i nieuwzglednianiu indywidualnej budowy
ciata, co w grupie badanej miafto szczegdlne znaczenie ze wzgledu na duzy stopien
wytrenowania i znaczng mase miesniowa.

Analiza dostepnych wynikéw podstawowych badan biochemicznych wykazata
prawidtowg aktywnos¢ aminotransferazy alaninowej (ALT) u 96% badanych.
U 4% aktywnos$¢ ALT przekraczata nieznacznie zakres wartosci referencyjnych.
100% o0s6b badanych charakteryzowato sie prawidtowymi wartosciami stezenia
bilirubiny catkowitej i kreatyniny w surowicy. U 10 osdb stwierdzono nieznacznie
obnizong wartos¢ szacowanego wspoéfczynnika filtracji ktebuszkowej, eGFR. Stezenie
glukozy w surowicy miescito sie w zakresie wartosci referencyjnych (wynoszgcych

70-99 mg/dL) u 47% badanych, pozostate osoby miaty w wiekszosci nieznacznie

4 Rozporzadzenie Ministra Spraw Wewnetrznych i Administracji z dnia 16 maja 2011 r. zmieniajgce rozporzadzenie w sprawie
wykonywania prac podwodnych w jednostkach organizacyjnych podlegtych lub nadzorowanych przez ministra wtasciwego do
spraw wewnetrznych. Dz. U. 2011 nr 128 poz. 728

> Rozporzadzenie Ministra Spraw Wewnetrznych z dnia 5 stycznia 2012 r. w sprawie stuzby medycyny pracy. Dz. U. 2012 poz. 53

® Rozporzadzenie Ministra Spraw Wewnetrznych i Administracji z dnia 11 pazdziernika 2018 r. w sprawie wykazu choréb
i utomnosci, wraz z kategoriami zdolnosci do stuzby w Policji, Strazy Granicznej, Strazy Marszatkowskiej, Paristwowej Strazy
Pozarnej oraz Stuzbie Ochrony Panistwa. Dz. U. 2018 poz. 2035
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podwyzszone stezenie glukozy. Nie wszystkie jednak badania kontrolne wykonywane
byty na czczo, co w duzej mierze mogto przyczynic sie do wzrostu stezenia np. glukozy.

e 13 probek pochodzito od osdb, ktére odbywaty nurkowania symulowane do
30 m z dekompresjg tlenowg, a nastepnie po 24 godzinach kolejne nurkowania
do gtebokosci 60 m — grupa ta byta grupg podstawowa do rozwazan nt. biatek
szoku cieplnego i syntazy tlenku azotu, w ktdrej wykonano oznaczenia SOD,
CAT, GPx, MDA, HSP70, HSP90, eNOS.

e \Wiecej dostepnych probek pochodzito jednak od oséb odbywajacych
ekspozycje na 60 m. W celu wigczenia ich do badan stworzono grupe
rozszerzong (20 osoéb, tj. osoby z grupy podstawowej i osoby dodatkowe)
i analizowang jg niezaleznie od grupy podstawowej. Oznaczono ww. parametry.

e Tam, gdzie byto to mozliwe, parametry stresu oksydacyjnego analizowano
w grupie 40 oséb (z podziatem na grupe podstawowg — 13-osobowg
i rozszerzong, w skfad ktérej wchodzity osoby, u ktérych oznaczono stezenie
iNOS).

e Stezenie iNOS oceniano z powoddéw technicznych tylko po ekspozycjach 60 m
z dekompresjg tlenowg i dodatkowo powietrzng, analizujgc jednoczesnie

aktywnos¢ enzymoéw antyoksydacyjnych w zaleznosci od sposobu dekompresji.

Uwaga dotyczaca grupy badanej

W zwigzku z tym, ze ekspozycje w komorze hiperbarycznej symulujgce warunki
panujace podczas nurkowan nie odbywajg sie czesto, a takze ze wzgledu na trudnosci
w wielokrotnym uzyskaniu materiatu do badan, grupy podzielono tak, aby uzyskac
mozliwie najwiekszg liczebnos¢ i najmniejszy btgd w analizie statystyczne;.

Nalezy zdecydowanie zaznaczy¢, ze tematyka podejmowanego badania jest
wysoce specyficzna, co wigze sie z trudnoscig w uzyskaniu licznej grupy badanej.
Rowniez zdecydowana wiekszos¢ dostepnych angielskojezycznych  publikacji
naukowych (a przy tym nielicznych) opiera sie na zaledwie kilku do
kilkunastoosobowych grupach badanych. Grupa ktérg badano w niniejszej pracy byta

wiec istotnie liczniejsza.
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Tabela 5. Charakterystyka grupy badanej. Dane antropometryczne.

Wartosci dla grupy badanej, n=65
Srednia Mediana Odchylenie std. r‘::’;t:::i
Wiek [lat] 32,6 33 5,5 24-51
Wozrost [cm] 178,8 180 5,7 165,0-190,0
Waga [kg] 85,5 84 10,9 68,9-115,7
BMI [kg/mz] 26,7 26,5 2,8 21,1-33,4

Tabela 6. Charakterystyka grupy badanej. Podstawowe badania biochemiczne.

Wartosci dla grupy badanej, n=65
Parametr Srednia | Mediana | Odchylenie std. "x:z:i
ALT [U/1] 29,2 28,0 14,2 11,0-83,0
Bilirubina catk. [mg/dL] 0,72 0,69 0,26 0,24-1,30
Kreatynina [mg/dL] 0,92 0,93 0,15 0,67-1,22
eGFR [mL/min/1,73 m’]* | 104,1 102,4 18,2 73,5-141,3
Glukoza [mg/dL] 94,1 92,0 10,3 69,0-110,0

*Obliczono z uproszczonego wzoru MDRD (ang. Modification of Diet in Renal Disease)

Tabela 7. Zakresy wartosci referencyjnych dla podstawowych oznaczen biochemicznych.

Zakres wartosci referencyjnych

Parametr (Tam, gdzie bylo to istotne podano zakresy dla ptci meskiej. Zakresy
mog3 sie rozni¢ w zaleznosci od zastosowanej metody oznaczenia).
ALT [U/1] <40
Bilirubina catk. [mg/dL] 0,3-1,2
Kreatynina [mg/dL] 0,8-1,2
eGFR [mL/min/1,73 m?] >90
Glukoza [mg/dL] 70-99
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4. Metody

4.1. Przebieg badania

Osoby uczestniczgce w badaniu, od ktérych pobierany byt materiat w celu
wykonania oznaczen biochemicznych, poddawane byty ekspozycjom hiperbarycznym
(nurkowania symulowane w komorze hiperbarycznej) do nadcisnien odpowiadajacym
gtebokosci nurkowania 30 m (400 kPa) i 60 m (700 kPa) w wodzie stodkiej. Przerwa
pomiedzy ekspozycjami wynosita 24 godziny. Dekompresje powietrzng lub tlenowg
(w zaleznosci od rodzaju ekspozycji) przeprowadzano zgodnie z tabelami
dekompresyjnymi Marynarki Wojennej RP (tabele przedstawiono w zatgczniku).

Catkowity czas dekompresji zawarty w przedstawionych ponizej tabelach oznacza
czas potrzebny na wynurzenie z maksymalnej gtebokosci (plateau ekspozycji) do
pierwszej stacji dekompresyjnej, sume czasdow pobytu na kolejnych stacjach i czas

przejscia z ostatniej stacji do powierzchni.

Ekspozycja 30 m p. p. m.

Plateau ekspozycji po sprezeniu wynosito ok. 30 minut po czym nastgpita
stopniowana dekompresja. Ze wzgledéw bezpieczenstwa i zminimalizowania ryzyka
wystgpienia objawdw niepozadanych ,,bends”; postaci stawowo-miesniowej choroby
dekompresyjnej (bdle kostno-stawowe wystepujgce w lekkiej postaci choroby
dekompresyjnej), po ekspozycji na 30 m (400 kPa) zastosowano dekompresje jak po
nurkowaniu na 33 metry, co odpowiada ci$nieniu 440 kPa (Tabela 8). W komorze
hiperbarycznej w trakcie nurkowan jako mieszanine oddechowg wykorzystano

powietrze.

Tabela 8. Fragment wiersza tabeli dekompresyjnej dla ekspozycji 30 m p. p. m (dekompresja powietrzna)

Gtebokos¢ stopnia dekompresyjnego [m]
Ekspozycja | Plateau Catkowity czas
[m p.p.m.] [min] | Czas pobytu na stopniu dekompresyjnym | dekompresji
[min]
9 6 3
33 30 35 minut
6 10 16
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Ekspozycja 60 m p. p. m.

Podobnie jak w przypadku ekspozycji 30 m plateau wynosito 30 minut),
a czynnikiem oddechowym byflo powietrze. Dla wiekszego bezpieczenstwa
i zminimalizowania ryzyka wystgpienia objawow ,bends” zastosowano profil

dekompresyjny dla ekspozycji 63 metrowych - 735 kPa (Tabela 9).

Tabela 9. Fragment wiersza tabeli dekompresyjnej dla ekspozycji 60 m p. p. m (dekompresja powietrzna)

Gteboko$¢ stopnia dekompresyjnego [m] Catkowity
Ekspozycja | Plateau
[mp.p.m.] [min] Czas pobytu na stopniu dekompresyjnym czas
S . dekompresji
[min]
24 | 21 18 | 15 | 12 9 6 3
o | v
9 | 13|16 | 18 | 22 | 32 | 47 | 58 n-
W przypadku dekompresji tlenowych profil wyglagdat nieco inaczej i zostat

przedstawiony w Tabeli 10. Catkowity czas dekompresji byt krétszy o 1 godz. i 51 min.

niz w przypadku dekompresji powietrznej.

Tabela 10. Fragment wiersza tabeli dekompresyjnej dla ekspozycji 60 m p. p. m (dekompresja tlenowa)

Gtebokos¢ stopnia dekompresyjnego [m] Catkowity

Ekspozycja | Plateau
[m p.p.m.] [min] Czas pobytu na stopniu dekompresyjnym czas

M : dekompresiji

[min]
21*% | 18* | 15 12 9 6 3
60 35 1 godz.
50 min.

12 15 8 10 14 20 26

*mieszanina oddechowa — powietrze

4.2. Oznaczenia parametréw biochemicznych

Badania dotyczace wptywu hiperbarii na rozwdj stresu oksydacyjnego u nurkow
zostaty w Polsce zapoczatkowane przez Pana Doktora Mariusza Kozakiewicza
(Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet im. Mikotaja Kopernika w Toruniu)

[49, 56]
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Krew pobierana byta z zyty odtokciowej od oséb badanych przed i po ekspozycjach
hiperbarycznych, zaréowno 30 m jak i 60 m zawsze przez jedng i tg samg osobe. Dla
kazdej prébki zastosowano jednakowe warunki wirowania materiatu, przygotowania

do zamrozenia i przechowywania (-80°C).

Parametry stresu oksydacyjnego (SOD, CAT, MDA i GPx) zostaly oznaczone przez Pana
Doktora Mariusza Kozakiewicza w erytrocytach i wykorzystane w niniejszej pracy za

Jego zgodq celem kontynuacji i rozszerzenia profilu badan.

Biatka szoku cieplnego HSP70 i HSP90, a takze izoformy eNOS i iNOS syntazy tlenku
azotu oznaczano w surowicy krwi z wykorzystaniem komercyjnych zestawdéw
odczynnikowych opartych na metodzie ELISA. Stezenie zelaza catkowitego w prébkach
surowicy oznaczono metodg spektrofotometryczng. Zastosowane odczynniki
i charakterystyke kazdej metody przedstawia Tabela 11.

Wszystkie oznaczenia wykonano zgodnie 1z instrukcjg producenta testu.
W przypadku metody automatycznej - zgodnie z instrukcja uzytkowania zestawu

odczynnikowego i analizatora biochemicznego.

4.2.1. Oznaczanie stezenia biatka szoku cieplnego HSP70, HSP90 i eNOS

Probki do badan immunoenzymatycznych met. ELISA, przechowywane
w temperaturze -80°C, bezposrednio przed wykonaniem oznaczeh rozmrozono
i doprowadzono do temperatury pokojowej. Nastepnie poddano wirowaniu przez
10 min przy 1500g celem pozbycia sie, powstatych podczas przechowywania prébki,
ewentualnych strgtéw. Wszystkie reakcje przeprowadzono na 96-dotkowych ptytkach
optaszczonych przeciwciatami odpowiednio: anty-HSP70, anty-HSP90 i anty-eNOS.

W poczatkowym etapie (zgodnie z instrukcjg producenta testow) przygotowano
rozcienczenia standardéw HSP70, HSP90 i eNOS do krzywej kalibracyjnej, po czym
naniesiono odpowiednie roztwory do dotkdéw ptytki. Nastepnie do dotkdw naniesiono
roztwory stanowigce probe Slepg (zerows) i prébki - w kazdym przypadku po 100 pl.
Ptytki inkubowano w temperaturze 37°C przez 1 godzine (2 godziny w przypadku

HSP70). W kolejnym etapie dodane zostaty przeciwciata znakowane peroksydazg
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chrzanowa (HRP, ang. horseradish peroxidase) i inkubowano przez 1 godzine. Po etapie
ptukania ptytek dodano do kazdego dotka substratu TMB (tetrametylobenzydyna)
uzyskujac po zalecanym czasie 15-25 min. niebieskie zabarwienie prébek. Reakcje
przerywano poprzez dodanie roztworu kwasu siarkowego, co powodowato zmiane
zabarwienia zawartosci dotkéw na kolor zétty. Absorbancja prébek (intensywnos¢
zabarwienia) mierzona byfa spektrofotometrycznie przy dtugosci fali wynoszacej
450nm zaraz po zakonczeniu reakcji. Uzyskane wyniki poréwnywano do krzywej

wzorcowej i wyrazano w ng/mL.

4.2.2. Oznaczanie stezenia syntazy tlenku azotu iNOS

Probki do badania iNOS przygotowywane byly identycznie jak w przypadku
pozostatych oznaczen. Wyjatek w przypadku iNOS stanowito wstepne rozcieficzenie
surowic w stosunku 1:10 zalecane przez producenta testu. Dalszy przebieg testu nie
roznit sie od opisanego powyzej. Uzyskane wyniki przed ostatecznym przedstawieniem
przemnozono razy 10, dla uwzglednienia wspotczynnika rozciericzenia. Wyniki

wyrazono w pg/mL.

4.2.3. Oznaczanie stezenia zelaza catkowitego

Préobki do oznaczenia stezenia Zzelaza catkowitego w surowicy rozmrozono
w temperaturze pokojowej i nastepnie wirowano przez 10 min przy 1500g.
Supernatant z kazdej z prébek przeniesiono do nowej prébdéwki (odpowiedniej dla
analizatora biochemicznego Mindray BS-800M), umieszczono w statywach a nastepnie
na poktadzie zaprogramowanego analizatora w celu wykonania oznaczen. Uzyskane
wartosci absorbancji przy dtugosci fali 570 nm (z redukcjg tta przy 700 nm) probek byty
automatycznie odnoszone do krzywej wzorcowej uzyskanej podczas kalibracji metody.

Wyniki wyrazono w pg/dL.
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Tabela 11. Charakterystyka metod immunochemicznych i biochemicznych.

barwy mieszaniny reakcyjnej. Reakcja przerywana jest
przez dodanie roztworu kwasu siarkowego,
a natezenie barwy mierzone jest spektrofoto-
metrycznie przy dtugosci fali 450nm.

