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Introduction: The paper presents an aphonia of the effects
of hyperbaric exposures on endothelial capability to
generate  nitric  oxide  synthesis, expressed as
a measurement of the concentration of nitrates/nitrites in
the blood serum of volunteers subjected to a hyperbaric
exposure. In addition the method of measurement of total
concentration of superoxides was used to assess the
impact of antioxidant capacity while being subjected to
hyperbaric oxygenation.

Results: A significantly  higher  concentration  of
nitrates/nitrites was observed following a hyperbaric
exposure. Similarly, an increased concentration of total
superoxides in the researched groups was observed.
Conclusions: The obtained results indicate that staying in

a hyperbaric environment is not insignificant for endothelial
cells. However, the issue that stays open is the one
concerning the time and the pressure conditions in which
the exposure remains safe.

(in Polish)

Wstep: Praca przedstawia alalie wplywu ekspozycji
hiperbarycznych na zdolno$¢ $rdédbtonka naczyn do
syntezy tlenku azotu wyrazong jako pomiar stezenia
azotandw/azotynébw w surowicy ochotnikéw poddanych
ekspozycji  hiperbarycznej. Dodatkowo oceniano za
pomocg  pomiaru stezenia  calkowitego stezenia
ponadtlenkéw jaki wplyw na pojemnos$¢ antyoksydacyjng
ma przebywanie w hiperbarii.

Wyniki:  Zaobserwowano  istotnie = wyzsze  stezenie
azotanéw/azotyndw po ekspozyciji hiperbarycznej.
Podobnie zaobserwowano podwyzszone stezenie

catkowitego stezenia nadtlenkéw w badanej grupie.

Whioski: Uzyskane wyniki pokazuja, ze przebywanie
w $rodowisku hiperbarycznym nie jest obojetne dla
komérek s$rodbtonka. Otwartym pozostaje jednak problem
jaki czas 1 na jakie warunki cisnieniowe pozostaje
bezpieczny.
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WSTEP

W ostatnich latach pojawiajg sie doniesienia sugerujace zmiany w Srédbtonku naczyn
w wyniku przebywania w srodowisku hiperbarycznym [1]. Jednym z wazniejszych fizjologicznie
zadan Srodbtonka jest utrzymywanie odpowiedniego napiecia naczyn krwionos$nych. Jednym
z czynnikow dzieki, ktérym jest to mozliwe jest wytwarzanie przez Srédbtonek tlenku azotu.
W warunkach fizjologicznych tlenek azotu wytwarzany jest z argininy przez syntaze tlenku
azotu i odgrywa bardzo wazna role, zaréwno fizjologii jak i patologii, jako czasteczka
regulatorowa miedzy innymi w regulacji ciSnienia krwi. Tlenek azotu wytwarzany jest w reakgc;ji
enzymatycznej oksydacji L-argininy. Enzymem katalizujacym powstawanie NO jest syntaza
tlenku azotu (NOS E.C. 1.5.1.19).

Stwierdzono kilka form tego enzymu réznigcych sie miedzy sobga masa czasteczkowa.
Syntazy tlenku azotu mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy. Pierwsza jest zalezna od jonow
Caz* i kalmoduliny (cNOS) i druga niezalezna od jonéw wapnia i kalmoduliny (iNOS) [2].
Niezaleznie od rodzaju wszystkie syntazy tlenku azotu zawierajg FAD i FMN oraz wykorzystuja
NADPH jako czynnika przy redukcji argininy do cytruliny. NOS to jedyne jak dotad poznane
enzymy, ktore jednoczesnie potrzebuja do prawidtowego funkcjonowania pieciu kofaktoréw:
FAD, FMN, hemu, tetrahydrobiopteryny (BH4) oraz kalmoduliny [3]. Wysoce reaktywng forma
jest potaczenie atomu tlenu i azotu w wyniku czego powstaje molekuta posiadajaca nieparzysta
liczbe elektronéw. Rodnik tlenku azotu jest zdolny do reagowania z strukturami biatkowymi
z mioglobing i hemoglobing. Jak podaje Reif uwalnianie Zelaza z ferrytyny moze by¢
spowodowane przez rodnik tlenku azotu [4].

