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(in English)

The effect of hyperbaric oxygenation (HBO) on the
concentration of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) and the activity of selected antioxidant enzymes:
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GPx), in the peripheral blood of 19
patients was studied. Venous blood was taken before
entrance to hyperbaric chamber and about 5 minutes after
exit from it. Obtained results were statistically analyzed
using Student's t-test. The changes of the level p<0.05
were accepted as statistically significant. Patients were
additionally selected into two groups, each of five persons:
patients who stayed into hyperbaric chamber no more than
3 times - the group | and patients who was performed HBO
many times (more than 23 treatments) - group II.

No statistically significant changes in level of TBARS in
erythrocytes and blood plasma in both groups were
revealed. TBARS concentration in blood plasma of patients
in group Il was higher by 27% (p<0.05) than in group
| before the procedure into hyperbaric chamber. HBO did
not cause statistically significant changes in the activity of
SOD and GPx in erythrocytes of subjects. The CAT activity
in the erythrocytes of patients from group | decreased by
approximately 19% (p<0.05) after exit from hyperbaric
chamber. Before HBO more than two times higher GPx
activity in erythrocytes of subjects from group | as
compared to group Il was found (p<0.01).

The study have revealed that HBO affects generation of
reactive oxygen species but does not act directly the
intensity of lipid peroxidation process. Frequent stimulation
with hyperbaric oxygen changes the antioxidant response
of the organism.

(in Polish)

Zbadano wptyw hiperbarii tlenowej (HBO) na stezenie
substancji  reagujacych z  kwasem tiobarbiturowym
(TBARS) oraz aktywnosc¢ wybranych enzymow
antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),
katalazy (CAT) i peroksydazy glutationowej (GPx) we krwi
obwodowej 19 chorych. Krew zylng do badan pobrano
przed wejsciem do komory hiperbarycznej oraz ok. 5 min
po wyjsciu z niej. Uzyskane wyniki poddano analizie
statystycznej z wykorzystaniem testu T-Studenta. Za
istotne statystycznie uznano réznice przy poziomie p<0,05.
Wsrod chorych wyodrebniono dodatkowo dwie
piecioosobowe  grupy: osoby, ktére do momentu
przeprowadzenia eksperymentu przebywaly w komorze
hiperbarycznej nie wiecej niz 3 razy - grupa | oraz chorzy,
ktorzy wiele razy (ponad 23 zabiegi) korzystali z HBO -
grupa ll.

Nie wykazano po zabiegu HBO istotnych statystycznie
zmian poziomu TBARS w erytrocytach i w osoczu krwi,
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w zadnej z grup. Stezenie TBARS w osoczu krwi 0séb
z grupy Il bylo przed zabiegiem w komorze hiperbarycznej
wyzsze 0 27% (p<0,05), niz w grupie I. HBO nie wywotata
znamiennych statystycznie zmian aktywnosci SOD i GPx
w erytrocytach os6b  badanych. Aktywnosé¢ CAT
w erytrocytach os6b z grupy | natomiast obnizyta sie o ok.
19% (p<0,05) po wyjsciu z komory hiperbarycznej. Przed
HBO wykazano ponad dwa razy wyzsza aktywnos¢ GPx
w erytrocytach os6b z grupy | w poréwnaniu z grupg
Il (p<0,01).

Badania wykazaly, ze HBO wplywa na generacje
reaktywnych  form tlenu, bezposrednio jednak nie
oddzialuje na intensywnos¢ procesu peroksydacji lipidow.
Czesta stymulacja tlenem hiperbarycznym  zmienia
odpowiedz antyoksydacyjng organizmu.

The summary in Russian on end of the publication
WSTEP

Hiperbaria tlenowa - HBO (ang. hyperbaric oxygenation) jest metoda leczenia tlenem
hiperbarycznym (oddychanie stuprocentowym tlenem), w ktérej ciSnienie otaczajacej pacjenta
mieszaniny gazow jest wyzsze od 1 atmosfery. Ekspozycja hiperbaryczna prowadzi do wzrostu
rozpuszczalnosci tlenu we krwi [14, 20]. Oddychanie tlenem w warunkach hiperbarii tlenowe;j
wptywa na poprawe stanu zdrowia os6b z choroba dekompresyjna [3], zatorami gazowymi [7]
oraz zatruciem tlenkiem wegla [1]. Lista wskazan do tego rodzaju zabiegdw jest bardzo obszerna,
nieustannie sie rozszerza, jednak terapia hiperbaryczna jest w tych przypadkach tylko leczeniem
wspomagajacym, stosowanym wspolnie z innymi metodami terapeutycznymi. Leczenie tlenem
hiperbarycznym zaleca sie réwniez w takich przypadkach, jak zgorzel gazowa, infekcje
beztlenowe [16], czy tez trudno gojace sie rany [13]. Skuteczno$¢ stosowania HBO w wyzej
wymienionych schorzeniach potwierdzono licznymi badaniami [28].