Oznaczany Odczynniki i zasada metody Aparatura
parametr
Odczynniki:
Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit HSP70
(Human), SEA873Hu, Cloud Clone Corp., Houston, USA
Zasada metody:
Test immunoenzymatyczny. Probki  surowicy | Czytnik ptytek
nanoszone sg do studzienek polistyrenowej ptytki | ELISA:
optaszczonych przeciwciatami swoistymi dla HSP70. | BMG LabTech
Nastepuje wigzanie antygenu (HSP70) zawartego | SPECTROstar
w probkach z przeciwciatami. Do zwigzanego HSP70 | Nano
przytgczane s3g swoiste przeciwciata znakowane
HSP70 biotyng, a nastepnie dodawana jest awidyna | Ptuczka
znakowana peroksydazg chrzanowg. Powstaje | mikroptytek:
kompleks awidyna-biotyna. Enzym rozkfada substrat | BioSan
TMB (tetrametylobenzydyna) prowadzac do zmiany | Microplate
barwy mieszaniny reakcyjnej. Reakcja przerywana jest | Washer
przez dodanie roztworu kwasu siarkowego, | INTELIWASHER
a natezenie barwy mierzone jest spektrofoto- | 3D-IW8
metrycznie przy dtugosci fali 450nm.
Precyzja
- Intra-assay CV: <10%
- Inter-assay CV: <12%
Odczynniki:
Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit HSP90
(Human), SEA863Hu, Serial No.: 43F83C2A65, Cloud
Clone Corp., Houston, USA Caytnik plytek
ELISA:
Zasada metody: - | BMG LabTech
Test  immunoenzymatyczny. Préobki  surowicy
. . . . | SPECTROstar
nanoszone sg do studzienek polistyrenowej ptytki Nano
optaszczonych przeciwciatami swoistymi dla HSP9O0.
HSP90 Naste,puje wiazanie. a.ntyge.nu (HSEQO) zawartego Pluczka
w prébkach z przeciwciatami. Do zwigzanego HSP90 mikroplytek:
przytaczane s swoiste przeciwciata znakowane BioSan )
biotyng, a nastepnie dodawana jest awidyna Microplate
znakowana peroksydaza chrzanowa. Powstaje Washer
kompleks awidyna-biotyna. Enzym rozktada substrat
. INTELIWASHER
TMB (tetrametylobenzydyna) prowadzac do zmiany 3D-IW8
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Precyzja
- Intra-assay CV: <10%
- Inter-assay CV: <12%

Odczynniki:
Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit NOS2
(Human), SEA837Hu, Cloud Clone Corp., Houston, USA

Zasada metody:

Test immunoenzymatyczny. Probki  surowicy
nanoszone sg do studzienek polistyrenowej ptytki
optaszczonych przeciwciatami swoistymi dla NOS2.

Czytnik ptytek
ELISA:
BMG LabTech

Nastepuje wigzanie antygenu (NOS2) zawartego | SPECTROstar
w prébkach z przeciwciatami. Do zwigzanego NOS2 | Nano
przytgczane s3g swoiste przeciwciata znakowane

NOS2 biotyng, a nastepnie dodawana jest awidyna | Ptuczka
znakowana peroksydazg chrzanowg. Powstaje | mikroptytek:
kompleks awidyna-biotyna. Enzym rozktada substrat | BioSan
TMB (tetrametylobenzydyna) prowadzac do zmiany | Microplate
barwy mieszaniny reakcyjnej. Reakcja przerywana jest | Washer
przez dodanie roztworu kwasu siarkowego, | INTELIWASHER
a natezenie barwy mierzone jest spektrofoto- | 3D-IW8
metrycznie przy dtugosci fali 450nm.
Precyzja
- Intra-assay CV: <10%
- Inter-assay CV: <12%
Odczynniki:
Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit NOS3
(Human), SEA868Hu, Serial No.: 185828B76A, Cloud
Clone Corp., Houston, USA

Czytnik ptytek

Zasada metody: ELISA:
Test immunoenzymatyczny. Probki  surowicy | BMG LabTech
nanoszone sg do studzienek polistyrenowej ptytki | SPECTROstar
optaszczonych przeciwciatami swoistymi dla NOS3. | Nano
Nastepuje wigzanie antygenu (NOS3) zawartego

NOS3 w prébkach z przeciwciatami. Do zwigzanego NOS3 | Pluczka
przytgczane s3g swoiste przeciwciata znakowane | mikroptytek:
biotyng, a nastepnie dodawana jest awidyna | BioSan
znakowana  peroksydazg chrzanowa. Powstaje | Microplate
kompleks awidyna-biotyna. Enzym rozktada substrat | Washer
TMB (tetrametylobenzydyna) prowadzgc do zmiany | INTELIWASHER
barwy mieszaniny reakcyjnej. Reakcja przerywana jest | 3D-IW8

przez dodanie roztworu kwasu
a natezenie barwy mierzone jest
metrycznie przy dfugosci fali 450nm.

siarkowego,
spektrofoto-
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Precyzja
- Intra-assay CV: <10%
- Inter-assay CV: <12%

Odczynniki:

Zestaw odczynnikowy Cormay A-800 FERRUM (Il
generacja), nr kat. 7-823

Reagent 1: kwas cytrynowy (pH 1,9), tiomocznik,
detergent

Reagent 2: askorbinian sodu, chlorek sodu, ferrozyna,
konserwanty

Zasada metody: Automatyczny
Metoda  kolorymetryczna z  ferrozyng, bez | analizator
Zelazo (Fe) | odbiatczania. Jony zelaza (Fe*') zwiazane we krwi | biochemiczny:
z transferyng sg uwalniane w srodowisku kwasnym | Mindray BS-
w obecnosci detergentéw, a nastepnie redukowane | 8O0M

do jonéw zelaza (Fe®') przez askorbinian. Jony zelaza
(Fe®") reaguja z solg sodowa 3-(2-pyridylo)-5,6-bis(2-
[4-kwas fenylosulfo-nowy])-1,2,4-triazyny (ferrozyna)
tworzac barwny zwigzek. Jony miedzi cu® sg wigzane
przez tiomocznik. Intensywno$¢ zabarwienia jest
wprost  proporcjonalna  do  stezenia  zelaza
i odczytywana przy dtugosci fali 570 nm (z falg dla
redukcji tta 700 nm)

4.3. Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu pakietu ,STATISTICA 13” (TIBCO
Software Inc. USA). Zmienne ilosciowe scharakteryzowano za pomocy s$redniej
arytmetycznej i odchylenia standardowego (+SD). Zgodnos¢ rozktadu danych
pochodzacych z préobek z rozktadem normalnym sprawdzano testem Kotmogorova-
Smirnova z poprawka Lillieforsa. Dane nie majace rozktadu normalnego analizowano
nieparametrycznym testem kolejnosci par Wilcoxona. W przypadku zmiennych
niezaleznych korzystano z testu nieparametrycznego U Manna-Whitney’a. Do
stwierdzenia powigzania i kierunku oddziatywania zmiennych zastosowano analize
korelacji obliczajgc wspdtczynniki korelacji Pearsona. Na wykresach zaleznosci
zmiennych dane przedstawiono wraz z przedziatem ufnosci (dla poziomu
prawdopodobienstwa rownego 95%). Za kryterium istotnosci statystycznej przyjeto

p<0,05.
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4.4. Ograniczenia metody

Zastosowane w niniejszej pracy metody nie sg wolne od bteddéw i ograniczen.
W szczegdlnosci dotyczy to oznaczania stezenia biatek HSP70, HSP90, eNOS i iNOS
w grupach oséb o matej licznosci. Z uwagi jednak na fakt, ze obszar podjetych w pracy
badan jest wysoce specyficzny, a ekspozycje w komorze hiperbarycznej wykonywane
w celach badawczych symulujgce nurkowania nie nalezg do czesto podejmowanych
dziatan na sSwiecie, a tym bardziej w Polsce, grupy odpowiadajg licznoscig wiekszosci
publikowanych prac naukowych o podobnej tematyce, a zaobserwowane trendy
pozwalajg na wstepng interpretacje wynikow.

Kolejnym ograniczeniem jest wykonanie oznaczen w surowicy krwi (poza
parametrami stresu oksydacyjnego). Biatka szoku cieplnego i syntaza tlenku azotu
nalezg do biatek wewnatrzkomaérkowych, gdzie osiggajg znacznie wyzsze stezenia, przy
czym dokfadna rola HSP w ptynach pozakomdrkowych jest aktualnie przedmiotem
badan. Analizujgc dostepne wyniki badan innych autordw, uwage zwraca fakt, ze
wszelkie zaleznos$ci oddziatywania HSP i NOS wydajg sie by¢ lepiej zauwazalne na
poziomie komodrkowym, jednak brakuje obecnie danych pochodzacych
z doswiadczen opartych na liniach komérkowych jak i tych, gdzie oznaczenia
biochemiczne wykonywano w surowicy krwi obwodowej, a tym bardziej na materiale
uzyskanym po rzeczywistych ekspozycjach hiperbarycznych z udziatem ludzi. Przy
obecnym stanie wiedzy doktadna interpretacja i odniesienie sie do juz istniejgcych
wynikdw w obu przypadkach nie jest fatwa. Surowica krwi jest tatwo dostepna
i poznanie efektéw oddziatywania hiperbarii na stezenie HSP i NOS (posrednio
wskazujgce na ekspresje gendw tych biatek) w tym materiale uzupetnia niewatpliwie
obecnie istniejgca luke.

Fakt pobrania materiatu biologicznego bezposrednio przed i po ekspozycjach
hiperbarycznych réwniez stanowi ograniczenie metody, nie pozwalajgc na okreslenie
stezen HSP i NOS w trakcie trwania ekspozycji jak i ocene pdznych efektdw, moggcych

uwidaczniac sie po kilku godzinach.
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5. Wyniki

5.1. Ekspozycje hiperbaryczne 30 m — dekompresja tlenowa (n=13)

5.1.1. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

W grupie oséb badanych poddanych ekspozycji hiperbarycznej do nadcisnienia
odpowiadajgcemu gtebokosci 30 m aktywnos¢ SOD w erytrocytach zwiekszyta sie
istotnie. Srednia aktywno$é SOD przed ekspozycjg wynosita 2548,3+202,8 U/g Hb, po
ekspozycji 2681,7+219,9 U/g Hb, p=0,0033.
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2900

2800

2700

2600

aktywno$é SOD [U/g Hb]
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2400

D $rednia +btad std.

$rednia odch. std.

2300

przed ekspozycja po ekspozycji

Rysunek 6. Zmiana aktywnosci SOD w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej (30 m).

5.1.2. Katalaza (CAT)

Po ekspozycji na 30 m aktywnos¢ katalazy u oséb badanych nie wykazata istotnej
statystycznie zmiany (pomimo niewielkiej tendencji wzrostowej). Srednia aktywno$¢
CAT przed ekspozycjg wynosita 25,9+2,9 IU/g Hb, po ekspozycji 26,8+2,1 1U/g Hb,
p=0,4328.
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Rysunek 7. Zmiana aktywnosci CAT w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej (30 m).

5.1.3. Peroksydaza glutationowa (GPx)

Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej po ekspozycjach 30 m nie ulegta istotnej
statystycznie zmianie. Przed ekspozycjg wynosita srednio 15,9+2,7 U/g Hb, po 15,4+2,7
U/g Hb, p=0,0505.

19

aktywno$é GPx [U/g Hb]

— u $rednia +btad std.

I $rednia +odch. std.

12

przed ekspozycjq po ekspozycji

Rysunek 8. Zmiana aktywnosci GPx w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej (30 m).
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5.1.4. Dialdehyd malonowy (MDA)

Stezenie aldehydu malonowego podczas ekspozycji znamiennie wzrosfo. Przed
ekspozycjg w komorze hiperbarycznej wynosito 0,31+0,05 umol/g Hb, po ekspozycji
0,33+0,05 umol/g Hb, p=0,0134.
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przed ekspozycjq po ekspozycji

Rysunek 9. Zmiana stezenia MDA w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej (30 m).

5.1.5. Wskaznik antyoksydacyjny
Wartos$¢ wskaznika antyoksydacyjnego po ekspozycji 30 m wzrosta z 61,5£8,6 do

64,1+8,4, p=0,1361, nie byta to jednak zmiana istotna.
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Rysunek 10. Zmiana wartosci wskaznika antyoksydacyjnego przed i po ekspozycji hiperbarycznej (30 m).
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5.1.6. Biatko szoku cieplnego HSP70

Stezenie biatka HSP70 w surowicy po ekspozycji na 30 m ulegto istotnemu

zmniejszeniu. Srednie stezenie przed ekspozycjg u 0séb badanych wynosito 0,55+0,28

ng/mL, po ekspozycji 0,44+0,34 ng/mL, p=0,0262.
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Rysunek 11. Zmiana stezenia HSP70 w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (30 m).

przed ekspozycja

5.1.7. Biatko szoku cieplnego HSP90

po ekspozycji

Stezenie biatka HSP90 w surowicy po ekspozycji na 30 m nie zmienito sie istotnie,

choé¢ obserwuje sie tendencje wzrostowa. Srednie stezenie przed ekspozycjg wynosito

0,37+0,08 ng/mL, po ekspozycji 0,45+0,17 ng/mL, p=0,2721.
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Rysunek 12. Zmiana stezenia HSP90 w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (30 m).
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5.1.8. Syntaza tlenku azotu eNOS

Masa biatka syntazy tlenku azotu eNOS nie ulegta istotnej statystycznie zmianie po
nurkowaniu symulowanym do 30 m, cho¢ wydaje sie by¢ obecny trend spadkowy.
Przed sprezeniem w komorze hiperbarycznej srednia masa eNOS w surowicy wynosita

58,00+0,01 pg/mL, po 57,08+0,01 pg/mL, p=0,5829.
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Rysunek 13. Zmiana stezenia eNOs w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (30 m).

5.1.9. Zelazo
Stezenie zelaza ulegto istotnemu zmniejszeniu. Przed ekspozycjg wynosito

76,5+14,2 ug/dL, po ekspozycji 67,8+17,3 pg/dL, p=0,0186
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Rysunek 14. Zmiana stezenia zelaza w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (30 m).
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Tabela 12. Podsumowanie wartosci oznaczanych parametrow i istotnosci statystycznej (ekspozycje 30

m).
Wartos¢ +SD
Parametr p
przed ekspozycjg po ekspozycji
SOD [U/g Hb] 2548,3+202,8 2681,7+219,9 0,0033
CAT [IU/g Hb] 25,9+2,9 26,8+2,1 0,4328
GPx [U/g Hb] 15,9+2,7 15,4+2,7 0,0505
MDA [pmol/g Hb] 0,31+0,05 0,33+0,05 0,0134
HSP70 [ng/mL] 0,5510,28 0,44+0,34 0,0262
HSP90 [ng/mL] 0,37+0,08 0,45+0,17 0,2721
eNOS [pg/mL] 58,00+0,01 57,08+0,01 0,5829
Zelazo [ug/dL] 76,5+14,2 67,8+17,3 0,0186

5.2. Ekspozycje hiperbaryczne 60 m — dekompresja tlenowa

5.2.1. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

W grupie oséb badanych poddanych ekspozycji hiperbarycznej do nadcisnienia
odpowiadajgcemu gtebokosci 60 m aktywnos$é SOD w erytrocytach zwiekszyta sie
istotnie, podobnie jak przy nurkowaniach do 30 m. Srednia aktywno$é SOD przed
ekspozycjg wynosita 2941,4+286,8 U/g Hb, po ekspozycji 3266,4+369,4 U/g Hb,
p=0,0033.

Podobng zalezno$¢ stwierdzono zwiekszajgc grupe (n=40) i wtgczajgc do analizy
prébki oséb, ktéore nie byly brane pod uwage w grupie poddanych ekspozycji
30 m (przed 2833,9+241,9 U/g Hb, po 3181,4+302,8 U/g Hb, p<0,0001). Aktywnosc
SOD byta znaczaco wyzisza po nurkowaniach na 60 m niz na 30 m, odpowiednio

3266,4+369,4 U/g Hb vs. 2681,7+219,9 U/g Hb, p=<0,001 (dla grupy n=12).

66



3800

3600

3400

3200

aktywno$é SOD [U/g Hb]

3000

2800

D $rednia +btad std.

$rednia +odch. std.

2600 + R
przed ekspozycja po ekspozycji

Rysunek 15. Zmiana aktywnosci SOD w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m).
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Rysunek 16. Zmiana aktywnosci SOD w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej

(60 m), grupa zwiekszona.

