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WPLYW ZMIAN CISNIENIA OTOCZENIA NA AKTYWNOSC PEROKSYDAZY
GLUTATIONOWE) (GPX) I KaTaLAzZY (CAT) WE KRWI NURKOW -
BADANIA WSTEPNE

THE EFFECT OF AMBIENT PRESSURE CHANGES ON THE ACTIVITY
OF GLUTATHIONE PEROXIDASE (GPX) aND caTaALASE (CAT) IN THE
BLOOD DIVERS - PRELIMINARY RESULTS

Adrian Wlodarski, Alina Wozniak, Celestyna Mila-Kierzenkowska, Pawetl Sutkowy

Zmiana warunkéw otoczenia jest stresem dla organizmu, ktéry moze prowadzi¢ do
wzmozonej generacji reaktywnych form tlenu i licznych uszkodzent w obrebie komdrek. Istotng role
w przeciwdziataniu tym uszkodzeniom petniq enzymy antyoksydacyjne. Celem niniejszej pracy byto
okreslenie wptywu zmian cisnienia otoczenia w warunkach nurkowania na aktywnos$¢ peroksydazy
glutationowej oraz katalazy.

W badaniu wzieto udziat 11 ptetwonurkéw w wieku od 18 do 41 lat. Badani spedzili 40 min
w jeziorze, w wodzie o temperaturze 13° C, schodzqc maksymalnie na gtebokos¢ okoto 9 m. Podczas
zanurzenia wszyscy oddychali powietrzem. Krew do badan pobrano z zyly odlokciowej dwukrotnie:
przed zanurzeniem w wodzie (kontrola) oraz bezposrednio po wynurzeniu.

W pracy wykazano tendencje do wzrostu aktywnosci katalazy oraz tendencje do obnizania
sie aktywnosci peroksydazy glutationowej, ale zmiany te nie byly istotne statystycznie. Cisnienie
otoczenia wywierane przez wode podczas nurkowania nie ma istotnego wplywu na aktywnos¢
peroksydazy glutationowej oraz katalazy w erytrocytach. Moze to sugerowac, Ze nie doszto do
zwiekszonej generacji nadtlenku wodoru bedqcego substratem reakcji katalizowanych przez oba
enzymy. Brak istotnych statystycznie zmian aktywnosci badanych enzymdéw antyoksydacyjnych moze
by¢ efektem zmian przystosowawczych w organizmie oséb nurkujgcych.
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The changes in ambient conditions are usually stress factor for the organism, which may lead
to increased generation of reactive oxygen species and numerous damages within the cells. The
important role in counteracting of free radical damages to cells is played by antioxidant enzymes. The
aim of this study was to determine the impact of changes in ambient pressure during diving on
activity of selected antioxidant enzymes: glutathione peroxidase and catalase .

The study involved eleven divers, aged from 18 to 41 years. Subjects spent 40 minutes in the
lake, in water at 13° C, going down to a depth of about 9 m. All divers breathe with the air. Blood
samples were taken from basilica vein twice: before immersion in water (control) and immediately
after surfacing.

The study showed an increasing trend in catalase activity and trend to decrease in
glutathione peroxidase activity, but the changes were not statistically significant. Ambient pressure
exerted by the water during diving has no significant effect on the activity of glutathione peroxidase
and catalase in erythrocytes. This may suggest, that there was no increased generation of hydrogen
peroxide which is a substrate of the reaction catalyzed by two enzymes. No statistically significant
differences in the activity of antioxidant enzymes could be due to adaptive changes in the body of
divers.
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WSTEP

Powszechnie wiadomo, Ze tlen jest pierwiastkiem niezbednym do zycia.
Organizmy tlenowe wykorzystuja ten pierwiastek w procesach oddychania
komoérkowego, ktére jest Zrddlem energii koniecznej do funkcjonowania oraz
podtrzymywania proceséw zyciowych [9]. Ten sam Zyciodajny tlen jest jednak rowniez
7zrodtem reaktywnych form tlenu (RFT), ktére w pewnych warunkach wywieraja
szkodliwy wplyw na organizm [24]. RFT s3 wytwarzane przez kazda komorke
organizmu, a ich stezenie zmienia sie pod wptywem zaréwno czynnikow endogennych
jaki i egzogennych m.in.: procesu oddychania komérkowego, palenia tytoniu, czy tez
promieniowania jonizujacego [8]. Zaktada sie, ze zdrowy ludzki organizm jest w stanie
wytworzy¢ do 2 kg samego anionorodnika ponadtlenkowego rocznie [30]. Wykazano, Ze
kazda komérka przecietnego 20- latka narazona jest na okoto 100 tysiecy atakow RFT
dziennie, ktéorych liczha w wieku 75 lat wzrasta trzykrotnie [2]. W warunkach
prawidtowych istnieje homeostaza miedzy wytwarzaniem a usuwaniem reaktywnych
form tlenu.

W sytuacji zaburzenia réwnowagi oksydacyjno - antyoksydacyjnej w kierunku
nasilenia reakcji utleniania dochodzi do stresu oksydacyjnego. Przyczyna jego
powstawania jest nagty wzrost liczby RFT lub obnizZenie sie zdolno$ci antyoksydacyjnych
[10]. WzmozZony oraz dlugo utrzymujacy sie stres oksydacyjny powoduje trwate
uszkodzenia komoérek, co prowadzi do szkodliwych zmian w metabolizmie
komoérkowym.