Zwiekszone stezenie tlenu w mieszaninie oddechowej moze prowadzi¢ do nasilonej
generacji reaktywnych form tlenu (RFT). W momencie zaburzenia rownowagi oksydacyjno -
antyoksydacyjnej organizmu generowane w nadmiernej liczbie RFT powoduja uszkodzenia DNA,
biatek oraz struktur lipidowych bton komérkowych [10, 24]. Stan, w ktérym zaburzona zostaje
réwnowaga miedzy wytwarzaniem RTF a mechanizmami odpowiedzialnymi za ich eliminacje
z organizmu, w kierunku nasilenia reakcji utleniania nazywamy stresem oksydacyjnym [4]. Do
RFT zaliczamy m.in.: anionorodnik ponadtlenkowy (0O+-), nadtlenek wodoru (H202), oraz rodnik
hydroksylowy (-OH) [4]. Aby zapobiec uszkodzeniom struktur komoérkowych, do ktérych moze
doj$¢ pod wpltywem dzialania RFT organizm cztowieka wyksztalcit mechanizmy zdolne do
usuwania tych aktywnych postaci tlenu. Do zwigzkéw o dzialaniu antyoksydacyjnym naleza
nieenzymatyczne zmiatacze RFT (np. witamina A, E i C) oraz enzymy antyoksydacyjne takie, jak:
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) i peroksydaza glutationowa (GPx) [12].
Markerem stresu oksydacyjnego jest proces peroksydacji lipidow, polegajacy na tancuchowych
reakcjach wolnorodnikowych, prowadzacych do rozpadu wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych budujacych m. in. btony komoérkowe. Gléwnym toksycznym dla komoérek
produktem procesu peroksydacji lipidow jest dialdehyd malanowy (MDA) [23].

Celem pracy byta ocena stezenia substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS) w erytrocytach i osoczu krwi oraz aktywno$ci wybranych enzyméw antyoksydacyjnych
- dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT) i peroksydazy glutationowej (GPx)
w erytrocytach oséb chorych poddanych HBO. Postanowiono réwniez okresli¢ wplyw liczby
zabiegdbw w komorze hiperbarycznej na aktywnos$¢ oznaczanych enzyméw antyoksydacyjnych
i stezenie produktow procesu peroksydacji lipidow.
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INTRODUCTION

Hyperbaric Oxygenation - HBO - is a treatment method with the use of hyperbaric
oxygen (the breathing of pure oxygen), while the pressure of the gas mixture surrounding the
patient exceeds 1 atmosphere. Hyperbaric exposure leads to an increased solubility of oxygen in
the blood [13, 18]. The breathing of oxygen in hyperbaric conditions contributes to health
improvements in persons with decompression sickness [2], gas emboli [6] as well as carbon
monooxide poisoning [1]. The recommendation list for this type of treatment is very long and is
continuously being expanded; however, hyperbaric therapy only constitutes a supportive
treatment applied in combination with other therapeutic methods. Hyperbaric oxygen therapy is
also recommended in such cases as gas gangrene, anaerobic infections [15], or difficult to heal
wounds or injuries [12]. HBO effectiveness in the above ailments has been confirmed with
multiple studies [25]. An increased oxygen concentration in the breathing mix may lead to an
intensified generation of reactive oxygen species (ROS). At times of a disturbed oxidant
antioxidant balance in the organism, excessive ROS generation is known to cause damage to the
DNA, proteins and lipid structures of cell membranes [9, 22]. The condition of an imbalance
between ROS generation and mechanisms responsible for their elimination from the organism,
towards an intensification of oxidization, is known as oxidative stress [3]. The ROS include:
superoxide anion radical (0Z2e-), hydrogen peroxide (H202), and hydroxyl radical (¢OH) [3]. In
order to prevent damage in cell structures as a result of ROS activity, the human organism has
developed mechanisms allowing the disposal of these active forms of oxygen. Anti-oxidative
compounds include non-enzymatic ROS scavengers (e.g. vitamins A, E and C) and antioxidant
enzymes, such as: superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx)
[11]. A marker of oxidative stress is the process of lipid peroxidation consisting in free radical
chain reactions leading to the disintegration of polyunsaturated fatty acids constituting, among
others, the building material of cell membranes. The main toxic product of the lipid peroxidation
process with regard to cells is malonyl dialdehyde (MDA) [21].