5.2.2. Katalaza (CAT)

Po ekspozycji na 60 m aktywnos¢ katalazy w probkach oséb badanych istotnie sie
zmniejszyta. Srednia aktywnoé¢ CAT przed ekspozycja wynosita 28,2+1,8 IU/g Hb, po
ekspozycji 27,3+2,4 IU/g Hb, p=0,0329. Po zwiekszeniu grupy do 40 osdb nie wykazano
istotnych réznic — przed ekspozycjg 21,1+5,5 IU/g Hb, po 22,3+5,3 IU/g Hb, p=0,4516.
Zasadng wydaje sie ostrozna interpretacja wynikow i uznanie, ze réznice w aktywnosci

katalazy nie sg istotne, a na roznice w grupie 12 oséb wptyw ma mata liczebnosc¢ préby.
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Rysunek 17. Zmiana aktywnosci CAT w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej
(60 m).
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Rysunek 18. Zmiana aktywnosci CAT w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m), grupa

zwiekszona.

5.2.3. Peroksydaza glutationowa (GPx)

Po ekspozycji na 60 m aktywnos$¢ GPx wzrosta. Poczagtkowo wynosita 14,8+1,4 U/g
Hb, po ekspozycji 16,9+2,4 U/g Hb, p=0,0044. Po zwiekszeniu grupy do 40 wykazano
podobng, réwnie istotng zaleznos¢, jednak z mniej zauwazalnym wzrostem aktywnosci.
Przed ekspozycjg Srednia aktywnos¢ GPx wynosita 17,0+3,0 U/g Hb, po ekspozycji
17,6+3,2 U/g Hb, p=0,0167.
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Rysunek 19. Zmiana aktywnosci GPx w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m).
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Rysunek 20. Zmiana aktywnosci GPx w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej

(60 m), grupa zwiekszona.

5.2.4. Dialdehyd malonowy (MDA)

Po ekspozycji na 60 m stezenie MDA znaczaco wzrosto. Srednie stezenie MDA
przed ekspozycjg wynosito 0,25+0,03 umol/g Hb, po ekspozycji 0,31+0,07 umol/g Hb,
p=0,0033. Po zwiekszeniu grupy do 40 wykazano podobng, rownie istotng zaleznos¢.
Wartos¢ MDA w tej grupie poczagtkowo wynosita 0,27+0,05 pumol/g Hb, po ekspozycji
wzrosta do 0,3240,05 umol/g Hb, p=0,0000.
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Rysunek 21. Zmiana stezenia MDA w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m).
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Rysunek 22. Zmiana stezenia MDA w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej

(60 m), grupa zwiekszona.

5.2.5. Wskaznik antyoksydacyjny
Wartos$¢ wskaznika antyoksydacyjnego po ekspozycji 60 m znamiennie wzrosta

2 68,2+7,6 do 73,0+10,4, p=0,0186.
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Rysunek 23. Zmiana wartosci wskaznika antyoksydacyjnego przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m).

5.2.6. Biatko szoku cieplnego HSP70

Stezenie biatka HSP70 przed ekspozycjg wynosito 0,61+0,55 ng/mL, po ekspozycji
0,44+0,25 ng/mL. Zmiana ta nie byta istotna statystycznie, p=0,4236. Zwiekszajac
jednak grupe badang do 20 oséb i wtgczajgc osoby, ktére nie byty brane pod uwage
w analizie po ekspozycji na 30 m, wida¢ wyrazny spadek stezenia HSP (przed:
1,33+1,18 ng/mL, po: 0,81+1,28 ng/mL) przy p=0,0504. Sugeruje to, ze ekspresja biatka
HSP70 spada, jednak z uwagi na matg grupe badang nie udato sie uzyskac istotnosci
(zaleznos¢ taka obserwuje sie w ocenie catosciowej HSP70, bez podziatu na grupy). Nie

wykazano réznicy w stezeniu HSP70 po ekspozycji na 30 i na 60 m, p=0,5463.
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Rysunek 24. Zmiana stezenia HSP70 w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m).
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Rysunek 25. Zmiana stezenia HSP70 w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m), grupa

zwiekszona.

5.2.7. HSP70 bez podziatu na grupe 30i 60 m

Oceniajgc zmiane stezenia HSP70 catosciowo (n=32) obserwuje sie istotny
statystycznie spadek stezenia po ekspozycjach z 1,43+1,91 ng/mL na 0,67+1,04 ng/mlL,
p=0,0020.
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Rysunek 26. Zmiana stezenia HSP70 w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m), bez

podziatu na grupy.
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5.2.8. Biatko szoku cieplnego HSP90

Stezenie HSP90 po ekspozycji na 60 m ulegto zwiekszeniu, 0,37+0,08 ng/mL vs.
0,62+0,32 ng/mL, p=0,0166. Podobnie jak w przypadku HSP70, zwiekszajac grupe
badang do 20 oséb i wigczajgc osoby, ktére nie byly brane pod uwage w analizie po
ekspozycji na 30 m, wida¢ réwniez wyrazny wzrost stezenia HSP90, 0,34+0,08 ng/mL
vs. 0,50+0,27 ng/mL, p=0,0022. Zmiana stezenia HSP90 po nurkowaniach 30 i 60 m nie
jest istotna (p=0,1858).
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Rysunek 27. Zmiana stezenia HSP90 w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m).
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Rysunek 28. Zmiana stezenia HSP90 w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m), grupa

zwiekszona.
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5.2.9. HSP90 bez podziatu na grupe 30i 60 m
Oceniajgc zmiane stezenia HSP90 catosciowo (n=33) obserwuje sie istotny

statystycznie wzrost stezenia z 0,35+0,08 ng/mL na 0,48+0,24 ng/mL, p=0,0018.
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Rysunek 29. Zmiana stezenia HSP70 w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m), bez

podziatu na grupy.

5.2.10. Syntaza tlenku azotu eNOS

Masa biatka syntazy eNOS przed nurkowaniem 60 m wynosita 49,2+6,5 pg/mL, po
54,9+11,1 pg/mL. Wzrost jest istotny statystycznie, p=0,0367. Zwiekszajac grupe
badang do 20 oséb i wiagczajac osoby, ktére nie byly brane pod uwage w analizie po
ekspozycji na 30 m, wyrazniej wida¢ tendencje wzrostowg — przed ekspozycja
53,8+10,7 pg/mL, po ekspozycji 61,0+14,4 pg/mL, p=0,0043. Nie wykazano réznicy
w masie eNOS po ekspozycjach na 30i 60 m (p=0,6443).
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Rysunek 30. Zmiana stezenia eNOS w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m).
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Rysunk 31. Zmiana stezenia eNOS w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m), grupa

zwiekszona.

5.2.11. eNOS bez podziatu na grupe 30i 60 m
Oceniajgc zmiane stezenia biatka eNOS catosciowo (n=33) obserwuje sie istotny

statystycznie wzrost stezenia z 55,4+10,6 pg/mL na 59,5+13,5 ng/mL, p=0,0338.
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5.2.12. Syntaza tlenku azotu iNOS

Masa biatka syntazy iNOS (n=20) przed ekspozycjg symulujgcg nurkowanie na 60 m
wynosita 130,5+20,1 pg/mL, po 129+21,5 pg/mL, p=0,9518. Nie wykazano rdznic
w stezeniu biatka iNOS.
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Rysunek 32. Zmiana stezenia iNOS w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m).

5.2.13. Zelazo

Stezenie zelaza po ekspozycji na 60 m ulegto istotnemu zmniejszeniu z 98,2+30,8
pg/dL do 81,1+21,5 pg/dL, p=0,0262. Zwiekszajac grupe badang do 20 oséb i wtaczajac
osoby, ktére nie byty brane pod uwage w analizie po ekspozycji na 30 m, takze widac
spadek stezenia — 102,0+32,1 pg/dL vs. 80,3+22,8 ug/dL, p=0,0005. Nie wykazano
roznicy w stezeniu zelaza po ekspozycjach na 30 i 60 m (p=0,1481, poréwnujac
ekspozycja do ekspozycji). Z uwagi jednak na fakt, ze stezenie zelaza w surowicy jest
parametrem bardzo zmiennym, a osoby badane nie zawsze byly na czczo,
rozpatrywanie stezenia zelaza poza zmiang w czasie ekspozycji hiperbarycznych wydaje

sie dla tej metodyki badan niezasadne, wymaga jednak podjecia dalszych badan.
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Rysunek 33. Zmiana stezenia zelaza w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m).
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Rysunek 34. Zmiana stezenia zelaza w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m), grupa

zwiekszona.



Tabela 13. Podsumowanie wartosci oznaczanych parametrow i istotnosci statystycznej (ekspozycje 60

m).
Wartos¢ £SD
Parametr grupy podstawowe* grupy po rozszerzeniu** p*/p**
Lt 0 ekspozycji HlEd o ekspozycji
ekspozycjq P pozyd ekspozycja P pozyq

SOD 2941,4 3266,4 2833,9 3181,4 0,0033/
[U/g Hb] +286,8 +369,4 1241,9 +302,8 <0,0001
CAT 0,0329/

+ + + +
[1U/g Hb] 28,2+1,8 27,3£2,4 21,145,5 22,345,3 0,4516
GPx 0,0044/

+ + + +
[U/g Hb] 14,8+1,4 16,9+2,4 17,0£3,0 17,613,2 0,0167
MDA 0,0033/

+ + + +
[umol/g Hb] 0,2510,03 0,31+0,07 0,27+0,05 0,32+0,05 0,0000
HSP70 0,4236/

+ + + +
[ng/mL] 0,61+0,55 0,44+0,25 1,33+1,18 0,81+1,28 0,0504
HSP90 0,0166/

+ + + +
[ng/mL] 0,3710,08 0,62+0,32 0,34+0,08 0,50+0,27 0,0022
eNOS 0,0367/

+ + + +
[pg/mL] 49,216,5 54,9+11,1 53,8+£10,7 61,0t14,4 0,0043
INOS 130,5+20,1 1294215 ; ; 0,9518/

[pg/mL] -
Zelazo 0,0262/
98,2+30,8 81,1+21,5 102,0+£32,1 80,31£22,8

[pg/dL] 0,0005

5.3. Réznice w wartosciach poczagtkowych oznaczanych parametrow,

mogace wynikac z nastepujacych po sobie ekspozycji

W przypadku HSP70, HSP9O0 i stezenia zelaza nie wykazano istotnych statystycznie
réznic w poczatkowych stezeniach biatek w surowicy przed ekspozycjami 30 i 60 m.
Zauwazono jednak istotng roznice w aktywnosci SOD i stezeniu syntazy tlenku azotu
eNOS. Przed ekspozycjami w komorze hiperbarycznej imitujgcymi nurkowania na 30 m
Srednia poczatkowa aktywnos¢ SOD wynosita 2548,3+202,8 U/g Hb, przed
60 m: 2941,4+286,8 U/g Hb, p=0,0015 (aktywnos¢ byta wyzsza przed ekspozycjami na
60 m w stosunku do majgcych miejsce 24 godziny wczesniej na 30 m). Stezenie eNOS
ksztattowato sie nastepujgco: przed ekspozycja 30 m: 0,06+0,01 pg/mL, przed
ekspozycjami na 60 m: 0,05+0,01 pg/mL, p=0,0210 (spadek stezenia). Rdznice przed
kolejnymi ekspozycjami wykazywat tez parametr MDA. Przed ekspozycjg 30 m Srednie
poczgtkowe stezenie MDA wynosito 0,31+0,05 umol/g Hb, natomiast przed 60 m
0,25+0,03 umol/g Hb, p=0,0106 (spadek stezenia). Rdznica w aktywnosci CAT 26,0+2,9
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IU/g Hb vs. 28,2+1,8 IU/g Hb nie byta istotna (p=0,0605), cho¢ zauwazalna jest wieksza
aktywnos¢ enzymu przed ekspozycjami 60 m. Poczagtkowe aktywnosci GPx nie roznity

sie miedzy soba.

5.4. Ekspozycje hiperbaryczne 60 m — dekompresja powietrzna
Podkresli¢ nalezy, ze podczas ekspozycji hiperbarycznych do 60 m z dekompresja
powietrzng, mniejszym cisnieniom parcjalnym tlenu podczas dekompresji,

towarzyszyto znaczne przedtuzenie dziatania hiperbarii w zwigzku z przedtuzeniem

czasu samej ekspozycji.

5.4.1. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

Aktywno$¢ SOD w grupie osdb poddanych ekspozycji hiperbarycznej 60 m
z dekompresjg powietrzng ulegta istotnemu zwiekszeniu z 2669,2+126,2 U/g Hb do
2971,94£104,8 U/g Hb, p=0,0015.
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Rysunek 35. Zmiana aktywnosci SOD w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m),

dekompresja powietrzna.

5.4.2. Katalaza (CAT)

Aktywnos$¢ katalazy po ekspozycji 60 m z dekompresja powietrzng ulegta
zwiekszeniu. Przed ekspozycja wynosita 25,6+2,98 1U/g Hb, po ekspozycji 29,6+2,51
IU/g Hb, p=0,0015.
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Rysunek 36. Zmiana aktywnosci CAT w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m),

dekompresja powietrzna.

5.4.3. Peroksydaza glutationowa (GPx)
Aktywnos$¢ GPx po ekspozycji 60 m w tej grupie Nie ulegta zmianie. Przed

ekspozycjg wynosita 15,3%3,2 U/g Hb, po ekspozycji 15,2+2,8 U/g Hb, p=0,8139.

aktywno$é GPx [U/g Hb]
P

u $rednia +btad std.

$rednia £ odch. std.

przed ekspozycjq po ekspozycji

Rysunek 37. Zmiana aktywnosci GPx w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m),

dekompresja powietrzna.
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5.4.4. Dialdehyd malonowy (MDA)
Stezenie MDA istotnie wzrosto z 0,25+0,03 umol/g Hb do 0,29+0,04 umol/g Hb,
p=0,0015.

0,34

0,32

0,26 S -

stezenie MDA [umol/g Hb]

0,24

O $rednia +btad std.

I $rednia £ odch. std.

0,20

przed ekspozycjq po ekspozycji

Rysunek 38. Zmiana stezenia MDA w erytrocytach przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m),

dekompresja powietrzna.

5.4.5. Wskaznik antyoksydacyjny
Wskaznik antyoksydacyjny po ekspozycjach z dekompresjg powietrzng nie ulegt

zmianie. Poczagtkowo wynosit Srednio 65,7+7,0, po ekspozycji 66,6+4,6, p=0,4216.

5.4.6. Syntaza tlenku azotu iNOS
Stezenie biatka syntazy iNOS przed nurkowaniem 60 m wynosito 256,4+170,8
pg/mL, po 317,3+108,5 pg/mL, p=0,5337. Analizujgc zmiany stezenia iNOS catoSciowo

(n=34) réwniez nie obserwuje sie istotnych zmian.
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Rysunek 39. Zmiana stezenia iNOS w surowicy przed i po ekspozycji hiperbarycznej (60 m), dekompresja

Tabela 14. Poréwnanie parametréw po ekspozycjach w grupie dekompresji powietrznej i tlenowej

Wartosé+SD
Parametr p*/p**
dekompresja | dekompresja
powietrzna* tlenowa**
SOD 2833,9
+
[U/g Hb] 2669,2+126,2 2419 <0,0001
CAT
29,6+2,51 21,1+5,5 <0,0001
[IU/g Hb] 7 ’ ’ 7
GPx
15,2+2,8 17,0+3,0 0,0725
[U/g Hb]
MDA
0,29+0,04 0,27+0,05 0,2620
[umol/g Hb] ’ ’ ’ ’ ’
wsk. 66,614,6 73,0£10,4 0,0003
antyoks.
INOS 317,3£108,5 129+21,5 0,0025
[pg/mL]

5.5. Poréwnanie aktywnosci stezenia biatka iNOS w grupie
dekompresji powietrznej i tlenowej
Pomimo, iz nie udato sie wykaza¢ zmian w stezeniu biatka iNOS przed i po
ekspozycjach symulujgcych nurkowania do gtebokosci 60 m, analiza wskazuje na

istotng réznice pomiedzy koncowym stezeniem iNOS w grupie z dekompresjg tlenowg
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i powietrzng. Osoby z grupy poddanej dekompresji tlenowej majg nizsze stezenie iNOS
niz w grupie z dekompresjg powietrzng — odpowiednio 129+21,5 pg/mL i 152,5+79,5

pg/mL, p=0,0017. Spostrzezenie to wymaga dalszych analiz w przysztosci.

steienie iINGS [pgfmL]

—

dekompresja dekompresja
tlenowa powietrzna

Rysunek 40. Poréwnanie stezenia iNOS w grupie oséb poddanych dekompresji tlenowej i powietrznej

(60 m).
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5.6. Analiza korelacyjna

Wyniki analizy zaleznos$ci pomiedzy oznaczanymi parametrami w erytrocytach lub
surowicy krwi przedstawiono w tabelach. Istotne statystycznie korelacje (z podaniem
wspotczynnikéw korelacji liniowej Pearsona) wyrdzniono czcionkg pogrubiong
i kolorem czerwonym. Brak korelacji oznacza brak zaleznosci liniowej. Préba okreslenia

zachodzacych zaleznosci nieliniowych na matej grupie badanej obarczona jest znacznie

wiekszym btedem.