Uwaza sie, Zze RFT majg istotne znaczenie w patogenezie wielu choréb [18, 27,
29]. Na niszczace dziatanie stresu oksydacyjnego sa szczegllnie narazone lipidy
blonowe, biatka oraz kwasy nukleinowe. Istnieja jednak w komoérkach mechanizmy
obronne zapobiegajace uszkodzeniom lub naprawiajace szkody wywotane przez RFT [3].
Utrzymanie réwnowagi oksydacyjno - antyoksydacyjnej zapewnia ukiad
antyoksydacyjny, ktérego zadaniem jest usuwanie RFT. W jego sktad wchodza m.in.
enzymy antyoksydacyjne, do ktérych naleza dysmutaza ponadtlenkowa (SOD),
peroksydaza glutationowa (GPx) i katalaza (CAT) [13]. Enzymy antyoksydacyjne reaguja
na zmiane warunkéw otoczenia, ktéra jest stresem dla organizmu potwierdzonym przez
liczne badania. Wykazano, Ze wzmozona generacja wolnych rodnikéw tlenowych
wystepuje m.in. podczas wysitku fizycznego [19], zwiekszonej emisji promieniowania
elektromagnetycznego [6], dziatania pestycydow [15], oddziatywania zimna na organizm
[32], nasilonego wptywu promieniowania UV [7] oraz hatasu [38].

Cztowiek w warunkach nurkowania narazony jest na oddziatywanie
podwyzszonego ciSnienia, ktére wptywa na percepcje oraz wywotuje w organizmie
liczne reakcje, szczeg6lnie w uktadzie krazeniowo - oddechowym [22]. Nie tylko
ciSnienie wplywa jednak na organizm cztowieka znajdujacego sie pod woda.
Z nurkowaniem wigze sie takze aktywnos¢ fizyczna oraz wysoka dostepnos¢ tlenu, ktéra
zwigzana jest ze zjawiskiem hiperoksji, wystepujacej zaleznie od procentowej zawarto$ci
tlenu w mieszaninie oddechowej, ktéra oddycha nurek. Aktywnos$¢ fizyczna z kolei
wywotuje wieksze zuzycie tlenu, ktéremu towarzyszy nasilenie generacji WRT
w tanncuchu oddechowym.

Wieksza dostepnos$¢ i bardziej intensywne zuzycie tlenu oraz otaczajace nurka
ci$nienie moga powodowaé podwyzszong generacje RFT i zwieksza¢ ryzyko wystapienia
stresu oksydacyjnego [12, 34]. O ile wiadomo juz jak wptywa ciSnienie na prace uktadéw
i narzadow, tak nadal niewiele jest badan dotyczacych wptywu ci$nienia na system
antyoksydacyjny, szczeg6lnie u o0séb nurkujacych w naturalnych warunkach
Srodowiskowych. Wydaje sie wiec interesujagcym pomystem poszerzenie badan w tym
zakresie.
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INTRODUCTION

It is common knowledge that oxygen is a life sustaining element. Aerobic
organisms use this element for the processes of cellular respiration which is a source of
energy requisite for sustaining life. However, the very same life-giving element can
become a source of reactive oxygen species (ROS), which may have a detrimental effect
on the organism in certain circumstances.

ROS are generated by each and every cell of an organism and their concentration
changes conditionally under the influence of both endogenous, as well as exogenous
factors, such as the process of cellular respiration, smoking tobacco or ionizing radiation
[8]. It is assumed that a healthy human body is capable of generating up to 2kg of
superoxide anion radical itself over the period of one year [30]. It has been proved that
a cell in the body of an average 20-year-old is prone to 100,000 ROS attacks daily,
a number that is multiplied threefold by the age of 75 [2]. In normal conditions there is
homeostasis between generation and removal of reactive oxygen species. When the
oxidant antioxidant balance is disrupted, with the former being more prominent, there
occurs an oxidative stress. The causes of this condition lie in an increased number of ROS
or a decline in the anti-oxidizing properties [10]. Intense and long-lasting oxidative
stress may cause permanent cell damage, which leads to harmful alterations in cell
metabolism. It is believed that ROS are a key factor in the pathogenesis of many diseases
[18, 27, 29]. The destructive force of the oxidative stress is most detrimental to lipid
membranes, proteins and nucleic acids. However, cells are equipped with defensive
mechanisms which prevent potential damage, or even repair the damage already
inflicted by ROS [3]. The responsibility for maintaining the oxidant/antioxidant balance
lies with an antioxidant system which removes ROS. It is comprised of antioxidant
enzymes, such as superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and
catalase (CAT) [13].

Antioxidant enzymes react to changes in surrounding conditions, which causes
stress to the organism. It has been proved that intense generating of free oxygen radicals
takes place during physical activity [19], increased emissions of electromagnetic
radiation [6], exposure to pesticides [15], exposure to cold [32], increased UV radiation
[7], and noise [38].

During diving, a human being is exposed to increased pressure, which affects
perception and provokes numerous reactions, especially in the respiratory
cardiovascular system [22]. However, pressure is not the only factor that affects a human
underwater. Additionally, diving is inextricably linked with physical activity and
a greater availability of oxygen, which may lead to hyperoxia. The occurrence of this
condition depends on the percentage of oxygen contained in a diver's gas mixture.
Physical activity, on the other hand, leads to a greater consumption of oxygen, which in
turn is accompanied by a more intense generation of free oxygen radicals in the
respiratory chain. A greater availability and a more intense consumption of oxygen,
along with the pressure that surrounds the diver, may cause the reactive oxygen species
to be generated more profusely and thus increase the risk of oxidative stress [12, 34].
Whilst our knowledge on how pressure affects the functioning of body organs and
systems is comprehensive, the research on how pressure affects the antioxidant system,
especially in people who dive, has been scarce. It seems only natural to broaden the
scope of interest in this area of study. The human body has been adapted to exist in the
atmospheric environment, hence it may be assumed that submersion in water is a stress-
inducing factor.
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Ludzki organizm przystosowany jest do zycia w Srodowisku atmosferycznym,
dlatego mozna przypuszcza¢, Ze zanurzenie w wodzie bedzie czynnikiem wywotujacym
stres. Celem niniejszej pracy bylto okreSlenie wplywu zmian ciSnienia otoczenia
w warunkach nurkowania na aktywno$¢ wybranych enzyméw antyoksydacyjnych:
peroksydazy glutationowej i katalazy.