W obecnosci tlenu rodnik tlenku azotu przechodzi w dwutlenek azotu, ktéry takze
posiada charakter wolnorodnikowy. Na atak rodnika dwutlenku azotu narazone s3 struktury,
ktore posiadaja niewysycone wigzania wielokrotne. W wyniku tej reakcji dochodzi do powstania
rodnikéw nadtlenkowych i alkoksylowych.

Anionorodnik ponadtlenkowy moze reagowa¢ z NOz* wytwarzajac bardzo reaktywny
utleniacz, jakim jest anion nadtlenoazotynowy, ktory jest zdolny w komoérce do dyfundowania
na znaczne odlegtosci [5,6]. Ze wzgledu na bardzo krétki okres poéttrwania NO w pracy
postanowiono postuzy¢ sie metoda posrednig mierzaca poziom azotanéw i azotynéow [7,8,9,10].

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono po uzyskaniu zgody Komisji Bioetyki przy Akademii
Medycznej w Bydgoszczy (obecnie Collegium Medicum w Bydgoszczy UMK w Toruniu) nr
KB/402/2004 przedstawionej w zataczniku.

Oznaczono stezenie nadtlenkéw w surowicy testem OxyStat w celu okre$lenia statusu
oksydacyjnego oraz stezenie azotanoéw/azotynéw jako wyraz syntezy tlenku przez
$rédbtonkowa syntaze tlenku azotu.

Uczestnikami badania byto 75 ochotnikéw - doswiadczeni nurkowie, ktérzy posiadali
minimum pierwszy stopien nurkowy. Ochotnicy posiadali rézny staz w uprawianiu nurkowania,
$rednio 9+6 lat.

Uczestniczacy w ekspozycjach mieli od 18 do 50 lat, Srednia wieku 30 * 7 lat.

Przed i po kazdej ekspozycji uczestnicy badania byli poddawani badaniu lekarskiemu.

Parametry te byly przez caty czas ekspozycji monitorowane i rejestrowane. Wszystkie
osoby, ktére wziety udziat w badaniu oddychaly powietrzem i nie byty poddawane wysitkowi
fizycznemu. Ekspozycje imitowaly warunki cisnieniowe panujace podczas nurkowania na 30
i 60 metrow (odpowiednio 0,3 MPa i 0,6 MPa). Badani poddawani byli najpierw ekspozycji 30 m
p.p-m. nastepnie po 24 godzinach przerwy poddani zostali ekspozycji 60 m p.p.m.
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INTRODUCTION

The recent years have seen reports suggesting changes in the vascular endothelium as
a result of staying in a hyperbaric environment [1]. One of more important physiological tasks of
the endothelium consists in the maintenance of proper tone of blood vessels. This constitutes
one of the factors making it possible to produce nitric oxide by the endothelium. In physiological
conditions nitric oxide is produced from arginine through nitric oxide synthase and plays
a crucial role both in physiology and pathology as a regulatory particle, for instance, in blood
pressure regulation. Nitric oxide is a product of an enzymatic reaction of L-arginine oxidation.
The catalytic enzyme for NO generation is nitric oxide synthase (NOS E.C. 1.5.1.19).

Several forms of this enzyme are known, differing by molecular mass. Nitric oxide
synthases may be divided into two groups. The first relies on Ca2+ ions and calmodulin (cNOS)
whilst the other is independent of calcium ions and calmodulin (iNOS) [2]. Irrespective of their
type, all nitric oxide synthases contain FAD and FMN and utilise NADPH as a factor in arginine
reduction to citrulline. NOS are thus far the only known enzymes requiring for proper
functioning five concomitant co-factors: FAD, FMN, heme, tetrahydrobiopterin (BH4) and
calmodulin [3]. A highly reactive form is the combination of oxygen and nitrogen atoms leading
to the production of a molecule possessing an odd number of electrons. A nitric oxide radical has
the capability to react with protein structures, myoglobin and hemoglobin. According to Reif,
iron release from ferritin may be induced by a nitric oxide radical [4].

In the presence of oxygen the nitric oxide radical is transferred into nitrogen dioxide,
also characterised by a free radical nature. The structures exposed to an attack by a nitrogen
dioxide radical are those with multiple dangling bonds. As a consequence of such reaction
peroxyl and alkoxy radicals are generated.