5.6.1. Analiza korelacji pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i stezeniem

biatek szoku cieplnego — ekspozycje 30 m.

Wykazano istotne statystycznie zaleznosci pomiedzy aktywnoscia SOD po
i aktywnosciag CAT przed, a stezeniem HSP70 po i HSP90 przed nurkowaniem
symulowanym, a takze pomiedzy aktywnoscig GPx przed i po a stezeniem HSP90 przed
pobytem w komorze hiperbarycznej. Znamienng statystycznie zaleznos$¢ udato sie

rowniez wykazac¢ pomiedzy stezeniem MDA po i stezeniem HSP90 przed ekspozycja.

Tabela 15. Zaleznosci pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i stezeniem biatek szoku cieplnego w

surowicy — 30 m (wsp. korelacji Pearsona).

S 2% BE $F 8% 2% 8323|539 %%
S | O | 0| & 80| 2 py| X o > | <> | o | N %
55|25 |%3 |23/ s5|65|82 /22 2% |3 &
HSP70
przed | -0,08 | -0,12 | -0,02 | 0,45 | 0,39 | 0,24 | 0,17 | 0,27 | -0,04 | 0,13
[ng/mL]
HSP70
po 031 | 0,17 | -0,61 | -0,03 | 0,22 | 0,23 | -0,23 | 0,17 | 0,47 | 0,53
[ng/mL]
HSP90
przed | -0,57 | -0,58 | 0,19 | -0,04 | -0,79 | -0,81 | -0,51 | -0,68 | 0,02 | -0,22
[ng/mL]
HSP90
po -0,19 | -0,09 | -0,24 | 0,05 | 0,06 | -0,08 | 0,09 | 0,03 | -0,30 | -0,10
[ng/mL]
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Aktywno$¢ GPx koreluje ujemnie ze stezeniem HSP90 przed i po ekspozycji
hiperbarycznej. Aktywnos$¢ GPx przed ekspozycjami w komorze hiperbarycznej byta

mniejsza u 0soéb, u ktdrych stwierdzano wyzsze stezenia biatka HSP90.
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0,46 |
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0,34 f
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0,30 f
0,28 |
0,26 |

stezennie HSP90 [ng/mL]

0,24
0,22
0,20

aktywno$é GPx [U/g Hb]

Rysunek 41. Zaleznos$¢ pomiedzy aktywnoscig GPx i stezeniem HSP90 przed ekspozycjg hiperbaryczng
(30 m).

Podobnie sytuacja wyglagda po odbyciu nurkowan symulowanych. Mniejszg
aktywnos¢ GPx obserwuje sie u 0sob z poczgtkowo wyzszym stezeniem HSP90

w surowicy krwi.

0,50
048
0,46
044
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0,30
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0,24
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0,20

aktywno$é GPx [U/g Hb]

Rysunek 42. Zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig GPx po ekspozycji i stezeniem HSP90 przed ekspozycja

hiperbaryczng (30 m).
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W przypadku MDA obserwuje sie podobng zaleznos¢ jak opisane wczesniej. Im
wyzsze stezenie MDA po ekspozycji, tym mniejsze stezenie biatka HSP90 przed.

0,50

0,48
0,46
0,44
042t
0,40 |
0,38
0,36
0,34
032t
0,30 t
0,28
0,26

stezenie HSP90 [ng/mL]

0,24

0,22

0,20
0,22 0,24 0,26 0,28 0,30 0,32 0,34 0,36 0,38 0,40 0,42

stezenie MDA [pumol/g Hb]

Rysunek 43. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem MDA po ekspozycji i stezeniem HSP90 przed ekspozycjg
hiperbaryczng (30 m).

Opracz zaleznosci przedstawionych w tabeli, wykazano ciekawg, istotng korelacje
(r=0,89, p<0,05) pomiedzy zmiang aktywnosci katalazy (wyrazonej w wartosSciach
procentowych) a stezeniem HSP70 w surowicy po ekspozycji. Im wieksza zmiana
aktywnosci CAT (im wiekszy wzrost po ekspozycji hiperbarycznej), tym wieksze
korncowe stezenie HSP70 (i tym mniejszy obserwowany spadek stezenia HSP70). Ze
wzgledu jednak na matg liczebno$é grupy, obserwacje te nalezy interpretowac

krytycznie i z daleko idgcg ostroznoscia.
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stezenie HSP70 [ng/mL] po ekspozycji 30 m.
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Rysunek 44. Zalezno$¢ pomiedzy zmiang procentowg aktywnosci CAT i stezeniem HSP70 po ekspozycji

hiperbarycznej (30 m).

5.6.2. Analiza korelacji pomiedzy wskaznikiem antyoksydacyjnym i stezeniem

biatek szoku cieplnego — ekspozycje 30 m.

Nie wykazano istotnych korelacji miedzy wartoscig wskaznika antyoksydacyjnego

a stezeniem biatek szoku cieplnego po ekspozycjach 30 m.

Tabela 16. Zaleznosci pomiedzy wartoscig wskaznika antyoksydacyjnego i stezeniem biatek szoku

cieplnego w surowicy — 30 m (wsp. korelacji Pearsona).

Wskaznik przed

Wskaznik po

HSP70 przed

e 0,22 0,36
";z:;:‘f]" 0,40 0,02
Hs[igg(}:‘:_zfd 0,05 0,03
1::3:1510 0,08 -0,04
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5.6.3. Analiza korelacji pomiedzy wskaznikiem antyoksydacyjnym i stezeniem
zelaza - ekspozycje 30 m.
Nie wykazano istotnych korelacji miedzy wartoscig wskaznika antyoksydacyjnego

a stezeniem zelaza po ekspozycjach 30 m.

Tabela 17. Zaleznosci pomiedzy wartoscig wskaznika antyoksydacyjnego i stezeniem zelaza w surowicy —

30 m (wsp. korelacji Pearsona).

5.6.4. Analiza korelacji pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i stezeniem

biatek szoku cieplnego — ekspozycje 60 m.

Tabela 18. Zaleznosci pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i stezeniem biatek szoku cieplnego
w surowicy — 60 m (wsp. korelacji Pearsona).

0,11 | 0,19 | -0,59 | -0,36 | 0,43 | 0,30 | 0,37 | 0,36 | -0,21 | -0,15

-0,08 | -0,17 | -0,08 | -0,05 | 0,35 | 0,13 | -0,24 | -0,10 | 0,01 | -0,22

-0,25 | -0,24 | -0,16 | 0,17 | 0,33 | 0,25 | -0,19 | -0,19 | -0,40 | -0,19

0,16 | 0,04 | 0,46 | 043 | -0,26 | -0,03 | -0,33 | -0,34 | -0,25 | -0,11

Wykazano istotng zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig CAT i stezeniem HSP70 przed

ekspozycjg hiperbaryczng. Interpretacja zaleznosci wskazuje, ze wraz ze wzrostem
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aktywnosci CAT (a wiec wraz z nasileniem stresu oksydacyjnego) maleje stezenie

HSP70 - aktywnos¢ CAT jest wyzsza u 0séb z nizszym stezeniem HSP70.
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Rysunek 45. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig CAT i stezeniem HSP70 przed ekspozycja hiperbaryczng
(60 m).

Podobny zwigzek wykazano pomiedzy aktywnoscia CAT przed ekspozycjg
i stezeniem HSP90 po ekspozycji. Moze to potwierdzac obserwacje, iz po nurkowaniach
symulowanych w komorze hiperbarycznej wzrasta stezenie HSP90 (nasila sie takze
stres oksydacyjny). Przedstawiona tutaj zaleznos¢ pokazuje, ze wraz ze wzrostem
wyjsciowej aktywnosci CAT w erytrocytach, rosnie stezenie biatka HSP90 w surowicy

krwi po ekspozycjach.
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Rysunek 46. Zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscig CAT i stezeniem HSP90 po ekspozycji hiperbarycznej (60

m).

5.6.5. Analiza korelacji pomiedzy wskaznikiem antyoksydacyjnym i stezeniem
biatek szoku cieplnego — ekspozycje 60 m.
Nie wykazano istotnych korelacji miedzy wartoscig wskaznika antyoksydacyjnego

a stezeniem biatek szoku cieplnego po ekspozycjach na 60 m.

Tabela 19. Zaleznosci pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i stezeniem biatek szoku cieplnego w
surowicy — 60 m (wsp. korelacji Pearsona).

Wskaznik przed Wskaznik po
HSP70 przed
0,00 -0,05
[ng/mL]
HSP70 po
0,32 0,30
[ng/mL]
HSP90 przed
-0,21 -0,01
[ng/mL]
HSP90 po
0,03 0,06
[ng/mL]

5.6.6. Analiza korelacji pomiedzy wskaznikiem antyoksydacyjnym i stezeniem
zelaza — ekspozycje 60 m.
Nie wykazano istotnych korelacji miedzy wartoscig wskaznika antyoksydacyjnego

a stezeniem zelaza po ekspozycjach na 60 m.

Tabela 20. Zaleznosci pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i stezeniem zelaza w surowicy — 60
m (wsp. korelacji Pearsona).

Wskaznik przed Wskaznik po

Zelazo przed

-0,15 -0,25
[ng/mL]
Zelazo po
-0,12 -0,18
[ng/mL]
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5.6.7. Analiza korelacji pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i stezeniem

syntazy tlenku azotu eNOS - ekspozycje 30 m.

Nie wykazano znamiennych statystycznie zaleznosci pomiedzy parametrami stresu
oksydacyjnego a stezeniem eNOS w grupie o0sdéb wykonujacych nurkowania

symulowane do gtebokosci 30 m.

Tabela 21. Zaleznosci pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i stezeniem eNOS w surowicy —30 m
(wsp. korelacji Pearsona).

-0,11 | -0,21 | -0,16 | 0,36 | 0,10 | -0,04 | 0,19 | 0,21 | -0,23 | -0,04

-0,25 | -044 | -0,49 | 0,06 | 0,08 | 0,13 | -0,07 | 0,21 | 0,01 | 0,03

5.6.8. Analiza korelacji pomiedzy wskaznikiem antyoksydacyjnym i stezeniem
syntazy tlenku azotu eNOS — ekspozycje 30 m.
Nie wykazano istotnych korelacji miedzy wartoscig wskaznika antyoksydacyjnego

a stezeniem eNOS po ekspozycjach na 30 m.

Tabela 22. Zaleznosci pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i stezeniem eNOS w surowicy —30 m
(wsp. korelacji Pearsona).
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5.6.9. Analiza korelacji pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i stezeniem

syntazy tlenku azotu eNOS i iNOS — ekspozycje 60 m.

Nie wykazano znamiennych statystycznie zaleznosci pomiedzy parametrami stresu
oksydacyjnego a stezeniem eNOS i iNOS w grupie oséb wykonujgcych nurkowania

symulowane do gtebokosci 60 m.

Tabela 23. Zaleznos$ci pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i stezeniem eNOS i iINOS w surowicy
— 60 m (wsp. korelacji Pearsona).

-031| -0,15 | -0,35 | -0,49 | 0,23 | 0,12 | 0,15 | 0,42 | -0,05 | -0,15

-0,36 | -0,20 | -0,38 | -0,49 | 0,24 | 0,25 | -0,10 | 0,38 | 0,04 | 0,02

0,25 | 0,12 | 0,01 | -0,06 | 0,00 | -0,09 | 0,23 | 0,06 - -

0,36 | 0,29 | -0,06 | -0,29 | -0,16 | -0,20 | 0,06 | 0,11 - -

Nie wykazano rdéwniez znamiennych statystycznie zaleznosci pomiedzy
parametrami stresu oksydacyjnego a stezeniem iNOS w grupie oséb wykonujgcych

nurkowania symulowane do gtebokosci 60 m z dekompresjg powietrzng.
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Tabela 24. Zaleznosci pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i stezeniem i iNOS w surowicy —

dekompresja powietrzna (wsp. korelacji Pearsona).

-0,14 | -0,53 | 0,02 | -0,04 | -0,24 | -0,01 | -0,04 | 0,13 - -

0,04 | -0,22 | 0,212 | 0,03 | -0,36 | -0,30 | 0,08 | 0,31 - -

5.6.10. Analiza korelacji pomiedzy wskaznikiem antyoksydacyjnym i stezeniem

syntazy tlenku azotu eNOS i iNOS — ekspozycje 60 m.

Nie wykazano znamiennych statystycznie zaleznosci pomiedzy wartoscig
wskaznika antyoksydacyjnego a stezeniem eNOS i iNOS w grupie osdéb wykonujacych

nurkowania symulowane do gtebokosci 60 m.

Tabela 25. Zaleznosci pomiedzy parametrami stresu oksydacyjnego i eNOS i iNOS w surowicy — 60 m
(wsp. korelacji Pearsona).
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5.6.11. Analiza korelacji pomiedzy stezeniem eNOS a biatkami HSP70 i HSP90 -

ekspozycje 30 m.

Nie wykazano istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy stezeniem eNOS i iNOS
w surowicy a stezeniem biatek szoku cieplnego HSP70 i HSP90 u nurkéw odbywajgcych

nurkowania symulowane do gtebokosci 30 m. Wszystkie zaleznosci z p>0,05.

Tabela 26. Zaleznosci pomiedzy stezeniem eNOS i biatkami HSP70 i HSP90 w surowicy — ekspozycje 30 m
(wsp. korelacji Pearsona).

HSP70 HSP70 HSP90 HSP90
przed po przed po
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]

RO e 0,35 0,36 0,22 0,44
[pg/mL]
eNOS po 0,50 0,24 0,12 0,14
[pg/mL]

5.6.12. Analiza korelacji pomiedzy stezeniem eNOS a biatkami HSP70 i HSP90 -

ekspozycje 60 m.

Nie wykazano istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy stezeniem eNOS i iNOS
w surowicy a stezeniem biatek szoku cieplnego HSP70 i HSP90 u nurkéw odbywajacych

nurkowania symulowane do gtebokosci 60 m. Wszystkie zaleznosci z p>0,05.

Tabela 27. Zaleznosci pomiedzy stezeniem eNOS i biatkami HSP70 i HSP90 w surowicy — ekspozycje 60 m
(wsp. korelacji Pearsona).

HSP70 HSP70 HSP90 HSP90
przed po przed po
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
B e -0,15 -0,05 -0,13 -0,13
[pg/mL]
e[ -0,15 -0,06 -0,11 -0,15
[pg/mL]
iNOS przed
-0,28 -0,21 - i
[pg/mL]
iNOS po
-0,25 -0,19 . i
[pg/mL]
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6. Dyskusja

Kazdego dnia ukazuja sie w piSmiennictwie naukowym setki prac na temat stresu
oksydacyjnego i biatek szoku cieplnego. O ile srodowisko naukowe wydaje sie by¢
zgodne w opinii, ze ekspozycje hiperbaryczne nasilajg stres oksydacyjny, o tyle podczas
doktadnej analizy publikacji, dos¢ czesto mozna spotkac informacje sprzeczne.