MATERIAL I METODY

W badaniu wzieto udziat 11 ptetwonurkéw w wieku od 18 do 41 lat (Srednia
wieku 32 #* 6,7 lat). Nurkowie to cztonkowie klubu nurkowego w Bydgoszczy. Wszyscy
uczestnicy badania posiadali Srednio okoto 4- letnie do§wiadczenie w nurkowaniu.

Nurkowanie odbyto sie w jeziorze w miejscowos$ci Czaplinek. Badani spedzili 40
min w wodzie o temperaturze 13°C, schodzac maksymalnie na glebokos$¢ okoto 9 m.
Podczas zanurzenia wszyscy oddychali powietrzem. Przed wejSciem do wody kazdy
z uczestnikow wypetnit anonimowy kwestionariusz osobowy. Charakterystyke grupy
badanej opracowang w oparciu o wypetnione kwestionariusze przedstawiono w Tab. 1.

Tabela 1.

Charakterystyka badanej grupy.

Nurkowie
Liczba badanych [n] 11
Wiek [lata] 32+6
BMI [kg/m?2] 25827
Staz nurkowania [lata] 38+1.7

PrzybliZona catkowita liczba nurkowan [n] | 78.3 + 25.5

Najczestsza gtebokos$¢ nurkowania [m] 11.6 £5.2

Maksymalna gteboko$¢ nurkowania [m] 43+7.7

Krew do badan pobrano od kazdego badanego przed zanurzeniem w wodzie
(kontrola) oraz bezposrednio po wynurzeniu. Materiat do badan stanowita krew zZylna
pobrana z zyly odlokciowej. W erytrocytach oznaczono aktywno$¢ peroksydazy
glutationowej (GPx) i katalazy (CAT).

Aktywno$¢ katalazy oznaczono metodg Beersa i Seizera [4]. ZatoZenia tej metody
bazuja na obnizaniu sie absorbancji roztworu nadtlenku wodoru rozktadanego przez
enzym. ObnizZajaca sie absorbancja jest wprost proporcjonalna do zmniejszajacego sie
stezenia H20, w roztworze. Wykorzystujac molowy wspétczynnik absorbancji mozemy
obliczy¢ ilo$¢ rozlozonego nadtlenku wodoru w danym przedziale czasowym,
w wyniku czego otrzymujemy jednostke aktywnos$ci katalazy (IU). Absorbancja zostata
zmierzona oprogramowaniem kinetycznym firmy Varian wykorzystujac fale o dtugosci
A= 240 nm. Aktywno$¢ katalazy wyrazono w [U/gHb.

Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej oznaczono metoda Paglia i Valentine [28].
Jest to enzym, ktéry rozktada H;0, z udziatem zredukowanego glutationu (GSH).
W wyniku reakcji z nadtlenkiem wodoru, GSH zostaje utleniony.
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The objective of the present paper is to estimate the effect of ambient pressure
changes while diving on the activity of chosen antioxidant enzymes: glutathione
peroxidase and catalase.

MATERIAL AND METHODS

The study was conducted with 11 divers aged between 18 and 41 years old
(average age: 32 £ 6.7 years). The divers are members of a diving club in Bydgoszcz. All
subjects had an average of 4-year experience in diving.

The diving site chosen for the study was a lake in the village of Czaplinek. The
subjects spent 40 min in water at a temperature of 13°C with the maximum descent of
9 m. All divers breathed air during the descent. Before submergence each participant
filled in an anonymous personal questionnaire. The group's general features have been
shown in Tab. 1.

Table 1.

Group profile.

Divers
Number of subjects [n] 11
Age [years] 326
BMI [kg/m?2] 25827

Diving experience [in years] | 3.8+ 1.7

Average number of dives [n] | 78.3 + 25.5

Most frequent depth [m] 11.6 £5.2

Maximum depth [m] 43+7.7

Blood samples were drawn from each subject's basilic vein before submergence
and immediately after surfacing. The activity of glutathione peroxidase (GPx) and
catalase (CAT) was assayed in erythrocytes.

Catalase activity was assayed with the Beers and Sizer method [4]. The
assumption of this method is based on the decrease in absorbance of the hydrogen
peroxide solution decomposed by an enzyme. The decreased absorbance is directly
proportional to the decreased concentration of H20; in the solution. With the use of the
molar absorbancy index one may estimate the amount of decomposed hydrogen
peroxide in a given time interval, the effect of which is one unit of catalase activity (IU).
The absorbance was measured with Varian kinetic software with the use of a A= 240 nm
length wave. The catalase activity was expressed in [U/gHb.

Glutathione peroxidise, an enzyme which decomposes H20; with the use of the
reduced glutathione (GSH), was assayed with the Paglia and Valentine method [28]. As
a result of a reaction with hydrogen peroxide, the GSH is oxidized. The oxidized
glutathione (GSSG) returns to the reduced form through the glutathione reductase
together with the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH), which is
a coenzyme of the reaction.
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Utleniony glutation (GSSG) wraca do postaci zredukowanej dzieki reduktazie
glutationowej przy udziale fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH),
ktory jest koenzymem reakcji. W nastepstwie redukcji utlenionego glutationu, NADPH
zostaje utleniony do formy NADP, co powoduje zmiane absorbancji $wiatta przy dtugosci
fali A= 340 nm. Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej zostata zmierzona na podstawie
liczby pmoli utlenionego NADPH w trakcie 1 min, ktérg wyrazono w U/gHb.

Wyniki poddano analizie z uzyciem testu T-Studenta. Dla cato$ci wynikow
przyjeto poziom istotnosci p<0,05.