Superoxide radicals may react with NO>* thus creating a highly reactive oxidant in the
form of peroxynitrite anion having a capacity to diffuse to significant distances within a cell
[5.6]. Due to a very short biological half life time of NO the work was based on an indirect
method measuring the level of nitrates and nitrites [7,8,9,10].

MATERIAL AND METHODS

The research was conducted under the approval of the Bioethics Committee of the
Medical Academy in Bydgoszcz (at present Collegium Medicum in Bydgoszcz UMK Torun) no.
KB/402/2004 as shown in the appendix.

Peroxide concentration in the blood serum was marked with OxyStat test with the
purpose of determining the oxidative status as well as the concentration of nitrates/nitrites as
an expression of oxide synthesis by endothelial nitric oxide synthase.

The subjects were 75 volunteers - experienced divers having at least the first diving
degree. The volunteers were characterised by various seniority in diving, reaching on average
9+6 years.

Participants in the exposures were aged from 18 to 50 years, which gives the average age
of 30 £ 7 years.

Before and after each exposure the subjects underwent medical examination.

Their parameters were monitored and registered throughout the entire exposure. All of
the participants breathed with air and were not subjected to any physical effort. The exposures
imitated the pressure conditions while diving to the depths of 30 and 60 metres (0.3 MPa and
0.6 MPa respectively). The subjects were first subjected to the exposure equivalent to 30 m b.s.L.
and after a 24-hours interval to the exposure equivalent to 60 m b.s.L.
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OZNACZANIE STEZENIA AZOTYNOW /AZOTANOW W 0SOCZU

Do oznaczenia stezenia azotandéw/azotynéw wykorzystano zestaw firmy DRG
International (EIA-3639). Zestaw pozwala na oznaczenie catkowitego tlenku azotu (NO) poprzez
enzymatyczng przemiane azotanéw do azotyndw za pomoca reduktazy azotynowej. Nastepnie
powstate w reakcji enzymatycznej azotyny reaguja z odczynnikiem Griess’a wytwarzajac
barwny kompleks, ktérego maksimum absorpcji znajduje sie przy A=540 nm.

Przed oznaczeniem kazda prébke surowicy do badan przefiltrowano przez ultrafiltr
10000 MWCO. Przygotowano wszystkie odczynniki potrzebne do oznaczenia. Do 10 ml
dostarczonego przez producenta zestawu buforu reakcyjnego dodano 90 ml wody
dejonizowanej. Nastepnie do fiolki zawierajacej NADH dodano 1 ml wody. Z tego rozcienczenia
przygotowano ostateczny roztwdr NADH do oznaczenia.

Do fiolki z reduktaza azotanowa dodano 1 ml dostarczonego przez producenta buforu
rekonstruujacego enzym. Po intensywnym wymieszaniu inkubowano przez 30 minut.
Przygotowano 6 probdowek, ktore postuzyty do sporzadzenia krzywej wzorcowej. Do pierwszej
probéwki dodano 0,9 ml buforu reakcyjnego a do pozostatych pieciu 0,5 ml buforu reakcyjnego.
Nastepnie do pierwszej probowki dodano 0,1 ml 1000 pmol/l standardu, doktadnie
wymieszano. Pobrano z probowki pierwszej 0,5 ml roztworu i przeniesiono do probéwki
drugiej. Nastepnie 0,5 ml z probowki drugiej przeniesiono do trzeciej i doktadnie wymieszano.
Procedure te powtarzano dla kolejnych trzech probéwek. W ten sposéb uzyskano gradient
stezenn do krzywej kalibracyjnej. Kolejng czynnoscig byto pobranie z fiolki 960 pl roztworu
reduktazy i rozcieficzono 1440 pl buforu reakcyjnego.

Naniesiono standardy w ilosci 0,05 ml na ptytke, do dwdch oczek dodano 0,2ml buforu
reakcyjnego jako proby Slepe. Nastepnie do pozostatych oczek dodano po 0,05 prébek badanych.
Do wszystkich oczek dodano po 0,025 ml roztworu NADH i taka samg ilo$¢ roztworu reduktazy
azotanowej. Tak przygotowana ptytke zaklejono tasma ochronng i inkubowano przez 30 minut
w 37°C. Po inkubacji do wszystkich oczek dodano po 0,05 ml odczynnika Griessa I po czym do
wszystkich oczek, oprocz préb slepych dodano taka sama objeto$¢ odczynnika Griessa II. Ptytke
przed pomiarem inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut po czym mierzono
absorbancje przy 540 nm za pomoca czytnika do mikroptytek. Wyniki wyrazono w pmol/1.