Biatka szoku cieplnego stanowig ogromng czes$¢ wszystkich biatek organizmow
zywych, a ich struktura nie podlega w zasadzie zadnym zmianom w toku ewolucji.
W pismiennictwie podkresla sie niezwykle doniostg role tych czasteczek w adaptacji
organizmu do warunkow otoczenia. Zaangazowane sg w setki biochemicznych szlakéw
komodrkowych.

Biorac pod uwage nie tylko negatywna role stresu oksydacyjnego w wywotywaniu
uszkodzen wielu sktadnikow komodrkowych, ale takze ogromny potencjat tkwigcy
w reaktywnych formach tlenu i ich roli w sygnalizacji komdrkowej, a takze
zaangazowanie biatek szoku cieplnego w liczne procesy zyciowe postanowiono
sprawdzi¢, czy nurkowanie w warunkach symulowanych w komorze hiperbarycznej
(stosowane m.in. w celach treningowych) ma wptywa na stres oksydacyjny i ekspresje
biatek szoku cieplnego, a takie czy istnieje coraz czesciej postulowana zaleznos¢
pomiedzy stresem oksydacyjnym i ekspresjg HSP, ktére jak sie wspomina, mogg
wykazywac dziatanie antyoksydacyjne. Nieliczne publikowane doniesienia wskazujg, ze
istnieje takze bardzo silna zaleznos¢ funkcji syntazy tlenku azotu od biatek szoku
cieplnego. Srédbtonek naczyr krwionoénych i czasteczka NO odgrywa ogromna role
w patofizjologii nurkowania.

Ze wzgledu na duzg rdozinorodnos¢ protokotéw prowadzonych na swiecie badan
i uzywanych technik badawczych w obszarze hiperbarii i nurkowan symulowanych,
jednoznaczne pordwnanie wynikdéw niniejszej pracy jest w zasadzie wykluczone,
0 czym wspomniano juz wczesniej. Niemozliwym jest odnalezienie dwoéch publikacji
opisujacych identyczne warunki nurkowan symulowanych (cisnienie, gtebokos¢, profil
dekompres;ji itp.) w aspekcie przytaczanych tu oznaczen biochemicznych (przeszukano
bazy PubMed, Cochrane, Google Scholar). Nie ma w tym jednak nic dziwnego, gdyz

w kazdym kraju na Swiecie istniejg wewnetrzne procedury nurkowan, dedykowane im
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tabele dekompresyjne itd. Wedle tych procedur, z uzyciem wifasnych tabel
dekompresyjnych prowadzone sg nurkowania robocze jak i eksperymentalne. Z tego
wzgledu dyskusja otrzymanych wynikéw zostata przeprowadzona w oparciu o podobne
badania (lub zatozenia i przyczynowo-skutkowg interpretacje) z jednoczesnym
uwzglednieniem nowych danych, jakie wnosi do wiedzy naukowej przedstawiona

praca.

6.1. Enzymy antyoksydacyjne

Wptyw stresu oksydacyjnego na aktywnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych jest
ogdblnie znany, jednak w przypadku nurkéw i ekspozycji hiperbarycznych wiele
doniesien naukowych jest sprzecznych i wynika, jak wskazano powyzej, z bardzo
roznych warunkow przeprowadzania doswiadczen. Znaczna czes¢ autoréw donosi
o aktywacji ukfadéw antyoksydacyjnych i wzroscie aktywnosci enzymoéw, czesc
wykazuje spadek, a jeszcze inni badacze nie zauwazajg zadnych zmian [60, 66, 153].

Analiza parametréw stresu oksydacyjnego w niniejszym badaniu data nastepujace
rezultaty: wzrost aktywnosci SOD i stezenia MDA po ekspozycjach na 30 i 60 m, wzrost
aktywnosci CAT po ekspozycjach 60 m, przy czym po witgczeniu do analizy osdb spoza
grupy podstawowej odbywajgcych ekspozycje na 30 i 60 m utrzymywat sie trend
wzrostowy bez istotnosci statystycznej. Aktywnos¢ GPx w grupie 30 m wydaje sie
wykazywac niewielki spadek, obserwowany na granicy istotnosci statystycznej, z kolei
po ekspozycjach 60 m —istotny wzrost.

Wyniki badania potwierdzajg, obserwowane przez innych autoréw (w innych
warunkach), nasilenie stresu oksydacyjnego wyrazonego w aktywacji ukfadéw
antyoksydacyjnych (szczegdlnie gtdwnego enzymu antyoksydacyjnego — SOD), ktora
jest prawdopodobnie jednak zmienna w zaleznosci od warunkéw eksperymentu,
statusu oksydacyjno-antyoksydacyjnego o0séb badanych, treningu, adaptacji do
specyficznych warunkdéw srodowiskowych. Wzrost aktywnosci ww. enzymoéw moze by¢
wyrazem kompensacji zwiekszonego wytwarzania RFT. Po ekspozycjach 30 i 60 m
wzrést istotnie takze wskaznik antyoksydacyjny. Aktywnos$¢ SOD byta zdecydowanie

wyzsza po ekspozycjach 60 m, co wskazuje na wieksze nasilenie stresu oksydacyjnego
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w poréwnaniu z ekspozycjami 30 m, spowodowane prawdopodobnie diuzszym czasem
przebywania w komorze hiperbarycznej i wyzszym cisnieniem.

Kozakiewicz M. i wsp. [71] w grupie 10 mezczyzn, ktérzy zostali poddani ekspozycji
hiperbarycznej symulujgcej warunki cisnieniowe panujgce podczas nurkowania na
gteboko$¢ 30 m stwierdzili znamienny wzrost aktywnosci SOD i stezenia MDA po
ekspozycji, co wskazuje na nasilenie stresu oksydacyjnego. W badaniu na wiekszej
grupie 26 kobiet i 49 mezczyzn Ci sami autorzy wykazali w grupie mezczyzn istotny
wzrost aktywnosci SOD i MDA, bez zmian w aktywnosci CAT i GPx. W grupie kobiet
zauwazono wzrost aktywnosci SOD, CAT, GPx. Stezenie MDA wzrosto istotnie po
ekspozycjach 60 m [64]. Ten sam autor w innym badaniu wykazat, ze nurkowie maja
nizszg wyjsciowg aktywnos¢ SOD niz osoby nie nurkujgce i nie poddawane dziataniu
wysokiego cisnienia [154]. Moze by¢ to efektem adaptacji organizmu do specyficznych
warunkow lub, co bardziej prawdopodobne dysfunkcja bariery ochronnej
spowodowanej np. oddziatywaniem wysokiego cisnienia na struktury komérkowe.

Witodarski A. i wsp. nie wykazali zadnych istotnych zmian w aktywnosci CAT i GPx
u o0sob nurkujgcych na gltebokos¢ 9 m w wodach otwartych z wykorzystaniem
powietrza jako czynnika oddechowego [60].

Korpinar i wsp. stwierdzili znamienny statystycznie spadek aktywnosci SOD
i stezenia GSH, a takze wzrost stezenia MDA u szczuréw poddanych dziataniu HBO (60
min, 2,0 lub 2,4 ATA w odstepach przez 24 godziny lub 15 sesji — rozne grupy). Spadek
GSH byt obserwowany tylko przy 2.4 ATA, a u czesci szczurow obserwowano wzrost
aktywnosci SOD [155]. Nie mozna jednak z catg pewnoscig uznaé, ze modele zwierzece
sg wystarczajgco podobne do modelu ludzkiego, a uzyskane wyniki mogg by¢
identycznie interpretowane. Metabolizm zwierzat jest odmienny od metabolizmu
organizmu ludzkiego. W tym aspekcie tym bardziej wydaje sie nieuzasadnione
bezkrytyczne spojrzenie na wyniki w odniesieniu do ludzi, szczegdlnie majgc na uwadze
warunki wysoce specyficzne.

Taylor i wsp. [115] wykazali w swojej pracy wzrost w surowicy krwi TBARS
(wyrazone jako ekwiwalent MDA) u o0sdob poddanych dziataniu powietrza pod
zwiekszonym cisnieniem i wyrazny spadek w grupie oséb poddanych dziataniu tlenu

hiperbarycznego. Obserwacja ta stoi w sprzecznosci do wynikow otrzymanych
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W niniejszej pracy, gdzie stezenie MDA, zarowno po ekspozycjach 30 jak i 60 m
wzrosto. Fakt ten jest jednak trudny (a wrecz niemozliwy) do poréwnania ze wzgledu
na inne warunki ekspozycji i rézne doswiadczenie i przygotowanie osdb biorgcych
udziat w badaniu. Duze znaczenie mogg miec tutaj uwarunkowania osobnicze, trening
i status antyoksydacyjny. Istotne sg takze rdinice metodyczne prowadzonych
doswiadczen. W cytowanej pracy nurkowie byli poddawani ekspozycji symulujgcej
gtebokos$¢ 18 m, a tgczny jej czas wynosit 78 min. Pierwsze probki krwi zostaty pobrane
42 min. po zakonczeniu ekspozycji, a kolejne po uptywie niespetna 5 godz.

Radojevic-Popovic i wsp. oznaczali aktywnos¢ SOD, CAT i stezenie TBARS
bezposrednio po nurkowaniach rzeczywistych (doswiadczeni nurkowie policyjni) do 30
m z powietrzem jako czynnikiem oddechowym. Zaobserwowali wzrost stezenia TBARS
bez istotnych zmian w aktywnosci enzymdéw SOD i CAT, zaznaczajac, ze nurkowanie
wptywa tylko nieznacznie na status redox [156].

Alcaraz-Garcia i wsp. wykazali spadek aktywnos$ci GPx po serii nurkowan na 7 m
w grupie u nurkujgcych zawodowo Zzotnierzy (oddychajgcych w czasie nurkowania
100% tlenem), ttumaczac to dobrym stanem zdrowia i zdolnoscig organizmu do
aklimatyzacji [67].

Spadek aktywnosci SOD i brak wzrostu TBARS bezposrednio po nurkowaniach
rzeczywistych w wodzie stodkiej o temp. 13°C do gtebokosci 6,2 m (czynnik
oddechowy: powietrze) zaobserwowata Mila-Kierzenkowska i wsp. [66]

Jeszcze inne i diametralnie rdznigce sie od siebie wyniki przedstawiajg autorzy
prac, gdzie parametry stresu oksydacyjnego oznaczane byty u pacjentéw poddawanych
leczeniu w komorze hiperbarycznej.

Paprocki J. i wsp. badali zmiany aktywnosci SOD, CAT, GPx i TBARS u 0sdb z utratg
stfuchu leczonych tlenem hiperbarycznym. Wykazali spadek aktywnosci SOD i CAT,
wzrost stezenia TBARS i wzrost aktywnosci GPx po leczeniu [157].

Rowniez logicznym wydaje sie réwniez fakt, ze u osdb poddanych dekompres;ji
tlenowej aktywnos¢ SOD byta wyzsza, co wigzato sie z wyziszym wskaznikiem
antyoksydacyjnym, niz w przypadku dekompresji powietrznej. U tych oséb obserwuje

sie jednak nizszg aktywnos¢ CAT.
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Wozrost aktywnosci SOD, CAT, GPx i stosunku SOD do (CAT+GPx) przy
jednoczesnym wzroscie stezenia MDA wskazuje jednoznacznie na nasilenie stresu
oksydacyjnego i wzrost peroksydacji przede wszystkim lipidéw. Sugeruje to, ze
u badanych oséb proces neutralizowania wolnych rodnikéw nie zachodzit dostatecznie

szybko lub ich wytwarzanie przekraczato zdolnosci antyoksydacyjne.

6.2. Stezenie zelaza

Stezenie zelaza nie jest parametrem stresu oksydacyjnego, jednak jony Zelaza
wywierajg ogromny wptyw na stres oksydacyjny. W zwigzku z tym, a takze brakiem
doniesien na temat wptywu hiperbarii na rownowage zelaza, postanowiono oznaczy¢
stezenie zelaza catkowitego w surowicy krwi nurkéw.

Zaobserwowano znaczny spadek stezenia zelaza po nurkowaniach symulowanych
na gteboko$é 30 i 60 m, co wydaje sie mie¢ zwigzek z nasileniem stresu oksydacyjnego,
jednak spadek stezenia jest duzy i trudno jest wnioskowa¢é, ze wywotany jest on tylko
i wytgcznie przemiang w reakcji Fentona (ilos¢ powstajacych rodnikéw hydroksylowych
bytaby wysoce toksyczna, a nawet zabdjcza dla kazdych komérek). Nie ma jednak
badan, ktérych przedmiotem bytby wptyw nurkowan na homeostaze zelaza. Jedyne
dwie prace jakie udato sie odnalez¢, wskazuja na wzrost stezenia ferrytyny i zelaza
w surowicy krwi po nurkowaniach saturowanych [54, 158]. Jest to sprzeczne
z poczynionymi tutaj obserwacjami, jednak trudno jest poréwnywac wielodniowe
i diuisze nurkowania saturowane z wykorzystaniem mieszanin oddechowych do
nurkowan standardowych, krétkotrwatych z powietrzem jako czynnikiem oddechowym
i powietrzem lub tlenem w czasie dekompresji. Pomimo, ze stres oksydacyjny moze
istotnie wptywac¢ no homeostaze zelaza m.in. poprzez indukcje transkrypcji genu dla
ferrytyny i nasilenie jego ekspresji, zwiekszenie stezenia tego biatka w surowicy
i intensywniejsze wigzanie jondw zelaza (zastosowana metoda oznaczania zelaza
catkowitego pozwala jedynie na uwolnienie jondw z transferryny), to efekt ten jest
charakterystyczny dla stresu oksydacyjnego trwajgcego znacznie dtuzej niz 1 godzine
(przyjmuje sie w niektérych publikacjach >6 godzin), a krew pobierana byta od oséb

badanych bezposrednio po ekspozycjach, tj. max. po okoto 3,9 godziny spedzonej
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w komorze hiperbarycznej (czas najdtuzszej dekompresji + 30 min). Tym samym czas
potrzebny na wywotanie takiego efektu wydaje sie by¢ zbyt kroétki.

Jedng z hipotez moze by¢ tez wzmozona biosynteza enzymdw antyoksydacyjnych
— biatek, ktorych funkcje i aktywnos$¢ warunkujg atomy zelaza wbudowane w ich
czasteczki. Wypadkowa tego procesu, jak i reakcji Fentona (i ew. wzrostu ekspresji
biatek wigzgcych jony zZelaza) moze da¢ w efekcie zmniejszenie stezenia zelaza
W surowicy.

By¢ moze podczas nurkowan saturowanych zachodzi proces adaptacji i po
poczgtkowym spadku stezenia zelaza, nastepuje jego wzrost do wartosci wyzszych niz
wyjésciowe. Mogtoby to ttumaczy¢ rozbieznos¢ wynikédw cytowanych powyzej prac

z wynikami niniejszej pracy i z pewnoscig wymaga dalszych badan.

6.3. Biatka szoku cieplnego

Biatka szoku cieplnego nalezg do biatek syntetyzowanych przez komorki
w odpowiedzi na czynniki stresowe, jak np.: wysoka i niskag temperature, toksyny
(alkohole, nikotyna, metale ciezkie), promieniowanie UV, infekcje, stan zapalny,
hipoksje, hiperoksje i wiele innych [77]. Dowiedziono istotnego zwigzku pomiedzy
ekspresjg biatek szoku cieplnego a stresem oksydacyjnym, przy czym zaréwno stres jak
i status antyoksydacyjny mogg wptywaé na ekspresje HSP [84, 103]. Nie zostato jednak
wyjasnione, w jakim stopniu HSP odgrywajg pozytywng role w stresie oksydacyjnym
i nitrozacyjnym i w komérkowych uszkodzeniach oksydacyjnych, a takze w jaki sposéb
moga wptywaé na rozwdj stresu oksydacyjnego, petnigc drugorzedna role w stosunku
do wysoce specyficznych zmiataczy wolnych rodnikéw i uktadéw antyoksydacyjnych
[84]. Sugeruje sie, ze stres oksydacyjny i regulacja redox moze odgrywaé decydujaca
role w tolerancji cieplnej organizmu, co moze czesciowo ttumaczy¢ zmiany ekspresji
HSP w stresie oksydacyjnym [159, 160]. Stres cieplny prowadzi do akumulacji RFT,
indukujgc uszkodzenia oksydacyjne; to z kolei aktywuje ekspresje HSP, ktore aktywujg
wtoérnie uktady zmiataczy RFT [161]. HSP sg gtéwnie biatkami wewngatrzkomérkowymi.
Ich rola w przestrzeni pozakomdrkowej nie zostata w petni wyjasniona, cho¢ wydaje
sie, ze uczestniczg w licznych procesach biologicznych [162, 163]. Konstytucyjnie

ekspresjonowane HSP zapewniaja w komoérce réwnowage oksydacyjno-redukcyjna
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i m.in. integralnos¢ mitochondriéw, a takze stanowig sensor potencjatu redox [164].
HSP70 wspomagajg inne biatka z uszkodzeniami oksydacyjnymi, przytaczajac sie do
fragmentow hydrofobowych, promujac ponowne fatdowanie biatek i chronia je przed
agregacjg [165]. W stresie nitrozacyjnym, reakcja NO z nadtlenkiem prowadzi do
powstania niezwykle reaktywnego nadtlenoazotynu i masywnej produkcji RFT [166].
Komérki wystawione na dziatanie stresu nitrozacyjnego w normalnej temperaturze
rowniez wykazujg zwiekszong ekspresje HSP [166].