The objective of the study consisted in the evaluation of the concentration of substances
reacting with thiobarbituric acid (TBARS) in the erythrocytes and blood plasma, as well as the
activity of selected antioxidant enzymes - superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione peroxidase (GPx) in the erythrocytes of sick people subjected to HBO. Additionally, it
was decided to define the impact on the number of treatments in a hyperbaric chamber on the
activity of the determined antioxidant enzymes and concentration of the by-products of the lipid
peroxidation process.

MATERIAL AND METHODS

The study was conducted on 19 patients (having an average age of 52 + 16 years) of the
Warsaw Centre of Hyperbaric Therapy and Wound Treatment. The patients provided written
consent regarding their participation in the scientific study. The experiment received the
approval of the Bioethical Committee of Ludwik Rydygier Collegium Medicum in Bydgoszcz, the
Univesity of Nicolaus Copernicus in Torun (approval no. KB 525/2011). Additionally, two groups
of 5 people were selected from the said 19 patients subjected to hyperbaric therapy: those who
entered the hyperbaric chamber no more than 3 times before the experiment commencement -
group I (having an average age of 32.2 + 18.7 years), and those who were exposed to hyperbaric
oxygen stimulation multiple times (more than 23 treatments) - group Il (having an average age of
53.6 + 19.1 years).

The hyperbaric oxygenation was performed in a Starmed 2200 chamber produced by
Haux, a specialist manufacturer of life support equipment. The chamber ensured the same
environmental conditions for all patients participating in the study, i.e. pressure, humidity,
temperature and the ability to breathe pure oxygen for the same period of time. The pressure
inside the hyperbaric chamber during the treatment was 0.25 MPa. During hyperbaric exposure
the volunteers breathed with 100% oxygen through a mask.
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MATERIAL I METODY

W badaniu wzieto udziat 19 pacjentéw ($r. wieku 52 * 16 lat) Mazowieckiego Centrum
Terapii Hiperbarycznej i Leczenia Ran w Warszawie. Chorzy wyrazili pisemng zgode na udziat
w badaniu naukowym. Eksperyment uzyskal akceptacje Komisji Bioetycznej przy Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
(zgody nr KB 525/2011). Wsréd 19 chorych poddanych terapii hiperbarycznej wyodrebniono
dodatkowo dwie piecioosobowe grupy: osoby, ktére do momentu przeprowadzenia eksperymentu
przebywaty w komorze hiperbarycznej nie wiecej niz 3 razy - grupa I ($r. wieku 32,2 * 18,7 lat)
oraz chorzy, ktérzy wiele razy (ponad 23 zabiegi) korzystali ze stymulacji tlenem hiperbarycznym
- grupa Il ($r. wieku 53,6 + 19,1 Iat).

Chorych poddano tlenoterapii hiperbarycznej w komorze firmy Haux, model Starmed
2200, ktéra stwarza pacjentom bioragcym udziat w badaniu jednakowe warunki srodowiskowe,
tj. ci$nienie, wilgotmos¢, temperature oraz pozwala oddychaé stuprocentowym tlenem, przez taki
sam okres czasu. Ci$nienie panujace wewnatrz komory hiperbarycznej w trakcie trwania zabiegu
wynosito 0,25 MPa. Podczas ekspozycji hiperbarycznej ochotnicy oddychali 100% tlenem przez
maske. Tlenoterapia odbywata sie w trzech dwudziestominutowych cyklach, oddzielonych od
siebie pieciominutowymi przerwami, podczas ktoérych badani oddychali powietrzem (rys. 1).
Laczny czas oddychania tlenem hiperbarycznym wyniést 60 min na ekspozycje. Zabieg
obejmowat réwniez dwa dziesieciominutowe okresy kompresji oraz dekompresji, podczas
ktorych chorzy oddychali powietrzem, okresy te znajdowaty sie odpowiednio na poczatku i na
konicu zabiegu.