OZNACZANIE POZIOMU NADTLENKOW ZA POMOCA TESTU OXYSTAT

Status oksydacyjny oznaczono kolorymetrycznie za pomoca czytnika do plytek Elisa
z wykorzystaniem zestawu OxyStat firmy Biomedica. Test mierzyt catkowite stezenie
nadtlenkéw w badanej prébce. Stezenie nadtlenkéw jest oznaczane za pomoca reakcji, w ktorej
nadtlenki reaguja z peroksydaza wytwarzajac barwny addukt z TMB. Wszystkie reagenty przed
oznaczeniem byty inkubowane w temperaturze pokojowej. Zgodnie z instrukcjg zamieszczong
w zestawie na mikroptytke zostaty naniesione w ilosci 10 pl roztwory kontroli, rozcieficzenia do
krzywej kalibracyjnej oraz prébki surowicy. Nastepnie zostata zmierzona absorbancja przy 450
nm. Po czym do wszystkich oczek w ptytce dodano 100 pl roztworu reakcyjnego. Ptytke
inkubowano w temperaturze 37°C przez 15 minut. Po inkubacji dodano, do wszystkich oczek na
plytce, po 50 pl roztworu zatrzymujacego reakcje (roztwér kwasu siarkowego) i ponownie
zmierzono absorbancje za pomoca czytnika ptytek Elisa przy 450 nm. Test jako wartosci
referencyjne dla pomiaru w surowicy uznaje te, ktérych stezenie jest nizsze niz 350 pmol/l
Wyniki przedstawiono w pumol/l.

Wyniki przedstawiono jako $rednia #* odchylenie standardowe. Do obliczen
statystycznych wykorzystano program Statistica 6.0. Znamiennos$¢ statystyczng w wartoS$ciach
oznaczanych parametréow sprawdzano jednoczynnikowa analizg wariancji Anova z uzyciem test
post-hoc Tukeya. Za istotne statystycznie uznano takie r6znice miedzy prébami, ktérych wartos¢
parametru p spetniata zalezno$¢ p<0,05.
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MARKING OF NITRATES/NITRITES CONCENTRATION IN THE PLASMA

The marking of nitrates/nitrites concentration in the plasma was performed with a kit
produced by DRG International (EIA-3639). The kit enables marking of total nitric oxide (NO)
through an enzymatic transformation of nitrates to nitrites with nitrite reductase. Next, the
nitrites produced in the enzymatic reaction were subject to a reaction with Griess reagent
generating a coloured complex with maximum absorbance at A=540 nm.

Before marking, each blood serum sample intended for testing was filtrated with 10000
MWCO ultrafilter. Next, the necessary reagents used for marking were prepared. 10 ml of the
reactive buffer supplied by kit manufacturer was mixed with 90 ml of deionized water. Next,
1 ml of water was added to the vial with NADH. Thus obtained dilution was used for the final
NADH solution used in the marking.

1 ml of buffer reconstructing the enzyme supplied by manufacturer was added to the vial
with nitrite reductase. After an intense stirring the solution was incubated for 30 minutes.
6 vials were prepared to be used in the preparation of an analytical curve. The first vial was
provided with 0.9 ml of reactive buffer, whereas the remaining five with 0.5 ml. Next, 0.1 ml
1000 pmol/I standard was added into the first vial and carefully stirred. 0.5 ml of the dilution
was sampled from the first vial and inserted in the second vial. Following this, 0.5 ml from the
second vial was moved to the third and carefully stirred. The procedure was repeated for the
remaining three vials. This allowed to obtain the concentration gradient for the calibration
curve. Further activities consisted in drawing from the vial 960 pl of reductase solution and its
dilution with 1440 pl of the reactive buffer.