Majgc na uwadze doniostg, jak sie wydaje, role HSP w rozwoju stresu
oksydacyjnego i nitrozacyjnego, postanowiono w kolejnej czesci pracy okresli¢c wptyw
hiperbarii i stresu oksydacyjnego na stezenie biatek szoku cieplnego HSP70 i HSP90
w surowicy krwi nurkow. Sg to dwie, najlepiej poznane rodziny HSP, przy czym HSP90
w warunkach hiperbarii oznaczane byto dotad niezwykle rzadko.

W pracy wykazano spadek stezenia HSP70 w surowicy krwi osdb po ekspozycji
hiperbarycznej imitujgcej nurkowanie do gtebokosci 30 m (spadek z 0,55+0,28 ng/mL
do 0,44%0,34 ng/mL, p=0,0262). Trend spadkowy zostat zaobserwowany takie po
nurkowaniach symulowanych do gtebokosci 60 m (przed 1,33%+1,18 ng/mL, po
0,81+1,28 ng/mL, p=0,0504). Obserwacja ta stoi w sprzecznosci z wykazywanym na
nielicznych modelach komorkowych i tkankowych wzrostem ekspresji HSP70
w warunkach hiperbarii tlenowe;.

Lee i wsp. oceniali stezenie HSP70/72 w surowicy krwi przed i 2 godziny po
nurkowaniach symulowanych w komorze hiperbarycznej (do max. gtebokosci 87 m)
u 19 zdrowych nurkdow, zawodowych zotnierzy [110]. Czas trwania tych ekspozycji
(w zwigzku z wiekszg gtebokoscig) byt dtuiszy niz omawianych w niniejszej pracy.
Badacze (oceniajgc grupe catosciowo) wykazali nieistotny wzrost stezenia HSP70/72 po
nurkowaniach (p=0,07). Co ciekawe, znamienny wzrost wystepowat jedynie u oséb
majgcych mniejsze doswiadczenie w gtebokich nurkowaniach <36 miesiecy. W grupie
0sob doswiadczonych (>60 miesiecy) nie obserwowano zwiekszonego stezenia
HSP70/72, co zdaniem autora niniejszej pracy moze by¢ stosunkowo silnym dowodem
aklimatyzacji organizmu do warunkow zwiekszonego cisnienia. Wydaje sie wiec, ze
wptyw na reakcje biatek szoku cieplnego ma trening nurkowy i aklimatyzacja do

warunkow specyficznych, a z pewnoscia takze czas przebywania w tych warunkach. Ta
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obserwacja wydaje sie by¢ zblizona do wynikéw przedstawionych w niniejszej pracy,
gdzie stezenie HSP70 po ekspozycjach zmalato, by¢ moze w zwigzku z doswiadczeniem
nurkowym badanych osdb. Wydaje sie, ze réznice w ekspresji HSP70 wystepujg u oséb
przebywajgcych albo w okreslonych warunkach, lub przez odpowiedni czas. Nalezy
takze pamietaé, ze istnieje wiele czynnikdw indukujacych HSP poza dziataniem
ci$nienia per se.

Badania Sureda i wsp. rzucajg jeszcze inne spojrzenie na biatka szoku cieplnego
w odniesieniu do nurkowan [167]. Autorzy przywotfanej pracy stwierdzili prawie 100%
wzrost ekspresji genu HSP72 w neutrofilach 9 mezczyzn 30 min. po nurkowaniach na
gtebokosé 50 m (tgczny czas 35 min). Jednoczesnie zauwazono mobilizacje neutrofiléw
w warunkach normobarii po nurkowaniu, co Swiadczy o aktywacji odpowiedzi
immunologicznej. W cytowanym badaniu autorzy zwracajg uwage na wykonywanie
umiarkowanego wysitku fizycznego przez nurkéw. HSP70 uwalniane do przestrzeni
pozakomérkowej wykazuje zdolnos¢ do taczenia sie z btong komdrkowag komodrek
uktadu immunologicznego i stymulacji wydzielania cytokin [168].

Matsuo i wsp. opisujg wyniki badaA prowadzonych podczas nurkowan
saturowanych (4,1 MPa, 400 m wody morskiej, He-O,), gdzie ekspresja HSP70
w limfocytach wzrastata po dekompresji, natomiast w czasie kompresji wykazywata
powolny spadek [169]. Moment pobrania materiatu (zwigzany z czasem ekspozycji) do
badan moze wptywaé wiec istotnie na interpretacje wynikow, a obserwacja ta
pokazuje takze, ze faza kompres;ji i dekompresji mogg miec rézny wptyw na ekspresje
HSP.

Taylor i wsp. zaobserwowali z kolei spadek ekspresji HSP70 w monocytach krwi
obwodowe] po symulowanych nurkowaniach w komorze hiperbarycznej u 6 zdrowych
mezczyzn (wczesniej nie poddawanych ekspozycjom hiperbarycznym) poddanych
dziataniu zardwno powietrza jak i tlenu pod zwiekszonym cisnieniem
(odpowiadajgcemu gtebokosci 28 m, w czasie 78 minut) [115]. Probki krwi zostaty
pobrane 42 minuty po ekspozycji i nastepnie po 4 godz. i 42 min. Spadek ekspresji
HSP70 w monocytach obserwowano w obu probkach, przy czym silniej wyrazony byt
u o0sob poddanych dziataniu HBO. W monocytach krwi pobranej pdzniej, ekspresja

HSP70 byta juz zblizona do wartosci wyjsciowych, obserwowanych przed ekspozycja.
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Moze to ttumaczy¢ fakt spadku stezenia HSP70 u badanych przeze mnie oséb po
ekspozycji na 60 m z dekompresjg tlenowg (trwajacej znacznie dtuzej),
obserwowanego na granicy istotnosci statystycznej.

Djurhuus i wsp. oceniali wplyw hiperbarii na ekspresje HSP70 i HSP90
w komérkach HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) poddanych dziataniu
cisnienia 2.6 MPa (26 bar, 250 m wody morskiej) przez 24 godziny [111]. Nie
zaobserwowano zmiany ekspresji HSP70, wykazano jednak niewielki wzrost ekspresji
HSP90. Dodatkowo autorzy badania wykazali, ze ekspresja HSP zalezy nie tyle od fazy
dekompresji, co kompresji lub oddziatywania cisnienia per se. W podobnych
komérkach (HMEC-1, human microvascular endothelial cells) Godman i wsp.
obserwowali wzrost ekspresji genéw HSP70/72 po inkubacji komérek przez 60 min.
w atmosferze 100% tlenu, pod ci$nieniem 2.4 atm. [170]. Wzrost obserwowany byt do
4 godziny, po czym ekspresja zmniejszata sie. By¢ moze w tych warunkach nurkowania
saturowanego, gdyby materiat pobierany byt podczas catej procedury co pewien czas,
bytby mozliwy do zaobserwowania spadek ekspresji HSP70 w poczatkowej fazie.

W kolejnym badaniu spadek stezenia HSP70 i czynnika NF-kB byt obserwowany
w surowicy krwi po nurkowaniach symulowanych na gteboko$¢ 20 m, gdzie czynnikiem
oddechowym byt Nitroks.

Nie udato sie odnalezé prac, w ktérych autorzy oznaczaliby stezenie/ekspresje
HSP90 u nurkéw, poza jedng — dysertacjg doktorskg pochodzgcg z 2017 roku
z Uniwersytetu Stanowego na Florydzie, gdzie grupg oséb badanych byli marynarze US
Navy [171]. Autor pracy zwraca uwage, ze HSP90 sg grupa biatek najsilniej reagujacych
na stres oksydacyjny sposrdod wszystkich HSP i wykazat 42% spadek stezenia HSP90
w surowicy krwi po 6-godzinnych nurkowaniach w basenie o gtebokosci 4,57 m
(powtarzanych przez 5 dni), gdzie czynnikiem oddechowym byto powietrze.
Zaobserwowano takze 28% wzrost stezenia HSP90 w 5 dniu w stosunku do pierwszego
dnia. Wzrost ten korelowat ze stezeniem NOs, co potwierdza istotng zaleznos¢ funkcji
NOS od HSP90 i by¢ moze jednoczesny wzrost stezenia HSP90 i eNOS w mojej pracy.
W aspekcie hiperbarii i stresu oksydacyjnego wydaje sie, ze czynnikiem najsilniej
aktywujgcym ekspresje HSP90 sg FRT i reaktywne formy azotu wytwarzane z udziatem

czagsteczki NO syntezowanej takze przez iNOS. Zwiekszenie poziomu saturacji O, we
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krwi wigze sie ze wzrostem HSP. Wzrost ekspresji HSP90, podobny do wykazanego
w niniejszej pracy, zauwazono w ludzkich komdrkach endotelium (HUVEC) podczas
ekspozycji hiperbarycznych [172].

Ciekawg obserwacjg jest wzrost stezenia HSP90, zaréwno po ekspozycjach na 30
m, jak i na 60 m (przy jednoczesnym spadku HSP70). Tym bardziej jest to interesujaca
obserwacja, gdyz wzrost ekspresji HSP90 pocigga za sobg zwiekszenie syntezy NO przez
eNOS, co wynika z mechanizmu indukcji biosyntezy eNOS przez HSP90 [134, 173].
Wystepujgcy podczas ekspozycji hiperbarycznych stres oksydacyjny moze by¢
czynnikiem wywotujgcym apoptoze komodrek. W tym aspekcie, zwiekszenie stezenia
HSP90 w surowicy krwi moze by¢ wyrazem efektu inhibicyjnego HSP w stosunku do
szlakow apoptozy [174]. Dodatkowo, pojawiajagce sie u o0séb nurkujgcych
mikropecherzyki w ukfadzie krwionosnym i zaburzenia przeptywu krwi doprowadzajg
do niezwykle matych ognisk niedokrwienia i zwiekszenia syntezy RFT. Wynik wydaje sie
potwierdza¢ obserwacje poczynione na zwierzetach lub modelach komdrkowych, przy
czym nie udato sie odnalez¢ informacji, mowigcych o wczesniej wykonanych takich
badaniach u ludzi. Wyniki tego badania wnoszg wiec zupetnie nowg wiedze. Biatka
HSP90 indukowane sg (w przeciwienstwie do HSP70) gtdwnie mitogenami i u ludzi
wystepujg jako HSP90PB — ekspresjonowane konstytucyjnie i HSP90a, ktére indukowane
jest przez czynniki termiczne, przy czym HSP90a zaangazowane jest gtdéwnie w procesy
adaptacyjne [175, 176]. Wykorzystany w badaniu test ELISA wykrywat obie formy
HSP90. Trudno takze oceni¢ w wielu dostepnych publikacjach, ktérg forme oznaczali
w materiale biologicznym inni badacze, gdyz informacja taka czesto nie jest podawana.
Wozrost stezenia nie dziwi jednak, biorgc pod uwage ogromna role biatek szoku
cieplnego w adaptacji organizmu do warunkéw srodowiskowych.

Stres oksydacyjny moze znacznie zwieksza¢ ekspresje HSP90 w ludzkich
komodrkach endotelium i promowaé wystepowanie tych biatek na powierzchni btony
komodrkowej, a uwalnianie z komodrki prowadzi¢c do wzrostu stezenia
w osoczu/surowicy [177, 178].

W roku 2010 wykazano po raz pierwszy na Swiecie, ze hiperbaria wywiera wptyw
na ekspresje HSP70 indukowang cieptem, w co moga by¢ zaangazowane mechanizmy

potranslacyjne, a sam wzrost wykrywanego biatka nie musi by¢ zwigzany z jego syntezg
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de novo [111]. Fakt ten, jak i dalsze badania z obszaru biatek szoku cieplnego
i hiperbarii mogg mie¢ ogromny wptyw na zapobieganie, leczenie choroby
dekompresyjnej i ew. fagodzenie jej objawdw.

Doktadny mechanizm powigzania hiperbarii i ekspresji HSP nie zostat dotad
poznany. Moze by¢ wynikiem nie tylko wystgpienia stresu oksydacyjnego, ale takze
dziatania zwiekszonego cisnienia per se, a takie zwigzany z aktywacjg uktadu
immunologicznego.

Obserwowany spadek stezenia w surowicy wolnego HSP70 by¢ moze
spowodowany angazowaniem tych biatek w procesach ochrony komoérek przed
stresem oksydacyjnym lub zmniejszong sekrecjg do przestrzeni zewnatrzkomérkowej.
Pewng role moze tez odgrywac stosunkowo silnie wyrazona aktywacja uktadow
antyoksydacyjnych, wptywajgca na ograniczenie nasilenia stresu oksydacyjnego. Byc
moze tez, spadek stezenia HSP obserwowany jest tylko bezposrednio po ekspozyciji.
Ekspresja biatek moze narasta¢ w pdzniejszym czasie. W jednej z bardzo intersujgcych
prac autorzy zwracajg uwage, ze wzrost stezenia TBARS wigze sie ze zmniejszeniem
HSP70, co zgadza sie z poczynionymi w tej pracy obserwacjami [179]. Istotnym
czynnikiem, wptywajacym na spadek stezenia HSP70 moze miel tez ewentualna
stymulacja przez IL-6. Wymaga to jednak dalszych badan. Nalezy zwréci¢ takze uwage
na niepodkreslany i nieznany dotad fakt, ze na ekspresje HSP (w tym wfasnie HSP70
i HSP90) duzy wptyw majg skfadniki pokarmu (np. aminokwasy) i dieta (biatka,
probiotyki, dieta wysokottuszczowa) [180]. Islam i wsp. wskazuja, ze stezenie
pozakomérkowego HSP70 jest odwrotnie proporcjonalne do wskaznika BMI,
procentowe] zawartosci ttuszczu w tkankach i opornosci na insuline [181]. Nalezy
uwzgledni¢ ten mechanizm, szczegdlnie, ze nie wszystkie osoby wtgczone do
niniejszego badania byly na czczo w momencie pobierania krwi, a wskaznik BMI
u niektérych badanych wskazywat na niewielkg nadwage.

Wzrost stezenia HSP90 wydaje sie by¢ natomiast zgodny z oczekiwaniami,
szczegolnie w przypadku, kiedy biatka te miatyby silnie reagowac na stres oksydacyjny

i modulowac ekspresje i aktywnos¢ eNOS.
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Po przesledzeniu wptywu hiperbarii na biatka szoku cieplnego sprawdzono, czy
wystepuje zalezno$¢ pomiedzy nasileniem stresu oksydacyjnego (aktywnoscig
enzymow antyoksydacyjnych) a stezeniem HSP.