Przebieg terapii hiperbarycznej wraz z cyklami
tlenoterapii

[=] =

3 [

(] h
|

cisnienie [MPa]
e £
o th
N
N
/
/

czas [min]

_l 100% tlen _l powietrze

Rys. 1. Schemat sprezenia leczniczego w wielomiejscowej komorze hiperbarycznej, stosowany
w Mazowieckim Centrum Terapii Hiperbarycznej i Leczenia Ran w Warszawie.

Krew do badan biochemicznych pobrano z zyty odtokciowej dwa razy: przed zabiegiem
w komorze hiperbarycznej oraz ok. 5 min po zabiegu. Aktywnos¢ SOD, CAT i GPx oznaczono
w erytrocytach, stezenie TBARS w erytrocytach i osoczu krwi. Badania biochemiczne
przeprowadzono w Katedrze Biologii Medycznej Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Stezenie TBARS zmierzono metoda opisang przez Buege i Austa [8] w modyfikacji
Esterbauera i Cheesemana [11]. Produkty peroksydacji lipidow identyfikowano przy uzyciu kwasu
tiobarbiturowego (TBA). Gltéwnym produktem peroksydacji lipidow reagujacym z kwasem
tiobarbiturowym jest dialdehyd malonowy (MDA), dlatego dla uproszczenia poziom substancji
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym wyrazono jako stezenie MDA. Stezenie MDA
w erytrocytach przedstawiono jako nmol MDA /g Hb, a w osoczu jako nmol MDA /ml osocza.
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The oxygen therapy was carried out in three 20-minute cycles relieved with 5-minute
intervals during which those tested breathed air (fig. 1). The total time of breathing with
hyperbaric oxygen was 60 min per exposure. The therapy also encompassed two 10-minute
periods of compression and decompression, at the beginning and at the end of the treatment
respectively, during which the patients breathed air.

Hyperbaric therapy combined with oxygen therapy

cycles
0215
0.2
(1N
0.1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 TO TE S0 8% 90
pressure [MPa] time [min]
100% oxygen air

Fig. 1. Treatment compression scheme in the multiplace hyperbaric chamber used in the Warsaw
Centre of Hyperbaric Therapy and Wound Treatment.

TBARS concentration was measured with the method described by Buege and Aust [7]
in Esterbauer and Cheeseman’s modification [10]. Lipid peroxidation products were identified
with the use of thiobarbituric acid (TBA). The main product of lipid peroxidation reacting with
thiobarbituric acid is malonyl dialdehyde (MDA), thus for the sake of simplification the level of
substances reacting with thiobarbituric acid was expressed as MDA concentration. MDA
concentration in the erythrocytes was presented as nmol MDA /g Hb, whereas in the blood plasma
as nmol MDA /ml of the plasma.

The determination of SOD activity in the erythrocytes was based on enzyme inhibition of
the reaction of adrenaline autoxidation to adrenochrome in an alkaline environment. SOD activity
measurement was conducted with the use of previously obtained hemolysate after the removal of
haemoglobin via a mixture of chloroform and ethanol After centrifugation two layers were
obtained: the upper layer containing the enzyme and the lower containing denatured haemoglobin
and chloroform [7].

SOD activity was determined by continuous reaction recording with the use of a kinetic
programme of Varian spectrophotometer and expressed in U/g Hb.

CAT activity determination was based on the measurement of the decrease in the
absorption of hydrogen peroxide (H202) decomposed by the enzyme. Absorption reduction is
directly proportional to the reduction of H202 concentration in the solution [4]. CAT activity was
presented as IU/g Hb. GPx activity was determined at a temperature of 20°C with a method based
on the decomposition reaction of hydrogen peroxide by this enzyme, with simultaneous oxidation
of reduced glutathione [20]. The results were expressed as U/g Hb.