WYNIKI

W pracy nie wykazano istotnych statystycznie zmian aktywno$ci enzyméw
antyoksydacyjnych. Przed wejsciem do wody aktywno$¢ CAT w erytrocytach nurkéw
wynosita 66,34 + 10,2 x 104 IU/gHb. Po zakoniczeniu nurkowania aktywnos$¢ tego
enzymu wykazata tendencje do wzrostu i byta réwna 70,24 + 8,0 x 104 IU/gHb (Rys. 1.1).

W  przypadku GPx przed wejSciem do wody aktywno$¢ tego enzymu
w erytrocytach nurkéw wynosita 8,27 * 4,5 U/gHb. Po nurkowaniu aktywnos$¢ tego
enzymu obnizyla sie nieznacznie i byta réwna 5,27 + 4,2 U/gHb (Rys. 1.2).
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Rys 1.1. Srednia aktywno$é katalazy (CAT) w erytrocytach os6b nurkujacych przed
nurkowaniem i bezposrednio po nurkowaniu.
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Following the reduction of the oxidized glutathione, the NADPH becomes
oxidized into the NADP form, which causes a change of light absorbance with a A= 340
nm length wave. The activity of glutathione peroxidase was measured by the number of
pumoles in the oxidized NADPH in 1min, which was expressed in U/gHb.

The results were given to analysis by the Student's t-test. The statistical
significance for the entirety of the results was fixed at p<0.05.

RESULTS

No statistically significant changes in the activity of antioxidant enzymes have
been proved. The CAT activity in divers' erythrocytes before submergence was 66.34 *
10.2 x 104 IU/gHb. After surfacing, the activity of the enzyme showed an upward trend
and equalled 70.24 + 8.0 x 104 [U/gHb (Fig. 1.1).

As for the GPx, its activity in divers' erythrocytes before submergence amounted
to 8.27 + 4.5 U/gHb. After surfacing, the activity of the enzyme decreased insignificantly
and amounted to 5.27 + 4.2 U/gHb (Fig. 1.2).
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Fig 1.1. Average catalase activity (CAT) in divers' erythrocytes before submergence and
immediately after surfacing.
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Rys 1.2. Aktywnosc peroksydazy glutationowej (GPx) w erytrocytach os6b nurkujacych przed
nurkowaniem i bezposrednio po nurkowaniu.

DYSKUSJA WYNIKOW

W niniejszej pracy nie wykazano istotnych statystycznie zmian aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych. Jednak aktywno$¢ CAT wykazata tendencje do wzrostu,
natomiast w przypadku GPx nieznacznie sie obnizyla. Zadaniem zaréwno katalazy, jak
i peroksydazy glutationowej jest usuwanie H,0, powstatego m.in. w wyniku reakcji
dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego [13]. Wykazany niewielki wzrost
aktywnosci CAT po wyjsciu z wody moglby sugerowa¢d, ze doszto do zwiekszonej
generacji nadtlenku wodoru w badanych erytrocytach, nie doszto jednak do wzrostu
aktywnos$ci GPx. Réznice aktywnosci miedzy GPx a CAT moga wynika¢ z faktu, ze GPx
usuwa nie tylko H;0: ale uczestniczy rowniez w usuwaniu nadtlenkéw organicznych
[36]. By¢ moze zbyt mate stezenie RFT nie indukowato wzrostu aktywnosci GPx lub CAT
przejeta funkcje usuwania H,0,. Mozliwe, Ze miat tu miejsce udziat nieenzymatycznych
zmiataczy, ktére uczestnicza w pierwszej linii obrony przed RFT. Oprécz zdolnosci
usuwania RFT, moga one réwniez wplywa¢ m.in. na zmniejszenie wyptywu elektronéw
z fancucha oddechowego [14].

Wptyw nurkowania na aktywnos$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych w erytrocytach
i osoczu krwi nurkéw badali rowniez Sureda i wsp. [34]. Po wyjsciu z wody wykazali oni
m.in. niewielki spadek aktywnosci GPx i CAT oraz niewielki wzrost aktywnosci SOD
w erytrocytach, réznice nie byly jednak istotne statystycznie. W osoczu krwi
odnotowano natomiast istotny wzrost aktywnos$ci CAT bezposrednio po wyjsciu z wody,
a takze wzrost aktywno$ci SOD po uplywie 3 godzin od wyjscia z wody. Wykazano
réwniez tendencje do wzrostu aktywnosci GPx w osoczu krwi bezposrednio po wyjsciu
z wody [34]. Odnoszac sie do tych wynikéw mozna stwierdzi¢, Zze w badanej grupie
nurkéw doszto do nadmiernej generacji anionorodnika ponadtlenkowego i H,O, podczas
zanurzenia w wodzie, co wywotato aktywacje enzyméw antyoksydacyjnych w osoczu
krwi. Brak wzrostu aktywnosci enzyméw w erytrocytach moze wynikac¢ ze skutecznego
usuwania WRT w osoczu.
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Fig. 1.2. Average glutathione peroxidase activity (GPx) in divers' erythrocytes before
submergence and immediately after surfacing.

INTERPRETATION OF RESULTS

No statistically significant changes in the activity of antioxidant enzymes have
been proved in the present paper. However, the CAT activity showed an upward trend,
whereas the GPx activity decreased insignificantly. The role of both catalase and
glutathione peroxidase is to remove H,0, generated, among others, as a consequence of
the dismutation of the superoxide anion radical [13]. The slight increase in the CAT
activity after surfacing, as was proved in the experiment, could suggest an increased
generation of hydrogen peroxide in the investigated erythrocytes, yet the increase of GPx
activity did not take place. The difference between the GPx and CAT activities may arise
from the fact that GPx not only removes H;0,, but also plays a part in removing organic
peroxides [36]. Perhaps the insufficient ROS concentration did not induce the GPx
activity, or the CAT took over the role of removing H,0. There is a possibility that non-
enzymatic antioxidants were involved in the first line of defence against ROS. Apart from
being able to remove ROS they may also affect decrease in electron outflow from the
respiratory chain [14].