Yan i wsp. wykazali, ze spadek ekspresji HSP70 przyczynia sie do zwiekszonego
wytwarzania RFT i oksydacji biatek mitochondrialnych [182]. W roku 2007
opublikowano badania, wskazujgce na istotng role HSP70 w ekspresji GPx i reduktazy
glutationu [183]. Guo i wsp. pokazali, ze nadekspresja HSP70 moze o okoto 30%
ogranicza¢ wytwarzanie RFT w warunkach hipoksji (nie ma danych w odniesieniu do
hiperoksji). Mierzac stosunek GSH/GSSG (ktory zmniejsza sie w stresie oksydacyjnym)
okreslali komdrkowy potencjat redox. Wykazano istotnie wyzszy wskaznik GSH/GSSG
w komoérkach, w ktdrych nie zahamowano ekspresji HSP70 (76,1% vs. 59,1%, p<0,01)
[183]. Glutation jest kluczowym, niskoczgsteczkowym antyoksydantem, w przemianach
ktorego uczestniczy peroksydaza glutationowa. Aktywnos¢ GPx w badaniach Guo i wsp.
byta istotnie wyzsza w komodrkach z nadekspresja HSP70 i, co bardzo ciekawe,
jednoczesnie nizsza niz w komaérkach grupy kontrolnej (z normalng ekspresjg HSP70),
co pokazuje, ze HSP70 odgrywa istotng role w utrzymaniu potencjatu redox, a GPx
w komoérkach z nadekspresjg HSP70 nie musi wykazywac bardzo wysokiej aktywnosci.
Autorzy cytowanej pracy wskazujg takze, ze GPx jest enzymem Scisle modulowanym
przez HSP70, a wptyw ten (na enzymy antyoksydacyjne) moze by¢ krytycznym
mechanizmem cytoprotekcyjnym.

W tej pracy nie wykazano korelacji pomiedzy aktywnoscig GPx, a stezeniem HSP70
w surowicy. Istotna zalezno$¢ zachodzi jednak pomiedzy aktywnoscig GPx przed i po
ekspozycjach hiperbarycznych (30 m) i stezeniem HSP90 i jest identyczna jak
w przypadku HSP70 wykazanym przez Guo i wsp. Osoby badane przeze mnie, miaty
tym mniejszg aktywnosc GPx, im wyzsze byto stezenie biatka HSP90. By¢ moze zachodzi
tu podobny mechanizm. Brak zaleznosci po nurkowaniach do gtebokosci 60 m
z dekompresjg tlenowg moze by¢ wynikiem matej grupy badanej, ale takze krotszego
czasu ekspozycji i uruchomieniem innych mechanizméw komérkowych. Obserwuje sie
takze znamienng zaleznos$¢ pomiedzy aktywnoscig CAT przed ekspozycjg a stezeniem
HSP70 po ekspozycji, a takie aktywnoscia SOD i stezeniem MDA po ekspozycji

a stezeniem HSP90 przed ekspozycjg. Kazda z tych zaleznosci jest korelacjg ujemng, co

106



oznacza, ze aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych i stezenie MDA jest nizsze u oséb
z wyiszym stezeniem HSP90 oznaczanym w surowicy. Istotng obserwacja, jaka
zauwazono analizujgc wyniki jest zaleznos¢ pomiedzy stezeniem HSP70 po ekspozycji
30 m, a zmiang aktywnosci CAT. Wyzszy byt obserwowany przyrost aktywnosci katalazy
u 0sob, u ktérych stezenie HSP70 po ekspozycji byto wyzsze, co moze wskazywac na
dziatanie antyoksydacyjne HSP70. Po ekspozycjach 60 m zaobserwowano istotng
zalezno$¢ miedzy aktywnoscig CAT przed ekspozycjg a stezeniem HSP70 przed i HSP90
po, przy czym ta ostatnia jest zaleznoscia z dodatnig wartoscig wspofczynnika korelacji
— wraz ze wzrostem aktywnosci CAT rosnie stezenie HSP90. Identyczny trend
odnotowano dla aktywnosci CAT po ekspozycji, przy czym nie wykazywat cech
istotnosci statystycznej. Powyzsze obserwacje wydajg sie potwierdzaé¢ udziat HSP
w stresie oksydacyjnym, przy czym po raz pierwszy przeprowadzone zostaty na
ludziach, w grupie oséb odbywajgcych nurkowania symulowane. Nie istniejg obecnie
zadne doniesienia, ktére pokazywatby zaleznos¢ pomiedzy ekspresjg HSP i aktywnoscig
enzymdéw antyoksydacyjnych u nurkow lub oséb przebywajgcych w warunkach
hiperbarycznych. Wydaje sie, ze na utrzymanie réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej
organizmu maja wptyw i ukfady antyoksydacyjne i biatka szoku cieplnego
wspotdziatajgce ze sobg. Mniejsza aktywnos$é ww. enzymoéw przy wyzszym stezeniu
HSP moze wskazywac, ze HSP petnig role ochronng i zmniejszajg nasilenie stresu
oksydacyjnego. Wskazanie jednak konkretnego szlaku komodrkowego tego
oddziatywania lub doktadnego mechanizmu molekularnego (poza wzajemnym
oddziatywaniem HSP w uktadzie biatko-biatko) jest obecnie niemozliwe.

Na podstawie badan stezenia HSP w surowicy trudno jest odpowiedzie¢ na
pytanie, czy jego wzrost spowodowany jest zwiekszong biosyntezg HSP, czy ich
uwalnianiem z komoérek lub modyfikacjami potranslacyjnymi, jak np. fosforylacja
i acetylacja (ktore mogg mie¢ wptyw na wykrywalnos¢ biatka przez testy
immunochemiczne). Doktadne poznanie np. przyczyny wzrostu stezenia HSP90
i spadku HSP70 wymaga dalszych badan dotyczacych m.in. zmian w ekspresji gendw.

Olbrzymia trudnos¢ w porownaniu wynikow badan zwigzana jest w gtéwnej mierze
z roéznym ich przebiegiem, rdéznymi warunkami ekspozycji hiperbarycznych

i stosowaniem réznych metod wykrywania biatek. Jak uwazajg niektorzy autorzy, np.
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zmiany potranslacyjne moga wptywac na specyficznos¢ metod ELISA i Western-blot

[169, 184].

6.4. Syntaza tlenku azotu

Po przesledzeniu zaleznosci, pomiedzy stresem oksydacyjnym i HSP,
przeprowadzono analize wptywu hiperbarii na stezenie syntazy tlenku azotu
w surowicy krwi nurkéw. Biorgc pod uwage, ze nurkowie poddawani sg dziataniu wielu
czynnikdw stresowych mogacych w istotny sposéb wptywacé na funkcje srédbtonka,
a takze fakt niezwykle istotnego wzajemnego oddziatywania HSP (szczegdlnie HSP90)
NOS, oznaczono stezenie dwodch izoform syntazy tlenku azotu — eNOS i iNOS
w surowicy krwi obwodowe]. Zaréowno eNOS jak i iINOS sg enzymami komadrkowymi,
jednak z uwagi na inwazyjnos¢ zabiegu pobrania np. komoérek srddbtonka i cheé
sprawdzenia, czy surowica (jako materiat fatwo dostepny) nadaje sie do wstepnych
badan nurkdow, postanowiono skorzystac z tego materiatu. Tym bardziej jest to temat
wazny, gdyz nawet nurkowania prowadzone wedtug sprawdzonych i bezpiecznych
profili moga indukowa¢ odpowiedz uktadu odpornosciowego, uwalnianie mikroczgstek
wptywajgcych na formowanie sie mikropecherzykéw gazow i uszkodzenia sréodbtonka
[25, 186].

Zaobserwowano znamienny statystycznie wzrost stezenia eNOS po ekspozycjach
60 m. Stezenie iNOS nie zmienito sie w tej grupie (nie oznaczano stezenia po
ekspozycjach 30 m), podobnie jak eNOS w przypadku ekspozycji 30 m. Obserwuje sie
zatem wptyw hiperbarii na funkcje srédbtonka. Wykazanie istotnej zmiany tylko po
nurkowaniach na 60 m by¢ moze zwigzane jest z czasem potrzebnym do zwiekszenia
ekspresji  eNOS lub zwiekszonym nasileniem stresu oksydacyjnego i/lub
oddziatywaniem cisnienia na organizm. Nie wykazano istotnych korelacji pomiedzy
parametrami stresu oksydacyjnego a stezeniem eNOS i iNOS. Nie oznacza to jednak, ze
zwigzek taki nie wystepuje. By¢ moze mozna go zaobserwowac badajgc wspomniane
parametry na poziomie komérkowym Ilub oznaczajagc aktywnos$¢ enzymu. Nie
zauwazono tez ilosciowej zaleznosci pomiedzy stezeniem HSP i badanych NOS.
Stezenia jednak HSP90 i eNOS wzrastajg po ekspozycjach tgcznie, co wydaje sie

potwierdza¢ fakt silnego oddziatywania HSP-eNOS. iNOS indukowana jest gtownie
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przez cytokiny prozapalne. Poczynione obserwacje wydajg sie wskazywaé na brak
wptywu hiperbarii na stezenie biatka iNOS (jako zawartosci masy biatka), przynajmniej
w przypadku surowicy, jako materiatu badanego, i/lub brak zwiekszenia wydzielania
enzymu do przestrzeni pozakomédrkowe;j.

Istniejg jednak doniesienia mowigce o wzroscie syntezy NO przez iNOS. Sureda
i wsp. sugerujg, ze nurkowania rzeczywiste indukujg stres oksydacyjny przy
jednoczesnym wzroscie syntezy NO przez komorki endotelium (spowodowanego
wzrostem aktywnosci enzymu) [167]. Autorzy obserwuja po nurkowaniach na
gtebokos¢ 50 m (35 min) takze wzrost syntezy NO w ludzkich neutrofilach, przy braku
zmiany stezenia biatka. Inni autorzy zauwazajg w tych komdrkach wzrost aktywnosci
i stezenia iNOS, jednak przy innych warunkach prowadzenia badania [72].

Zhen i wsp. zauwazajq silny zwigzek pomiedzy nasileniem stresu oksydacyjnego,
a ekspresjg eNOS i iNOS, zarowno na poziomie transkrypcyjnym jak i translacyjnym
w komérkach $rédbtonka naczyn, zwigzany z aktywacjg czynnika NF-kB [152]. NO jest
jednym z czynnikdw hamujgcych NF-kB (sprzezenie zwrotne ujemne), jednak jego
zmniejszona dostepno$é w warunkach stresu oksydacyjnego moze aktywowaé szlak
NF-kB i prowadzi¢ do zwiekszenia ekspresji NOS.

Analizujgc nieliczne prace, mozina takze zauwazy¢, ze przy nurkowaniach
rzeczywistych na gtebokos¢ 7 m obserwuje sie spadek stezenia NO3™ ttumaczony przez
autorow spadkiem aktywnosci i ekspresji iINOS [67]. Z drugiej jednak strony dostepna
jest praca wskazujaca na istotny wzrost aktywnosci i ekspresji iNOS w warunkach
hiperbarii [72].

Zwiekszenie syntezy NO, jako wolnego rodnika i czasteczki wykazujacej
wiasciwosci antyoksydacyjne, obserwowane przy ekspozycjach hiperbarycznych moze
wptywac ograniczajgco na nasilenie stresu oksydacyjnego terminujac reakcje utleniania
lipidow [154].

Wykazano duzy wptyw ekspozycji hiperbarycznych w warunkach symulowanych
nurkowan m.in. do gtebokosci 30 m na funkcjonowanie uktadu krazenia, m.in.
w stosunku do parametréw biochemicznych. Obserwuje sie spadek stezenia
angiotensyny 1-7 (ANG 1-7) dziatajacej antagonistycznie w stosunku do angiotensyny

II. ANG 1-7 zwieksza synteze NO poprzez aktywacje eNOS i nNOS [154].
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Tlenek azotu wptywa istotnie na formowanie pecherzykdw gazu w uktadzie
krwionosSnym w fazie dekompresji, a zastosowanie inhibitora NOS nasila ich
formowanie. Efekt taki obserwuje sie takze w przypadku zmniejszenia ekspresji HSP.
Synteza NO rosnie wraz ze wzrostem ekspresji HSP90 [134, 173]. Zwiekszenie (np.
przez wysitek fizyczny) syntezy NO poprzez aktywacje NOS i zwiekszenie ekspresji
HSP70 chroni zarowno przed powstawaniem pecherzykdw gazu, jak tez przed
niekorzystnymi efektami ich obecnosci w uktadzie krazenia. Efekt ten wptywa takze na
zwiekszenie przezywalnosci nagtej dekompresji. Obserwacje takie poczyniono na
zwierzetach. NO moze modulowac¢ wiasciwosci powierzchni endotelium poprzez
zwiekszenie hydrofilowosci, zmniejszajac adherencje prekursoréw pecherzykéw gazu
do nabtonka naczyn krwionosnych [187].

Medby i wsp. zauwazyli takze, ze jesli eNOS i HSP90 ekspresjonowane sg gtdwnie
w komoédrkach endotelium, to brak ich wykrycia w preparatach tkankowych lub
surowicy (lub ich spadek) moze swiadczy¢ o uszkodzeniu komérek srodbtonka m.in.
przez pecherzyki gazu [173].

Ciekawym wydaje sie fakt, ze osoby, ktére poddano dekompresji powietrznej
miaty znacznie wyzsze $rednie stezenie iNOS niz osoby poddane dekompres;ji tlenowe;.
Jednoczesnie ani w jednej ani w drugiej grupie nie wykazano istotnych statystycznie
zmian stezenia iINOS bezposrednio po ekspozycji. Oznaczenie iINOS wykonano po
ekspozycjach 60 m, u oséb poddawanych 24 godziny wczesniej ekspozycjom na 30 m.
By¢ moze fakt nastepujacych po sobie ekspozycji wptynat istotnie na rdznice
w wyjsciowym stezeniu iNOS wynikajgcym z wczesniejszych ekspozycji. Stezenie iNOS
przed ekspozycjami byto znacznie wyzsze u nurkdw poddanych ekspozycji
z dekompresjg powietrzng. By¢é moze wzrost ekspresji iNOS bytby zauwazalny, gdyby
probki krwi zostaty pobrane pdzniej, np. po kilku godzinach od zakoriczenia ekspozycji.

Warto nadmienié réwniez, ze w warunkach nasilonego stresu oksydacyjnego eNOS
moze wytwarza¢ anionorodnik ponadtlenkowy. Dysmutacja O, do H,0, przez SOD
moze powodowac wtorne uszkodzenia komodrek endotelium. Dodatkowo interakcja
pomiedzy O, i NO moze skutkowa¢ powstaniem nadtlenoazotynu, inaktywujgcego
tetrhydrobiopteryne (BH;) — jeden z kofaktorow eNOS [186]. Efektem jest utrata

aktywnosci eNOS i jednej z gtdwnych funkcji srodbtonka. Zaburzenie homeostazy
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endotelium w potaczeniu ze stresem oksydacyjnym jest jedng z hiopotez ttumaczacych

rozwoj choroby dekompresyjne;j.