Test results were presented in the form of mean values together with standard deviations
(SD). Statistical analysis was carried out with the use of the Student’s t-test, differences of p<0.05
being assumed to be statistically significant. Correlation coefficients between the tested
parameters were determined, and statistical hypothesis on their significance were verified.
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Oznaczenie aktywnos$ci SOD w erytrocytach opiera sie na hamowaniu przez enzym reakcji
samoutlenienia adrenaliny do adrenochromu w $rodowisku zasadowym. Do pomiaru aktywnosci
SOD wykorzystano otrzymany wczes$niej hemolizat po uprzednim usunieciu hemoglobiny
mieszaning chloroformu i etanolu. Po odwirowaniu otrzymano dwie warstwy: gérng zawierajaca
enzym i dolng zawierajaca zdenaturowana hemoglobine oraz chloroform [8]. Aktywno$¢ SOD
oznaczono za pomocg ciagtego zapisu przebiegu reakcji z uzyciem programu kinetycznego na
spektrofotometrze firmy Varian i wyrazono w U/g Hb.

Oznaczenie aktywno$ci CAT opierato sie na pomiarze spadku absorbancji roztworu
nadtlenku wodoru (H:0:) rozktadanego przez enzym. ObniZzenie absorbancji jest wprost
proporcjonalne do zmniejszenia sie stezenia H;0, w roztworze [5]. Aktywnos$¢ CAT
przedstawiono jako [U/g Hb.

Aktywnos¢ GPx oznaczono w temp. 20°C metoda oparta na reakcji rozktadu nadtlenku
wodoru przez ten enzym z rownoczesnym utlenieniem zredukowanego glutationu [22]. Wyniki
przedstawiono jako U/g Hb.

Wyniki badan zostaly przedstawione w postaci warto$ci Srednich wraz
z odchyleniami standardowymi (SD). Analize statystyczng przeprowadzono za pomoc3a ,testu
T - Studenta”, réznice przy poziomie istotnosci p<0,05 przyjeto jako istotng statystycznie.
Wyznaczono wspotczynniki korelacji miedzy badanymi parametrami. Zweryfikowano hipoteze
statystyczna o istotnos$ci tych wspoétczynnikow.

WYNIKI

Nie wykazano istotnych statystycznie zmian stezenia TBARS w osoczu i w erytrocytach
chorych poddanych tlenoterapii hiperbarycznej, wykazano jednak istnienie pewnych tendencji do
zmian.

Stezenie TBARS w erytrocytach wszystkich badanych analizowanych tacznie po
przeprowadzonej ekspozycji hiperbarycznej wykazato tendencje do obniZenia sie o ok. 4%
z 30,79 £ 10,31 nmol MDA/g Hb do 29,48 + 7,52 nmol MDA/g Hb (Tab. 1.). W grupie I stezenie
TBARS w erytrocytach chorych nie zmienito sie pod wptywem HBO i byto réwne ok. 28,05 nmol
MDA/g Hb. U os6b, ktére wczesniej przebywaly w komorze hiperbarycznej wiecej niz 23 razy
(grupa II) stezenie TBARS w erytrocytach po przeprowadzonej ekspozycji hiperbarycznej
wykazato z kolei tendencje wzrostowa o ok. 3%. Stezenie TBARS w osoczu wszystkich os6b
badanych analizowanych tacznie po HBO wykazato tendencje do zwiekszenia sie o ok. 4% z 0,49
* 0,09 nmol MDA/ml do 0,51 + 0,07 nmol MDA /ml W osoczu krwi oséb z grupy I stezenie TBARS
po przeprowadzonej ekspozycji hiperbarycznej zwiekszyto sie o ok. 7% w grupie Il natomiast nie
zmienito sie.

Stwierdzono przed zabiegiem hiperbarii tlenowej istotng statystycznie réznice w stezeniu
TBARS w osoczu krwi chorych z grupy I i II. Stezenie TBARS byto przed zabiegiem w komorze
hiperbarycznej wyzsze o 27% (p<0,05) niZ w osoczu krwi os6b z grupy Il.