The effect of diving on the activity of antioxidant enzymes in erythrocytes and
blood plasma was also researched by Sureda and co-authors [34]. After surfacing, their
GPx and CAT activity showed a slight decline and their SOD activity in erythrocytes
slightly increased, yet the changes were not statistically significant. However, blood
plasma featured a significant increase in CAT activity immediately after surfacing, as well
as an increase in SOD activity 3 hours after surfacing. An upward trend of GPx in blood
plasma immediately after surfacing was also recorded [34].
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Sureda i wsp. wykonali réwniez eksperyment z bezdechem [33]. Autorzy
przeprowadzili badanie na grupie nurkéw, ktérych podzielono na osoby przyjmujace
kwas askorbinowy lub placebo. Wykazano m.in. istotny statystycznie wzrost aktywnoSci
katalazy miedzy grupa kontrolna, a grupa przyjmujaca kwas askorbinowy [33]. Nizsza
aktywnos$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych u nurkéw przyjmujacych kwas askorbinowy
spowodowana jest prawdopodobnie jego silnymi wtasciwosciami antyoksydacyjnymi
[31]. Uzyskane przez badaczy wyniki sugeruja, Ze przyjmowanie kwasu askorbinowego
wptywa na aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych.

Wptyw ciSnienia otoczenia na aktywno$¢ uktadu antyoksydacyjnego mozna
przesledzi¢ rowniez w sztucznych warunkach, ktére stwarza komora hiperbaryczna.
Oddziatywanie ci$nienia na procesy pro i antyoksydacyjne w warunkach komory
hiperbarycznej badat Kozakiewicz i wsp. [21] w grupie kobiet i mezczyzn, ktorzy byli
dos$wiadczonymi nurkami. W doswiadczeniu imitowano ci$nienie jakie panuje na
gtebokosci 30 m (3 ATA) i 60 m (6 ATA). W grupie mezczyzn wykazano, Ze po
ekspozycjach odpowiadajacych danej gltebokosci doszlo do istotnego wzrostu
aktywnosci SOD w erytrocytach. Wykazano ponadto tendencje do wzrostu stezenia MDA.
U kobiet z kolei zaobserwowano istotny wzrost aktywnosci SOD, CAT i GPx oraz
niewielki wzrost stezenia MDA. Autorzy sugeruja, ze pte¢ moze mie¢ wplyw na
obserwowang aktywnos$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych [21].

W innym badaniu z wykorzystaniem komory hiperbarycznej, wyniki uzyskane
w grupie nurkéw poréwnywano do ochotnikdw, ktorzy nigdy nie nurkowali i stanowili
grupe kontrolng. Nurkéw poddano ci$nieniu, jakie panuje na glebokosci 30 m (3 ATA),
przez 3,5 h. Plateau ekspozycji wynosito 30 minut. Juz przed samg ekspozycja stezenie
MDA i aktywnos$¢ SOD w erytrocytach byly istotnie wyzsze w grupie kontrolnej,
w porownaniu do nurkéw. Po ekspozycji, w grupie nurkéw odnotowano istotny wzrost
warto$ci wymienionych parametréw. Zdaniem autoréw pracy eksperyment wskazuje, Ze
hiperbaria wptywa wyraZnie na generowanie RFT [20].

Podobne badania do prezentowanej wcze$niej pracy wykonat Eken i wsp. (2005).
Grupa 15 ochotnikow wchodzita réwniez 3 razy do komory hiperbarycznej na 20 min
z 5 min przerwa, ale w tym przypadku sesja zostata powtdérzona 20 razy. Uczestnikow
poddano oddziatywaniu 2,5 ATA i przyjmowali oni witamine E, ktéra w tym
eksperymencie byta podawana razem z witaming C. Krew pobierano przed ekspozycja,
po pierwszej oraz po 10 i 20 ekspozycji. Nie wykazano istotnych statystycznie réznic
w aktywnosci oznaczonych enzyméw antyoksydacyjnych: (SOD) i (GPx) oraz w stezeniu
MDA [11].

Inne wyniki uzyskano u ochotnikéw nienurkujacych, ktérych poddano
15 ekspozycjom w komorze hiperbarycznej. Por6wnano pierwsze wejscie z ostatnim
i wykazano, Ze dochodzi do istotnego wzrostu stezenia MDA w osoczu krwi
i niewielkiego wzrostu w erytrocytach. Aktywno$¢ SOD i CAT zmalata istotnie
statystycznie w poréwnaniu do pierwszego wejscia, natomiast aktywnos$¢ GPx prawie
nie zmienita swojej wartosci [5].

Podsumowujac wyniki, ktére badacze otrzymali w sztucznych warunkach
stworzonych przez komore hiperbaryczng mozna faktycznie przypuszczaé, Ze ci$nienie
dziatajace na cztowieka zwieksza generacje RFT. Potwierdzaja to odnotowane wzrosty
stezenia produktéw peroksydacji lipidéw -MDA. Peroksydacja lipidow jest
wieloetapowym procesem utleniania nienasyconych kwaséw ttuszczowych,
doprowadzajac ostatecznie do uszkodzenia btony komdrkowej, a nawet Smierci komorki.
[23]. W badaniach z uzyciem suplementacji witaminowej z kolei nie wykazano istotnych
zmian w stezeniu MDA oraz aktywnos$ci wybranych enzymoéw antyoksydacyjnych.
Pozwala to sadzi¢, Ze nieenzymatyczne zmiatacze wolnych rodnikéw maja znaczny
udziat w barierze antyoksydacyjnej i wspierajg jej pierwsza linie obrony.
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In view of the above results, it may be stated that in the investigated group of
divers, at the moment of submergence, the superoxide anion radical and H.0, were
excessively generated which caused the antioxidant enzymes in blood plasma to activate.
The lack of increase in enzyme activity in erythrocytes may be attributed to an effective
free oxygen radicals removal in the plasma.