6.5. Znaczenie uzyskanych wynikéw dla praktyki nurkowej i wiedzy
z zakresu fizjologii.

Uzyskane z badania wyniki, moga mie¢ szczegdlne znaczenie praktyczne dla
ewentualnego zapobiegania wystepowaniu lub ograniczenia objawéw choroby
dekompresyjnej (DCS). Choroba dekompresyjna jest wywotana przez pecherzyki gazu
formujgce sie w tkankach organizmu i w uktadzie krazenia na skutek nieprawidtowej
redukcji cisnienia w fazie dekompresji podczas nurkowania. Indywidualne cechy
organizmu odpowiedzialne za tworzenie sie pecherzykdw gazu determinujg nasilenie
choroby dekompresyjnej. Pecherzyki gazu mogg oddziatywac na srédbtonek naczyn
krwionosnych mechanicznie i/lub wptywa¢ na procesy biochemiczne, wywotujgc
reakcje na granicy faz ciecz-gaz i aktywujac niektére czynniki krzepniecia, enzymy czy
immunoglobuliny. Zauwazono, ze powtarzane cykle kompresji i dekompresji mogg
redukowa¢ podatnosé¢ organizmu na wystgpienie DCS, przy czym mechanizm tego
zjawiska nie zostat dotad poznany i nie wiadomo w jaki sposdb adaptacja wptywa na
redukcje pecherzykéw przy kolejnych epizodach kompresji-dekompresji. W jednym
z badan na krdlikach dowiedziono znacznego wzrostu ekspresji HSP70 w niektérych
narzgdach u zwierzat z objawami DCS [188]. Wzrost ten byt poréwnywalny
z wywotfanym szokiem cieplnym, a wywotanie nadekspresji HSP70 przed ekspozycj3
hiperbaryczng zwigzane z mniejszym nasileniem objawéw DCS i nizszg smiertelnoscia.
Efekt ten obserwuje sie u organizmdéw poddanych dziataniu wysokiego cisnienia
i obecnie trudno jest jednoznacznie wykazac, czy wzrost HSP wywotfany jest cisnieniem
jako takim, czy ma zwigzek z rozwojem stresu oksydacyjnego. Stwierdzi¢ mozna, ze
ekspozycje hiperbaryczne sg silnym czynnikiem stresowym, a analiza dostepnych
doniesien naukowych wskazuje, iz jednym z czynnikow biorgcych udziat w aklimatyzacji
nurkdw sg HSP. Wiadomym jest rowniez, ze HSP mogg zmniejsza¢ uszkodzenia
oksydacyjne poprzez inhibicje mediatoréw prozapalnych, np. ICAM-1 i zahamowanie
sekwestracji neutrofildw w naczyniach krwionosnych, co scisle zwigzane jest z funkcja

endotelium [189, 190]. Ponadto znany jest fakt mozliwego oddziatywania HSP ze
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szlakami przemian NO w endotelium, ktére moga wptywac¢ na stopien tworzenia
pecherzykéw gazu w warunkach hiperbarii. NO wytwarzany przez eNOS moze ostabiac
formowanie pecherzykéw i rozwdj DCS. eNOS jest silnie regulowana przez HSP90 (ale
takze, jak sie wydaje analizujac literature, przez HSP70). Wywotany szokiem cieplnym
wzrost ekspresji HSP70 i HSP90 nasila ekspresje eNOS w komérkach endotelium, czego
efektem jest zwiekszone uwalnianie z tych komodrek czgsteczek NO, co ogranicza
wazokonstrykcje naczyn krwionosnych i formowanie sie pecherzykdéw gazu (nie jest to
jednak jedyny sposob indukcji eNOS) [190]. U 16 nurkéw, zawodowych Zzotnierzy,
obserwowano znaczne zmniejszenie ilosci pecherzykdw gazu po pojedynczej sesji
w saunie na 1 godzine przed nurkowaniem symulowanym do gtebokosci 30 m [190].
Podobny efekt (indukcji eNOS i wzrostu syntezy NO) uzyskuje sie u zwierzat
umieszczonych w saunie, przy czym postuluje sie istnienie innego mechanizmu
modulacji eNOS, nie angazujgcego HSP70 i HSP90.

Poczynione obserwacje zaleznosci  wystepujacych  pomiedzy  stresem
oksydacyjnym, ekspresjg HSP i NOS otwierajg nowg droge w sposobach redukcji
wystepowania i leczenia DCS, a takie opracowania nowych, bezpieczniejszych
protokotéw ekspozycji hiperbarycznych stosowanych w celu symulowania warunkdw
nurkowania i modyfikacji treningdw przed nurkowaniami rzeczywistymi.

Ekspozycja organizmu ludzkiego na warunki zwiekszonego cisnienia panujgce
podczas nurkowania skutkuje nasileniem stresu oksydacyjnego, zwiekszong syntezg
biatek stresowych i wptywem na funkcje nabtonka naczyn krwionosnych. Wydaje sie,
ze odpowiedz ta w duzym stopniu zalezna jest od warunkéw ekspozycji, czasu trwania
i wrodzonych czynnikdw osobniczych. Doktadna analiza ,, odpowiedzi biochemicznej”
moze mieé szeroko siegajgce skutki dla zastosowan medycznych. Ekspozycje
hiperbaryczne majg ogromny wptyw na ekspresje wielu gendéw, co wyraza sie
w przejsciowe]j lub statej aklimatyzacji do warunkéw specyficznych. Dalsze badania,
m.in. z zastosowaniem analizy proteomicznej mogg przyczyni¢ sie do lepszego
poznania i zrozumienia fizjologii organizmu, patofizjologii nurkowania i zwiekszenia

bezpieczenstwa nurkow.
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7. Whnioski

1. Ekspozycje w komorze hiperbarycznej symulujace nurkowania do gtebokosci
30i 60 m w sposoéb istotny wptywajg na nasilenie stresu oksydacyjnego.

2. Nurkowania symulowane w omawianych warunkach modulujg odpowied? ze
strony biatek szoku cieplnego, wskazujgc, ze hiperbaria jest istotnym
czynnikiem stresowym wywotujgcym zmiany biochemiczne, pomimo
przeprowadzania nurkowan w oparciu o bezpieczne, zwalidowane procedury
i braku objawow klinicznych.

3. Istnieje zalezno$é¢ pomiedzy nasileniem stresu oksydacyjnego, a ekspresjg
biatek szoku cieplnego w warunkach hiperbarii.

4. Warunki hiperbaryczne majg wptyw na funkcje srédbtonka naczyi
krwionos$nych wyrazonego w zmianie ekspresji eNOS.

5. Wplyw na ekspresje biatek szoku cieplnego i syntaze tlenku azotu maja
warunki ekspozycji hiperbarycznych, czas ich trwania i zastosowany profil
dekompresiji.

6. Wozrost ekspresji HSP70 przed nurkowaniem moze mieé dziatanie ochronne,

wptywajgc na nasilenie stresu oksydacyjnego.
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Zatacznik

Tabela 28. Fragment tabeli dekompresyjnej Marynarki Wojennej RP dla gtebokosci 30 i 33 m (kolorem jasnoniebieskim zaznaczono profil
dekompres;ji stosowany podczas ekspozycji i badan w niniejszej pracy)

Q . Stopien dekompresyjny [mH,0] ) :

ke o | 8 g [42]39]36]33[30[27[24[21]18] 15 [ 12 9 | 6 3 | Cfkowity czas wynurzania

o © )

-g 3° 8‘ ‘vgv Czas spedzony na stopniu [min] Powietrze Tlen

[mH,;0] | [min] [min] Powietrze Powietrze i tlen [A] | [min] | [h] | [min]

30 15 4 4
20 4 1(1) 5 5
25 4 4(2) 8 6
35 3 53) | 15(8) 23 14
45 3 2(1)* | 13(7) | 23(12) 41 23
60 3 1(1)* 10(5) 15(8) | 25(12) 54 29
80 2 2(1) 10(5)* | 14(7) | 22(11) | 28(14) 1 18 40
105 2 5(3) 14(7)* | 18(9) | 28(14) | 39(20) 1 16 55
145 2 10| 13(7) | 15(8)* | 25(13) | 36(18) | 52(26) 2 33 1 24
180 2 14 | 19(10) | 21(11)* | 30(15) | 40(20) | 61(31) 3 7 1 43

33 15 5 5
20 4 3(2) 7 6
25 4 10(5) 14 9
35 3 6(3)* 10(5) 16(8) 35 19
45 3 8(4)* | 14(7) | 24(12) 49 26
60 3 12(6)* | 14(7) | 17(9) | 26(13) | 1 12 38
80 3 6(3) 12(6)* | 16(8) | 25(13) | 32(16) 1 34 49
105 2 8 12(6) | 19(10)* | 20(10) | 33(17) | 41(21) 2 15 1 14
145 2 9 | 13| 15(8) |20(10)* | 30(15) | 42(21) | 65(33) 3 16 1 51
180 2 16 | 19 | 22(11) | 24(12)* | 39(20) | 60(30) | 73(37) 4 15 2 27
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Tabela 29. Fragment tabeli dekompresyjnej Marynarki Wojennej RP dla gtebokosci 60 i 63 m (kolorem jasnoniebieskim zaznaczono profil
dekompresji stosowany podczas ekspozycji i badan w niniejszej pracy).

2 = slepientaekonip ey vl o) Catkowity czas wynurzania

2 € o | o8 [42]39]36[33[30]27]24]21]18] 15 | 12 | 9 6 3 Y i

3 | 88 |28

-g O S 1 Czas na stopniu [min] Powietrze Tlen

[mH,0] | [min] [min] Powietrze Powietrze i tlen [A] | [min] | [h] | [min]

60 5 9 9
10 8 3(2) 11(e6) 22 16
15 7 7(4)* | 12(6) | 19(10) 45 27
20 6 42) | 105)* | 13(7) | 15(8) | 20(10) | 1 8 38
25 6 4 | 10(5) | 14(7)* | 16(8) | 22(11) | 24(12) 1 36 53
35 5 12 | 15| 16(8) | 19(10) | 28(14)* | 40(20) | 52(26) 3 7 1 50
45 5 12| 14| 18| 20| 24(12) | 29(15) | 39(20)* | 48(24) | 60(30) | 4 29 2 50
60 4 12| 14| 16| 16| 20| 24| 29(15) | 36(18) | 49(25)* | 69(35) | 40(40) | 6 9 3 59
80 4 13| 15|16 17| 19|26 | 32| 39(20) | 49(25) | 70(35)* | 90(45) | 105(53)| 8 15 5 20

63 5 9 9
10 8 5(3) 12(6) 25 17
15 8 9(5)* 14(7) | 20(10) 51 30
20 7 6(3) 10(5)* | 13(7) 17(9) | 21(11) 1 14 42
25 6 11| 13(7) 15(8)* | 18(9) | 24(12) | 26(13) 1 53 1 6
35 6 9 | 13| 16| 18(9) | 22(11) |32(16)* | 47(24) | 58(29) | 3 41 2 13
45 5 12114 | 15|19 | 22| 27(14) | 33(17) | 44(22)* | 53(27) | 71(36) 5 15 3 23
60 4 11114 |15|17 |18 |22 |29 | 32(16) | 41(21) | 54(27)* | 70(35) | 95(48) 7 2 4 37
80 3 1211411617 |18 | 21|28 | 35| 44(22) | 56(28) | 80(40)* | 96(48) | 119(60) 9 19 6 2
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Streszczenie

Wstep

Nurkowanie stanowi szczegdlny model badan dotyczacych oddziatywania
hiperbarii, stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego na organizm. Stres oksydacyjny
i nitrozacyjny przyczynia sie do uszkodzenia wszystkich sktadnikow komérki i moze
wptywa¢ m.in. na funkcjonowanie s$rodbtonka naczyn krwionosnych. Nieliczne
doniesienia naukowe wskazujgce na istnienie zwigzku pomiedzy stresem oksydacyjnym
i/lub nitrozacyjnym a ekspresjg biatek szoku cieplnego, syntaz tlenku azotu i by¢ moze
ich wptywem na przebieg choroby dekompresyjnej staty sie punktem wyjscia do badan

bedacych podstawa niniejszej pracy.

Cel pracy
Celem pracy byfto okreslenie nasilenia stresu oksydacyjnego podczas nurkowan
symulowanych i ich wptywu na eksprsje wybranych biatek szoku cieplnego i syntazy

tlenku azotu.

Materiat i metody

Badaniami zostata objeta grupa 65 zdrowych osdb — Funkcjonariuszy Panstwowe;j
Strazy Pozarnej i MSWIiA, odbywajacych nurkowania symulowane w komorze
hiperbarycznej. 100% badanych stanowili mezczyzni w wieku od 24 do 51 lat (Srednia
32,6 lat), bedacy zawodowymi, doswiadczonymi nurkami i przechodzacy regularne

badania lekarskie.

Wyniki

Wykazano istotny statystycznie wptyw hiperbari w warunkach nurkowan
symulowanych na nasilenie stresu oksydacyjnego i stezenie w surowicy krwi nurkéw
biatek szoku sieplnego i syntazy tlenku azotu. Wykazano istotne korelacje pomiedzy

wybranymi parametrami biochemicznymi stresu oksydacyjnego a stezeniem HSP.
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Whioski

Ekspozycje w komorze hiperbarycznej symulujgce nurkowania w sposéb istotny
wptywajg na nasilenie stresu oksydacyjnego. Moduluja odpowiedz ze strony biatek
szoku cieplnego i majg wptyw na funkcje srédbtonka naczyn krwionosnych wyrazonego
w zmianie ekspresji eNOS. Wptyw na ekspresje biatek szoku cieplnego i syntaze tlenku
azotu majg warunki ekspozycji hiperbarycznych, czas ich trwania i zastosowany profil
dekompresji. Wzrost ekspresji HSP70 przed nurkowaniem moze mie¢ dziatanie

ochronne, wptywajac na nasilenie stresu oksydacyjnego.

Stowa kluczowe
stres oksydacyjny, nurkowanie, biatka szoku cieplnego, syntaza tlenku azotu,

komora hiperbaryczna
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Abstract

Introduction

Diving is a special model of research into the effects of hyperbaria, oxidative and
nitrosative stress on the body. Oxidative and nitrosative stress causes damage to all
components of the cell and can affect vascular endothelial function. Few scientific
reports indicating the existence of a relationship between oxidative and/or nitrosative
stress and heat shock protein and nitric oxide synthase expression. Perhaps they affect

the course of decompression sickness. This became the starting point for research.

Aim
The aim of this sutudy was to determine the severity of oxidative stress during

simulated dives and their impact on HSP and NOS expression in serum.

Materials and methods
65 firefighters, professional divers at the age from 24 to 51 yo. (mean 32,6 yo.)
participated in the study. They dived in hyperbaric chamber. All of them underwent

medical examinations.

Results
Statistically signifficant influence of hyperbaria on the severity of oxidative stress

was demonstrated. The serum concentration of heat shock protein and nitric oxide
synthase has changed. Signifficant correlations were found between selectd

biochemical parameters of oxidative stress and HSP concentration.

Conclusions

Exposures in a hyperbaric chamber affect the severity of oxidative stress. They
modulate response from heat shock proteins and have an effect on endothelium
function of blood vessels expressed in the change of eNOS serum concentration.
Hyperbaric exposure conditions, their duration time and decompression have an effect
on HSP and NOS concentration. An increase of HSP70 before diving can have

a protective effect, influencing the severity of oxidative stress.
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OSWIADCZENIE O SAMODZIELNYM NAPISANIU PRACY DOKTORSKIEJ

Warszawa,....cccccceeevveveennnnn.

JAKUB SZYLLER

Imie i nazwisko kandydata

ul. Bzowa 85/87 m. 5
53-226 Wroctaw

Adres zamieszkania

OSWIADCZENIE

Swiadom(a) odpowiedzialnosci prawnej oéwiadczam, ze ztozona praca doktorska pt.:
»Wptyw hiperbarii na ekspresje wybranych biatek szoku cieplnego
i syntazy tlenku azotu we krwi nurkow”
zostata napisana przeze mnie samodzielnie. Réwnoczes$nie oswiadczam, ze praca ta nie
narusza praw autorskich w rozumieniu ustawy z dnia 4 lutego 1994 roku o prawie
autorskim i prawach pokrewnych (Dz. U. 1994, nr 24, poz. 83) i ddbr osobistych
chronionych prawem cywilnym oraz nie zawiera informacji i danych uzyskanych
w sposob nielegalny i nie byta wczesniej przedmiotem innych procedur urzedowych

zwigzanych z uzyskaniem dyplomow lub tytutéw zawodowych uczelni wyzszej.

podpis kandydata
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OSWIADCZENIE O UDOSTEPNIENIU PRACY DOKTORSKIEJ
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JAKUB SZYLLER

Imie i nazwisko kandydata

ul. Bzowa 85/87 m. 5
53-226 Wroctaw

Adres zamieszkania

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze jestem autorem rozprawy doktorskiej pt.

»Wptyw hiperbarii na ekspresje wybranych biatek szoku cieplnego
i syntazy tlenku azotu we krwi nurkow”

Wyrazam zgode na udostepnianie egzemplarza mojej dysertacji w Czytelni Biblioteki
WIHE, z zastrzezeniem, ze udostepnianie to nastepowac bedzie wytgcznie na miejscu,
w lokalu Biblioteki.

podpis autora rozprawy

143