Aktywnos¢ SOD w erytrocytach wszystkich chorych 1acznie po przeprowadzonej
ekspozycji hiperbarycznej wykazata tendencje do wzrostu o ok. 5% z 758,07 + 117,66 U/g Hb do
795,63 + 121,60 U/g Hb (Tab. 1). Obserwowana réznica nie byta jednak istotna statystycznie.
W erytrocytach chorych z grupy I i Il aktywnos$¢ SOD po HBO réwniez wykazata tendencje do
zwiekszenia sie. W grupie I byt to wzrost o ok. 5%, a w I o ok. 10% (p>0,05). Aktywnos$¢ CAT
oznaczona w erytrocytach wszystkich badanych tacznie zmniejszyta sie o 4% po HBO (Tab. 1,
p>0,05). Wykazano istotne statystycznie (p<0,05) obniZenie sie aktywno$ci tego enzymu
w grupie [ o ok. 19%, z 59,01 + 11,10 x 104 IU/g Hb przed ekspozycja do 47,54 + 10,08 x 104 [U/g
Hb po hiperbarii tlenowej, w grupie II natomiast obserwowano tendencje do zwiekszania sie
aktywnosci CAT o ok. 1%. Nie wykazano istotnych statystycznie zmian aktywnos$ci GPx po HBO.
Aktywnos¢ GPx w erytrocytach wszystkich badanych tacznie wykazata tendencje do wzrostu o ok.
25%. U os6b z grupy I po przeprowadzonej ekspozycji hiperbarycznej aktywno$¢ GPx obnizyta
sie 0 33% (p>0,05), a w grupie drugiej nieznacznie wzrosta.
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RESULTS

No statistically significant changes in TBARS concentration in the blood plasma and
erythrocytes of the patients subjected to hyperbaric oxygen therapy were indicated; however,
certain tendencies to such changes were detected.

TBARS concentration in the erythrocytes of all the subjects analysed cumulatively after
the conducted hyperbaric exposure showed a tendency to reduce by ca. 4% from 30.79 * 10.31
nmol MDA/g Hb to 29.48 + 7.52 nmol MDA /g Hb (Tab. 1). In group I, TBARS concentration in the
erythrocytes did not change as a result of HBO and was equal to ca. 28.05 nmol MDA/g Hb.
Whereas in people who were placed in the hyperbaric chamber more than 23 times (group II)
TBARS concentration in the erythrocytes after the hyperbaric exposure (group II) showed an
increase of approx. 3%. TBARS concentration in the blood plasma of all the patients, analysed
cumulatively after HBO, demonstrated a growing tendency by ca. 4% from 0.49 * 0.09 nmol
MDA/ml to 0.51 * 0.07 nmol MDA/ml TBARS concentration in the blood plasma of the patients
from group I following the hyperbaric exposure was increased by ca. 7%, whereas in group II it
did not change.

Before the hyperbaric treatment, a statistically significant difference in TBARS
concentration was observed in the blood plasma of the patients from group I and II. Such
concentration before the treatment in the hyperbaric chamber was 27% higher (p<0.5) in
patients from group I than in the blood plasma of patients from group II.

SOD activity in the erythrocytes of all the patients, measured cumulatively after the
hyperbaric exposition, showed a growing tendency by approx. 5% from 758.07 + 117.66 U/g Hb
to 795.63 * 121.60 U/g Hb (Tab. 1). However, the observed difference was not statistically
significant. SOD activity in the erythrocytes of the patients from group I and II after HBO also
indicated a growing tendency. In group I the increase amounted to ca. 5%, whereas in group II to
ca. 10% (p>0.05). CAT activity determined cumulatively for the erythrocytes of all the patients
decreased by 4% after HBO (Tab. 1, p>0.05). A statistically significant (p<0.05) decrease in the
activity of this enzyme was revealed: in group I by ca. 19%, from 59.01 * 11.10 x 104 1U/g Hb
before the exposure to 47.54 + 10.08 x 104 IU/g Hb after the hyperbaric oxygen therapy,
whereas in group Il a growing tendency towards CAT activity increase by ca. 1% was observed. No
statistically significant changes in GPx activity after HBO were noted. GPx activity measured
cumulatively in the erythrocytes of all the patients demonstrated a growing tendency by ca. 25%.
In persons from group I after the hyperbaric exposure GPx activity decreased by 33% (p>0.05),
whereas in group II the increase was insignificant.

Before HBO, twice as high GPx activity was observed in the erythrocytes of patients from
group [ as compared with group II (p<0.01). However, such a difference was not observed in the
tests carried out after the hyperbaric oxygen therapy.