Sureda and co-authors have also conducted an apnea experiment [33]. The
authors conducted the experiment on a group of divers which they then divided into two
sub-groups, administering ascorbic acid to one and placebo to the other. One of the
observations was a difference in the increase of catalase activity between the control
group and ascorbic acid group [33]. A lower activity of antioxidant enzymes with the
ascorbic acid group of divers is most likely due to its strong antioxidant properties [31].
The obtained results suggest that ascorbic acid affects the antioxidant enzymes activity.

The effect of the ambient pressure on the antioxidant system activity can be
monitored in artificial conditions as provided by a hyperbaric chamber. The effect of
pressure on pro- and antioxidant processes in the hyperbaric chamber milieu was
researched by Kozakiewicz and co-authors [21] among a group of male and female
experienced divers. In the experiment, the researchers imitated the pressure present at
30 metres (3 ATA) and 60 metres (6 ATA). After having been exposed to pressures
corresponding to the given depths, there was observed a significant increase in the SOD
erythrocytes among the male population. Moreover, an upward trend of MDA
concentration was proved. Among the female population, on the other hand, a significant
increase in SOD, CAT and GPx activity were recorded, along with a slight increase in MDA
concentration. The authors suggest that gender may be responsible for the observed
activity of antioxidant enzymes [21].

Yet another study in a hyperbaric chamber was done among a control group of
people who had never had a diving experience before. Their results were compared to
those of the divers. The divers were exposed to the kind of pressure which corresponds
to the depth of 30 m (3 ATA) for 3.5 h. The exposition plateau was 30 minutes. Even
before the exposition, the MDA concentration and the SOD activity in erythrocytes were
much higher in the control group compared to the divers. After the exposition, the said
parameters in the divers significantly increased. The authors argue that this experiment
proves that hyperbaria is conducive to the generation of ROS [20].

Similar research was done by Eken and co-authors (2005). A group of 15
volunteers entered the hyperbaric chamber 3 times for 20 minutes with a 5 minute
break, but this time the session was repeated 20 times. The subjects were exposed to the
pressure of 2.5 ATA and were administered vitamin E, which was complementary to
vitamin C in this experiment. Blood was drawn before and after the first exposition, and
later after ten and twenty expositions. No statistically significant differences were
recorded in the activity of assayed antioxidant enzymes: (SOD) and (GPx) or in the MDA
concentration [11].

The experiments done on non-diving volunteers, who were subjected to 15
expositions in the hyperbaric chamber, showed different results. The first and the last
expositions were compared and the results showed that the MDA concentration had
significantly increased in blood plasma, and slightly increased in erythrocytes. The SOD
and CAT activity significantly decreased compared to the first exposition, whereas the
GPx activity barely changed [5].

Summing up the results obtained in artificial conditions provided by the
hyperbaric chamber, it may be assumed that being under pressure induces a generation
of ROS. Increased concentrations of lipid peroxidation products - MDA - only prove this
assumption.
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W piSmiennictwie mozna znalez¢ wyniki badan dotyczacych wptywu zmian
ciSnienia réwniez na organizm zwierzat. Celem jednego z nich bylo sprawdzenie
funkcjonowania odpowiedzi enzymatycznej bariery antyoksydacyjnej po ciagtej
i przerywanej hiperbarii tlenem u szczuréw oraz $winek morskich. Zwierzeta byty
narazone na oddziatywanie tlenu pod ci$nieniem 2,2 ATA, ktéry dostarczano w sposéb
ciagty lub z przerwami. W jednym cyklu zwierzeta oddychaty przez 10 min czystym
tlenem, a nastepnie przez 2,5 min powietrzem. W otrzymanych wynikach wykazano
znaczny wzrost aktywnos$ci SOD w ptucach zaréwno u §winek morskich, jak i u szczuréw.
Aktywno$¢ CAT i GPx w mozgu i ptucach obnizyta sie w obu grupach. Nie wykazano
istotnych réznic w aktywnosci badanych enzymoéw miedzy grupa $winek morskich
i szczurow [16].

Staniszewska [35] z kolei przeprowadzita badania u szczuréw Wistar
podzielonych na 3 grupy. Grupe kontrolng (nr I) oraz grupy badane (nr II i III). Grupy II
i III podzielone zostaty dodatkowo na podgrupy Ila, IIb i Illa, IlIb. W uzyskanych
wynikach stezenie MDA w badanych grupach byto istotnie wyzsze w podgrupie Ila oraz
w IIla. Aktywnos$¢ SOD i CAT w erytrocytach oraz GPx w surowicy nie ulegly zmianie po
ekspozycji hiperbarycznej. Autorka wnioskuje, Ze ciSnienie znamiennie statystycznie
wpltywa na stezenie MDA w surowicy krwi, a nie wptywa na aktywnos$¢ gtéwnych
enzymow antyoksydacyjnych [35].

Udowodniono, ze wysitek fizyczny wplywa na wytwarzanie RFT i zmienia
aktywnos$¢ enzymdéw antyoksydacyjnych. Wzrost aktywnosci CAT i SOD wykazano
miedzy innymi w erytrocytach kajakarzy i wioSlarzy po treningu w warunkach
wysokogorskich [37]. Nurkowanie zwigzane jest rowniez z wysitkiem fizycznym.
Uzyskana niewielka tendencja wzrostowa CAT wynika by¢ moze z samej aktywno$ci
fizycznej, a nie z wptywu zmian ci$nienia. Nieoznaczony zostat w badaniach wtasnych
poziom nieenzymatycznych zmiataczy wolnych rodnikéw, a wyniki badan innych
autoréw wskazuja, Ze majq one istotne znaczenie w obronie antyoksydacyjne;j.