Standards in the quantity of 0.05 ml were placed on each spot plate, two spots were
provided with 0.2 ml of reactive buffer as blank samples. Next, the remaining spots were
provided with 0.05 ml of the tested samples. All spots were supplied with 0.025 ml of NADH
solution and the same quantity of nitrite reductase solution. Thus prepared plate was sealed
with protective tape and incubated for 30 minutes in 37°C. Following the incubation all the spots
were provided with 0.05 ml of Griess [ reagent and next, all the spots with the exception of the
blank samples were supplied with the same volume of Griess II reagent. Before the
measurement the plate was incubated in room temperature for 10 minutes, after which
absorbance was measured at 540 nm with the use of a microplate reader. The results were
expressed as umol/l.

MARKING OF PEROXIDE LEVEL WITH OXYSTAT TEST

Oxidative status was marked colorimetrically with the use of Elise plate reader and an
OxyStat kit produced by Biomedica company. The test measured total peroxide concentration in
the tested sample. Peroxide concentration is marked with a reaction where peroxides react with
peroxidase producing a coloured adduct with TMB. Before the marking procedure, all reagents
were incubated in room temperature. In accordance with the instruction provided with the kit,
10 pl of control solutions were deposited on a microplate together with the dilutions for the
calibration curve and blood serum samples. Next, absorbance measurement was performed at
450 nm. This was followed by adding onto all spots of the plate 100 pl of reactive solution. The
plate was incubated in the temperature of 37°C for 15 minutes. After the incubation, 50 pl of
a solution impeding the reaction (sulphuric acid solution) was provided to each spot on the plate
and another absorbance measurement was conducted with Elisa plate reader at 450 nm. The
values regarded in the test as reference values in the blood serum measurement were those for
which the concentration was smaller than 350 pmol/l1. The results were expressed as umol/I.

The results were presented as a mean * standard deviation. Statistical calculations were
based on Statistica 6.0 software. The statistical significance of the values of the marked
parameters was controlled with one-way analysis of variance (Anova) with the use of Tukey's
post-hoc test. The differences perceived as statistically significant were those values of
p parameter that were in concord with the following relation p<0.05.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Catkowity poziom nadtlenkéw oznaczony przed ekspozycja 30 m p.p.m. wynosit
2524118 pmol/1i wzrést po ekspozycji do 330137 umol/l.

Podobnie w przypadku ekspozycji 60 m p.p.m. steZenie nadtlenkéw wzrosto z 20177
pumol/1do 237+108 umol/l.

Poziom azotanéw/azotynéw przed ekspozycja 30 m p.p.m. w grupie mezczyzn wynosit
1,35+0,5 umol/l i po ekspozycji wzrdst znamiennie statystycznie (p<0,04) do 1,94+0,8 umol/L.
W przypadku ekspozycji 60 m p.p.m. stezenie azotanéw/azotyndw wzrosto znamiennie
statystycznie (p<0,01) z poziomu 1,10£0,4 pmol/1 do 1,45+0,4 pmol/L

Mikropecherzyki gazu pojawiajace sie w krazacej krwi, powstajace podczas dekompresji
i po nurkowaniu, moga tworzy¢ zatory w mikrokrazeniu, doprowadzajac do aktywacji ptytek
krwi i uszkodzenia komoérek srédbtonka [11,12]. Brubakk i wsp. donosili o ostrym uszkodzeniu
$rédbtonka tetnicy ptucnej, wystepujacym po nurkowaniu z powietrzem jako czynnikiem
oddechowym [13]. Doktadny mechanizm uszkodzenia $rédblonka nie jest znany. Nieliczne
dostepne doniesienia wskazuja, Ze oprécz uszkodzenia mechanicznego, istotng role moze
odgrywa¢ wptyw nurkowania na uktad odpornosciowy z aktywacja leukocytéw i uwalnianiem
wolnych rodnikéw [14,15,16,17].

Nurkowanie ma tez wplyw na stan czynno$ciowy $rédbtonka naczyn [18,19]. Slichter
i wsp. postulowali, Ze uszkodzenie srédbtonka spowodowane obecnos$cia mikropecherzykow
gazu, moze by¢ przyczyna martwicy kosci u nurkéw [20].

Tlenek azotu wydzielany przez komoérki srédbtonka naczyniowego oprocz zadania jakie
pemhi przy regulacji ci$nienia krwi [21], odgrywa takze istotng role jako neuroprzekaznik [22].
NO jest uznawany za $rdédbtonkowy czynnik relaksacyjny (EDRF - endothelium - derived
relaxing factor) i jest podstawowym czynnikiem rozkurczajacym naczynia krwionos$ne.