In group I, before the therapy in the hyperbaric chamber a statistically significant,
negative correlation was noted between CAT and GPx activity in the erythrocytes (r = 0.958; p =
0.01) (Fig. 2).
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Przed HBO wykazano ponad dwa razy wyzsza aktywno$¢ GPx w erytrocytach oséb
z grupy | w poréwnaniu z grupg II (p<0,01). Takiej réZznicy natomiast nie obserwowano podczas
badania przeprowadzonego po hiperbarii tlenowe;j.
W grupie | przed zabiegiem w komorze hiperbarycznej wykazano znamienng
statystycznie, ujemna korelacje miedzy aktywnoscia CAT i aktywno$cia GPx w erytrocytach

(r=-0,958; p=0,01) (Rys. 2).

Tabela 1.

Stezenie substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) w erytrocytach i osoczu krwi
oraz aktywnos¢ katalazy (CAT), dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i peroksydazy glutationowej (GPx)
w erytrocytach chorych poddanych hiperbarii tlenowej (HBO).

Wszyscy badani tacznie Grupal Grupa I
Oznaczany Przed Ok. 5 min Przed Ok. 5 min Przed Ok. 5 min
arametr zabiegiem po zabiegu zabiegiem po zabiegu zabiegiem po zabiegu
P HBO HBO HBO
TBARS er.
30,79 = 29,48 + 28,06 = 28,05 + 27,52
[nmoilll\f]DA/ & 10,31 7,52 2,38 2,62 26,59 £7,69 8,22
TBARS os. 048 +
[nmol 0,49+0,09 | 051+0,07 | 0,45+0,04 0 03_ 0,57+0,04+ | 0,56+0,09
MDA /ml] ’
SOD 758,07 £ 795,63 772,62 808,17 = 728,57 + 801,30 =
[U/g Hb] 117,66 121,60 82,45 76,52 106,35 81,26
CAT 57,36 = 55,16 = 59,01 47,54 + 6163+ 1118 62,10 =
[1041U/g Hb] 9,35 11,67 11,10 10,08* T 13,14
GPx[U/gHb] | 560+285 | 699+5,29 | 9,30 £1,56 64’}251; 4,17 £ 1,03+ | 5,79 +4,01

Wyniki przedstawiono jako xg + SD

* - rOznica istotna statystycznie w poréwnaniu z aktywnoscig przed zabiegiem (p<0,05)

+ - r6znica istotna statystycznie w poréwnaniu z grupg | (+p<0,05; ++p<0,01)

S0,00—

0,00

CAT

50,00

S0,00—

40,00

T
7.00

T
=,00

T
9.00

T
10,00

GPx

T
11,00

T
12,00

Fearesia liniowsa = 0,917

Rys. 2. Wykres zaleznosci liniowej miedzy aktywnoscig peroksydazy glutationowej (GPx) i katalazy
(CAT) w erytrocytach chorych z grupy | przed zabiegiem w komorze hiperbarycznej.
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Table 1.

Concentration of substances reacting with thiobarbituric acid (TBARS) in the erythrocytes and blood
plasma as well as the activity of catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione
peroxidase (GPx), in the erythrocytes of patients subjected to hyperbaric oxygenation (HBO).

All patients cumulatively Group | Group 11
Determined | Before Approx. 5 | Before Approx. 5 | Before Approx. 5
parameter | treatment | min after | treatment | min after | treatment | min after

HBO HBO HBO

TBARS er. 30.79 = 29.48 + 28.06 = 28.05 26.59 = 2752 +
[nmol 10.31 7.52 2.38 2.62 7.69 8.22
MDA/g Hb]
TBARS pl. 0.49+0.09 | 0.51+£0.07 | 0.45+0.04 | 0.48+0.03 0.57 + 0.56 +0.09
[nmol 0.04+
MDA /ml]
SOD [U/g| 758.07 795.63 772.62 808.17 = 728.57 + 801.30 =
Hb] 117.66 121.60 82.45 76.52 106.35 81.26
CAT 5736 55.16 + 59.01+ 4754 + 61.63 = 62.10 =
[1041U/g 9.35 11.67 11.10 10.08* 11.18 13.14
Hb]
GPx [U/g| 560+285 | 6.99+529 | 930+1.56 | 6.21 +4.57 417 * 5.79 +4.01
Hb] 1.03++

The results were presented as Xmean £ SD

* statistically significant difference in comparison with the activity before the therapy (p<0.05)

+ statistically significant difference in comparison with group | (+p<0.05; ++p<0.01)

B0 00—

TOL00

S0, 00—

CAT

i, 00—

A0 T —

T
e e

T
L= u)