Alcaraz-Garcia i wsp. [1] badali wplyw hiperoksji podczas nurkowania gdzie
ocenili m.in. catkowity potencjat antyoksydacyjny TAS (total antioxidant status) oraz
aktywno$¢ peroksydazy glutationowej w surowicy krwi. Odnotowali oni znaczne
obniZenie TAS w 6 tygodniu i niewielki jego wzrost w 12 tygodniu. Aktywno$¢ GPx byta
istotnie nizsza zaré6wno w 6, jak i 12 tygodniu. Autorzy uwazaja, Ze uzyskane wyniki
maja zwiazek z adaptacja do hiperoksji, ktérg mtodos¢ i dobra kondycja fizyczna moga
poprawic [1]. Przypuszczenia te moga mie¢ uzasadnienie réwniez w wynikach wtasnych
niniejszej pracy, gdzie wiekszo$¢ badanych utrzymuje, Zze dba o kondycje fizyczna,
a Srednia wieku wynosi 32 lata. Wszyscy uczestnicy mieli ponadto ok. 3 letnie
doswiadczenie, co moze sugerowac, ze zjawisko adaptacji wystapito rowniez w badanej
grupie niniejszej pracy.

Generacja reaktywnych form tlenu moze by¢ zwiekszona w sytuacji
hipoksji/reoksygenacji tkanek. Procz generacji RFT, zjawisko hipoksja/reoksygenacja
powoduje uszkodzenia komdérek w narzadach przeszczepionych, czy tez
niedokrwionych, gdzie dochodzi do $mierci komérek w wyniku indukowania proceséw
martwicy i apoptozy [25]. Tego typu zjawisko towarzyszy nurkom zanurzajacym sie na
bezdechu. Dlugie niedotlenienie komoérek, a nastepnie zwiekszony doptyw tlenu
powoduje znaczny wzrost wytwarzania RFT. Badania takie przeprowadzit Joulia wraz
z zespotem [17] u nurkéw zanurzajacych sie na bezdechu. Uzyskane w tej grupie
rezultaty poréwnano do wynikéw grupy kontrolnej. Uzyskany brak wzrostu TBARS
w probie z bezdechem mozna tlumaczy¢ mniejszym zuzyciem tlenu w tancuchu
oddechowym i tym samym mniejszg generacje RFT w nim [8]. Zmiany stezenia GSH
w obu grupach moga by¢ efektem jego zuzycia przez GPx podczas usuwania H»0».
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The lipid peroxidation is a complex process of oxidation of polyunsaturated fatty
acids which leads to the damage of a cell membrane or even death of cells [23].
Conversely, the experiments with the use of vitamin supplementation did not reveal any
significant changes in the MDA concentration or antioxidant enzymes activity. This
indicates that non-enzymatic antioxidants play a major part in the antioxidant barrier
and support its line of defence.

Literature can also provide information on how pressure changes affect animals.
The goal of one such experiment was to verify the functioning of the response of the
enzymatic antioxidant barrier after continuous and interrupted oxygen hyberbaria in
rats and guinea pigs. The animals were exposed to oxygen at 2.2 ATA which was
provided continually or with interruptions. In one cycle, the animals breathed pure
oxygen for 10 min., and then air for 2.5 min. The obtained results revealed an increased
SOD activity in the lungs in both rats and guinea pigs. The CAT and GPx activity in the
brain and lungs declined in both groups. No significant differences in the activity of
investigated enzymes between rats and guinea pigs were recorded [16].

Staniszewska [35], in turn, performed an experiment on Wistar rats, which she
divided into 3 groups. A control group (no. I) and the research groups (nos. II and III).
Groups II and III were further divided into subgroups Ila, IIb and IlIa, IIIb. The obtained
results revealed the MDA concentration to be higher in subgroups Ila and Illa. Neither
the SOD and CAT activity in erythrocytes, nor the GPx in blood serum changed after the
hyperbaric exposition. The author argues that pressure has a statistically significant
effect on the MDA concentration in blood serum, and does not affect the activity of the
main antioxidant enzymes [35].

It was proved that physical activity is conducive to the generation of ROS and
changes in the activity of antioxidant enzymes. The increase in CAT and SOD activity was
revealed in the erythrocytes of canoeists and oarsmen after a training session in high
mountains, to name but a few [37]. Diving is also linked with physical activity. Thus the
observed slight upward tendency of the CAT may be a result of the physical activity itself,
not the pressure changes. The level of non-enzymatic free radical inhibitors was not
assayed in our own research, and the experiment results of other authors point to their
vital role in antioxidant defence.

Alcaraz-Garcia and co-authors [1] researched the effect of hyperoxia during
diving where they estimated the total antioxidant status (TAS) and the glutathione
peroxidase activity in blood serum, to name but a few. They recorded a significant
decline of TAS in the sixth week and its slight increase in the twelfth. The Gpx activity
was considerably lower in the sixth, as well as in the twelfth month. The authors argue
that the obtained results are related to the adaptation to hyperoxia, which can be
improved by youth and good physical shape [1]. These assumptions can be confirmed by
the results of the experiment performed for the sake of the present paper where the
majority of the subjects maintain that they are physically active and the average age is
32. Moreover, each participant had 3 years of experience which might suggest that
adaptation occurred among the subjects taking part in the present study.