Przebywanie w warunkach podwyzszonego ci$nienia moze prowadzi¢, w pewnych
warunkach do zaburzen neurologicznych [23]. Tlenek azotu charakteryzuje sie bardzo kréotkim
okresem pottrwania (2-5 sekund) i szybko przeksztatca sie do stabilnych azotynéw i azotanow.
Z uwagi na ten fakt, w niniejszej pracy oznaczono stezenie azotandéw/azotyndéw, jako wyraz
endogennej syntezy tlenku azotu [24]. Badania na zwierzetach pokazaty zmiany w trakcie
trwania ekspozycji hiperbarycznej prowadzace do wzrostu stezenia azotanéw/azotynéw
[25,26]. Badania na szczurach wykazaty, Ze ekspozycja hiperbaryczna, w ktérej cisnienie wynosi
3 atmosfery powoduje podwyzZszenie poziomu azotanéw/azotynéw w strukturach hipokampa
badanych zwierzat [27]. Jak donosi Chavko M. i wsp. mozliwych jest kilka mechanizméw
mogacych przyczynia¢ sie do toksycznosci tlenu dla centralnego uktadu nerwowego. Jednym
z potencjalnych mechanizméw jest dzialanie NO jako czynnika wazodilatacyjnego, ktory
przeciwdziala zwezaniu naczyn krwiono$nych dzieki czemu zwieksza dotlenienie tkanek, co
powoduje zwiekszenie ilosci RFT i moze powodowac¢ narastanie stresu oksydacyjnego w tych
tkankach [28,29].

Wykazano réwniez, ze inhibicja syntazy tlenku azotu ma ostabiajacy wptyw na
konwulsje powstate na skutek uszkodzen CNS w warunkach hiperbarycznych [30,31].

W niniejszej pracy zaobserwowano znamienny statystycznie wzrost poziomu
azotanéw/azotynow w obu badanych grupach, co potwierdza wyniki uzyskane przez Lemaitre
i wsp., Labrouche S i wsp. oraz Sureda A i wsp. [29,32,33]. Zostato to takze potwierdzone przez
autoréw prowadzacych badania na nurkach, u ktérych poréwnuje sie uktad oksydacyjny
podczas ekspozycji w komorze hiperbarycznej i podczas nurkowania na 40 m p.p.m.
W badaniach tych oprécz nasilenia syntezy NO zaobserwowano podobnie jak w niniejszej pracy,
wzrost aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych, co moze swiadczy¢ o generacji przez warunki
hiperbaryczne stresu oksydacyjnego [34].

Znajduje to takze gtebsze potwierdzenie w badaniach Ito i wsp., w ktérych analizowano
metabolizm Arg po ekspozycji hiperbarycznej. Wedtug Ito mozliwa jest wzmozona synteza NO,
poniewaz w trakcie ekspozycji hiperbarycznych zachodzi wzmozony metabolizm Arg przez
arginaze [35].
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RESEARCH RESULTS AND DISCUSSION

The total level of peroxides marked before the 30 m b.s.l. exposure reached 252+118
pumol/1 and increased after the exposure to 330+137 pmol/1.

Similarly in the case of the 60 m b.s.l. exposure the concentration of peroxides was
elevated from 20177 umol/1 to 237+108 umol/I.

The level of nitrates/nitrites before the 30 m b.s.l. exposure in the researched group of
men amounted to 1.35+0.5 pmol/l and after the exposure indicated a statistically significant
(p<0.04) increase to 1.94+0.8 pmol/L In the case of the exposure equivalent to 60 m b.s.l. the
concentration of nitrates/nitrites showed a statistically significant growth (p<0.01) from the
level of 1.10+0.4 umol/1 to 1.45+0.4 pmol/1.

Gas microbubbles in circulating blood produced during decompression and after diving
may create emboli in microcirculation, thus leading to an activation of blood platelets and
causing damage to the cells of endothelium [11,12]. Brubakk and others reported acute damage
of the endothelium of pulmonary artery occurring after a performed dive with air as a breathing
mix [13]. A precise mechanism behind the damage is not known. The available reports indicate
that apart from mechanical damage, a significant role may be attributed to the effect of diving on
immunological system accompanied with an activation of leucocytes and a release of free
radicals [14,15,16,17].