The generation of reactive oxygen species may become increased in the event of
hypoxia/reoxygenation of tissue. Apart from the ROS generation, the
hypoxia/reoxygenation phenomenon causes cell damage in transplanted or ischemic
organs, where the induced processes of necrosis and apoptosis lead to cell death [25].
This type of phenomenon occurs in breath-hold divers. A prolonged hypoxia followed by
a substantial flow of oxygen causes the ROS to generate profusely. The research on apnea
was conducted by Joulia with his team [17] in breath-hold divers. The results obtained in
this group were compared to those of a control group.
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Poréwnanie wynikéw wtasnych z wynikami badan przeprowadzonych
w innych warunkach lub na réznych grupach oséb badanych wskazuje na rozbieznosci
w okreSleniu wplywu ci$nienia na aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych. Na
podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, Ze zmiany ci$nienia otoczenia
podczas nurkowania, w prezentowanych w niniejszej pracy warunkach nie wptywaja na
aktywno$¢ oznaczanych enzymoéw antyoksydacyjnych. brak istotnych statystycznie
réznic moze by¢ efektem zmian przystosowawczych w organizmie oséb nurkujacych.
Badania przeprowadzone byty jednak na matej grupie i wymagaja kontynuowania na
wiekszej liczbie os6b.

WNIOSKI

* C(idnienie otoczenia wywierane przez wode podczas nurkowania nie wplywa
istotnie na aktywno$¢ peroksydazy glutationowej oraz katalazy w erytrocytach. Moze to
oznacza¢, ze nie doszlo do zwiekszonej generacji nadtlenku wodoru, bedacego
substratem reakcji katalizowanych przez te enzymy.

* Obserwowane tendencje moga jednak wskazywa¢ na pewne zaburzenie
réwnowagi oksydacyjno - antyoksydacyjne;.
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No TBARS increase in the apnea trial may be justified by a lower oxygen
consumption in the respiratory chain and, consequently, lower ROS generation in it [8].
Changes in the GSH concentration in both groups may be a result of its consumption by
GPx while removing H20,.

The comparison of the results obtained in our own research with the ones
conducted in different circumstances or different groups of subjects point to
discrepancies in establishing the effect of pressure on the antioxidant enzymes activity.
The conducted study allows the conclusion that changes in ambient pressure while
diving, in the circumstances adapted for the purpose of the present research, do not
affect the assayed antioxidant enzymes. The lack of statistically significant differences
may stem from the adaptive changes having occurred in divers' bodies. However, it is
important to note that the research was performed on a small group of people and
requires a retake with a larger group.

CONCLUSIONS

* The ambient pressure exerted by water while diving does not affect significantly
the glutathione peroxidase and catalase in erythrocytes. This may mean that no
increased generation of hydrogen peroxide, which is a substrate of a reaction catalyzed
by the two enzymes, took place.

* The observed tendencies, however, might be attributed to an oxidant antioxidant
balance disorder.
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BANSIHNE N3MEHEHNA AABAEHNS OKPY XXAIOUWEN CPEAbl HA
AEATEAbHOCTD I AY TATHOHMNEPOKCH AA3bl (GSH-PX) M KATAAA3DI
(cAaT) B KPOBM HbIPAbWHNKA - NPEABAPHTEADHOE
MCCAEAOBAHNE

HsmeneHnue ycnosull okpyxcarouwjell cpedbl 8bl3bleaem 6 O0p2aHU3Me CMmpecc,
Komopblll Mo3cem npueecmu K yge/udeHUulo 2eHepayuu peakmueHblx opM Kucaopoda
U MHO204UC/NEHHbIM N0BpeXc0eHUsIM 8 KaemKkax. BascHyl poab 6 npedomepaujeHuu smux
nospexcdeHull 8bINO/HANM aHMUOKcUdaHmHvle epmeHmol. Lleavio danHoU pabombl
6bL10 onpedesieHue 8AUSHUE U3MeHeHUll das/eHus okpyxcaoujell cpedbl HA AKMUBHOCMb
2/IymamuoHnepoKcudassbl U KamaJiassl 8 yca08usix dalisuHaa.

B uccaedosanutro npunsiio yuacmue 11 eodosaszoe e so3pacme om 18 do 41 sem.
Cy6wsexkmol nposeau 40 muHym 8 osepe, 8 8ode npu memnepamype 13 ° C, cnyckasco Ha
2/1y6uHy oko.10 9 M. Bo epems noepysicerus ece dviwanu eo3dyxom. 06pasybl Kposu bbL1U
83iMbl U3 J10KMegol 8eHbl deaxcdbl- neped nozpyxyceHuem 8 80dy (KOHMpo/b) U cpasy
noc./ie 8b1x00a Ha NOBEPXHOCMb.

HccaedosaHusi nokasaau meHOeHYUI K ygequdeHUl0 aKmueHOCmu Kama./dsbl
U meHOeHYUU K CHUXCEeHUI0 AKMUBHOCMU 2/1yMamuoHNnepoKcudasbl, HO 3mu U3MEHEHUS He
obL1u cmamucmuvecku 3Havumbsimu. Okpysxcarowue dasseHue, okasbleaemoe 80dol 80
epemsi nozpyxceHus, He UMeem 3HAYUME/AbHO20 BJAUAHUSL HA dKMUBHOCMb
2/lymamuoHnepokcudassl U Kama/aassl 8 3pumpoyumax. Imo  nosgossiem
npedno/ioxcums, Ymo He cywecmayem nosblUeHHbIU 2eHepayuu nepokcuda 60dopoda,
Komopblil si84151emcsi cybcmpamoM peakyuu, Kamaausupyemoti 08yx pepmeHmos.

Imo nosgosisiem npedno/oxicumb, Ymo He Npou3oul/io No8vlWeHHOU 2eHepayuu
nepokcuda 800opoda, Komopbll f68/59emcs cybcmpamoMm peakyuu Kamaausupyemou
deymsa  gepmenmamu. Omcymcmeue cmamucmu4ecku 3HAYUMbIX  U3MeHeHUl
8 UOKMUBHOCMU U3YyYAeMblX AHMUOKCUOAHMHBIX hepMeHmo8 Moxcem 6bimb C853AHO
€ adanmueHbIMU USMEHEHUSMU 8 OP2AHU3ME HbIPSIbUWUKOS.

Kaloyegnle caoea: dasaeHue, datisuHe, e1ymamuonnepokcudasa (GPx ), kamana3sa (CAT).
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