Diving also has an impact on the functional state of vascular endothelium [18,19].
Slichter and others postulated that the endothelial damage induced by the presence of gas
microbubbles may be the reason for bone necrosis in divers [20].

Besides its role in the blood pressure regulation [21], the nitric oxide released by the
cells of vascular endothelium also has an important function as a neurotransmitter [22]. NO is
believed to be an endothelial relaxant (EDRF - endothelium - derived relaxing factor) and
constitutes a fundamental factor in vasodilation.

Remaining in the conditions of an increased pressure may, in certain conditions, lead to
neurological disorders [23]. Nitric oxide is characterised by a very short biological half life time
(2-5 seconds) and is quickly transformed into stable nitrates and nitrites. Due to this fact, the
described research aimed at marking the concentration of nitrates/nitrites as an expression of
endogenous nitric oxide synthesis [24]. Research on animals indicated changes in the course of
a hyperbaric exposure leading to an increase in the concentration of nitrates/nitrites [25,26].
Studies conducted on rats revealed that a hyperbaric exposure with the pressure of
3 atmospheres generates an increased level of nitrates/nitrites in hippocampus structures of the
researched animals [27]. As Chavko M. and others report, several mechanisms that may
contribute to oxygen toxicity on the central nervous system are possible. One of the potential
mechanisms relies on the activity of NO as a vasodilating factor counteracting the narrowing of
blood vessels thus increasing tissue oxygenation, which, on the other hand, leads to an an
increased number of ROS and may cause an accumulation of oxidative stress in such
tissues[28,29].

Moreover, it was indicated that nitric oxide synthase inhibition has a weakening effect on
the convulsions emerging as a result of CNS damage in hyperbaric conditions [30,31].

In the discussed study, a statistically significant increase in the level of nitrates/nitrites
in both researched groups was noted, which confirms the results obtained by Lemaitre and
others, Labrouche S and others, and Sured A and others [29,32,33]. This fact was also confired
by authors conducting research on divers, in whom the oxidative system is compared during an
exposure in a hyperbaric chamber and in the course of performing a dive to 40 m b.s.l. The above
research, besides an intensification of NO synthesis, showed a similar increase in the activity of
antioxidant enzymes as that observed in the discussed work, which may prove oxidative stress
generation induced by hyperbaric conditions [34]. This is further confirmed by a research
conducted by Ito and others, analysing Arg metabolism following a hyperbaric exposure.
According to Ito, an increased NO synthesis is possible as in the course of hyperbaric exposures
an intensified Arg metabolism by arginase is noted [35].
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Uzyskane wyniki potwierdzajg narastanie stresu oksydacyjnego w warunkach
hiperbarycznych. Dowodem tego jest wzrost markeréw stresu oksydacyjnego. W niniejszej
pracy badano takze catkowite stezenie ponadtlenkéw organicznych w surowicy. W literaturze
nie spotkano artykutu, w ktérym zastosowano podobny test. Jednak ukazato sie kilka prac,
w ktérych innymi metodami prébowano oceni¢ status oksydacyjny. Fabrice i wsp. stan
oksydacyjny ocenia badajac stezenie TBARS oraz koncentracje w osoczu zredukowanego kwasu
askorbinowego [36]. Badania te wskazuja na réznice pomiedzy doswiadczonymi nurkami
a amatorami w zakresie zdolnoSci organizméw na stres oksydacyjny. W innej pracy Benedetti
mierzy poziom reaktywnych metabolitéw tlenowych za pomoca ,testu d-ROM”. Wyniki tych
badan wskazuja na nasilong generacje RFT, jako konsekwencje przebywania w Srodowisku
hiperbarycznym.

Pomiary potencjatu antyoksydacyjnej testem FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)
przez Dennog nie daty jednoznacznych rezultatow, jednak wartosci testu FRAP po ekspozycji
wzrosty bez znamiennoSci statystycznej.

Labrouche i wsp. zaobserwowali wzrost catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej,
mierzonej testem Randox, jako efekt przebywania organizmu w $rodowisku hiperbarycznym
[32]. Przeprowadzone badania potwierdzaja, Ze przebywanie w Srodowisku hiperbarycznym nie
jest obojetne dla komoérek srédbtonka. Otwartym pozostaje jednak problem jaki czas i na jakie
warunki ci$nieniowe pozostaje bezpieczny i jakie beda odlegle nastepstwa czestego
przebywania w S$rodowisku hiperbarycznym. W celu doktadniejszego okreslenia granicy
pomiedzy bezpiecznym przebywaniem w hiperbarii a patologicznymi skutkami tego typu
ekspozycji wymaga dalszych bardziej precyzyjnych badan.
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The obtained results confirm an escalation of oxidative stress in hyperbaric conditions
proved by an increase in the number of oxidative stress markers. The described study also
provided an analysis of total concentration of organic peroxides in the blood serum. The
available literature lacks articles where a similar test was applied. However, several papers have
been published describing attempts to assess oxidative status with other methods. Fabrice and
others measured oxidative status by examining TBARS concentration as well as the
concentration of reduced ascorbic acid in the plasma [36]. The above research indicated
a difference between experienced and amateur divers within their organisms' capacities
regarding oxidative stress. In a different work, Benedetti measured the level of reactive oxygen
metabolites with the use of the "d-ROMs test". Its results pointed to an increased ROS generation
as a consequence of a time spent in a hyperbaric environment.

The measurement of antioxidant potential with FRAP test Ferric Reducing Ability of
Plasma) carried out by Dennog did not provide unambigous results, however the FRAP test
values following an exposure expressed a statistically insignificant increase.

Labrouche and others observed a growth in the total antioxidant capacity measured by
Randox test as a result of being subject to a stay in a hyperbaric environment [32]. The
conducted research confirmed that remaining in a hyperbaric environment is not insignificant
for endothelial cells. Nonetheless, the issue regarding the time and pressure conditions which
are safe and the remoteness of effects related to frequent stays in a hyperbaric environment
remains open. In order to provide a more precise determination of the boundary between the
safety of hyperbaric oxygenation and the pathological effects of this type of exposure a further
and more accurate research is required.
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BANSIHNE 3KCNO3MYNN FMIMNEPGAPNYECKOA HA CNOCOGHOCTb 9H,40TEANA
COCY 408 K CMHTE3Y OKCH 4A A30TA

BeeneHue: B cTatbe npencTaBrneHbl ananuv BRUSIHUA 3KCNO3uuuy runepbapuyecko Ha CnocoBHOCTb 3HAOTENuiA
COCyOOB K CUHTE3y OKCMAa a30Ta,Bblp@KEHHONW B W3MEPEHUM KOHLEHTpauuu Hutpata / HWTpUTA B CbIBOPOTKE KPOBM
[oBpoBOMbLEB  MOABEPraloLUMXCA  AKCno3vuuy  runepbapuyeckor.  [JONOMHWUTENbHO  OLEHMBANOCH  MyTeM  M3MeEpPeHUst
KOHLIEHTpauum obLleli KOHLEHTpauuu CynepoKCUAOB, Kakoe BMUSIHUE OHA WMEET Ha aHTMOKCUMAAHTHYH CMoCOGHOCTb
B HacTosiLLee BpeMsl B runepbapum.

Pesynbtatbl:  Bbino 3ameyeHo 3HauMTenbHO Ooree BbLICOKME YPOBHM HUTPATOB / HUTPWUTOB MOCHE 3KCMO3WLUM
runepbapuyeckoir.  AHanorMyHo, Habnoganocb MOBbILEHWE KOHLEHTpauuy oOLier KOHLEHTpauuu nepekucu B uccrieqyemon
rpynne.

BobiBogp!: PesynbTaTbl NoOka3blBalOT, 4YTO HaxoxaeHue B runepbapuueckon cpege He 6e3pasnuyHo Ans
3HOOTENUarnbHbIX KNEeTok. TeM He MeHee, npobrieMa OCTaeTCs OTKPbLITOM, KaK [OMNro U B KakuMX YCIOBUSIX [OaBIIEHUSI OCTaKOTCS
B 6e3onacHocTu.

KniouyeBble cnoBa: okcua asoTa, aHAoTeNnui, runepbapus.
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