T
= 00

!':‘I:r.“_.‘
cPwx

T
11,000

linear regression = 0,917

Fig. 2. Linear dependency chart between the activity of glutathione peroxidase (GPx) and catalase
(CAT) in the erythrocytes of patients from group | before the therapy in the hyperbaric chamber.
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DYSKUSJA

Oddychanie 100% tlenem oraz procesy metaboliczne moga nasila¢ generacje reaktywnych
form tlenu w organizmie. Gléwnym Zrédtem tych toksycznych postaci tlenu w komoérce jest
tancuch oddechowy. W procesie oddychania komoérkowego cze$¢ tlenu ulega w spos6b naturalny
reakcji niepetnej redukcji, co prowadzi do powstawania RFT [4, 14].

Substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym s3 jednym z markeréw stresu
oksydacyjnego [4]. Tendencja do wzrostu stezenia TBARS wykazana w badaniu wtasnym po
ekspozycji hiperbarycznej w osoczu krwi chorych moze $wiadczy¢ o wzmoZeniu procesu
peroksydacji lipidéw, a tym samym nasilonej generacji RFT.

W badaniach wtasnych nie zaobserwowano znamiennych statystycznie zmian aktywnosci
SOD. Odnotowano jednak tendencje do wzrostu aktywnosci tego enzymu, ktéra dotyczyta
wszystkich grup chorych. Wykazana zmiana moze sugerowa¢ wzmozong generacje RFT,
a gtéwnie anionorodnika ponadtlenkowego (02--), bedacego substratem katalizowanej przez SOD
reakcji dysmutacji [12].

W przeprowadzonym badaniu wystapito istotne statystycznie obnizZenie sie aktywnosci
CAT w erytrocytach chorych z grupy I. W grupie I i w grupie wszystkich chorych analizowanych
tacznie nie wykazano istotnych statystycznie zmian aktywnosci tego enzymu.

W pi$miennictwie nie ma jednoznacznej odpowiedzi na pytanie: czy dziatanie tlenem
hiperbarycznym zaburza réwnowage oksydacyjno - antyoksydacyjng organizmu cztowieka?
Istniejg zupetnie sprzeczne doniesienia, np. badania przeprowadzone w hodowli ptytek krwi
ssakéw dowodza, Ze jednorazowa stymulacja hiperbaryczna trwajaca 90 min przy ci$nieniu 2,2
atm nie wywotuje zmian aktywno$ci enzyméw antyoksydacyjnych [25]. Inne eksperymenty
réwniez przeprowadzone w hodowli komoérkowej (ludzkie fibroblasty ptuc) wykazuja, zZe
ekspozycja hiperbaryczna powoduje zwiekszenie generacji RFT [15]. Wyniki Kozakiewicza i wsp.
[17] potwierdzaja, Ze w warunkach hiperbarycznych nastepuje nasilenie proceséw
oksydacyjnych, ktére sa Zrédtem wolnych rodnikéw tlenowych, a w erytrocytach badanych oséb
stwierdza sie istotne oslabienie enzymatycznej obrony antyoksydacyjnej, w poréwnaniu
z wynikami uzyskanymi u os6b przebywajacych stale w warunkach normobarii.

Zastanawiajacy jest fakt obnizenia aktywnos$ci CAT wytacznie w grupie [, podczas gdy
w pozostatych grupach nie odnotowano istotnych statystycznie réznic. W grupie tej przed
zabiegiem w komorze hiperbarycznej wykazano réwniez ujemna, istotng statystycznie korelacje
miedzy aktywnoscig CAT i GPx w erytrocytach (r=-0,958; p=0,01) co moze $wiadczy¢ o tym, Ze
istotna role w usuwaniu nadtlenku wodoru odgrywa nie CAT, lecz GPx, stad obniZenie aktywnosci
CAT.

Benedetti i wsp. [6] ustalili, Ze aktywnos¢ CAT wzrasta tuz po ekspozycji hiperbaryczne;j.
Uzyskana w badaniu wlasnym zmiana nie potwierdza tego faktu. Jedynie w grupie Il wykazano
tendencje do wzrostu aktywnosci tego enzymu. Wynik sugeruje, Ze u os6b poddanych wiele razy
dziataniu hiperbarii tlenowej wystepuja zmiany przystosowawcze w funkcjonowaniu bariery
antyoksydacyjnej. Inni autorzy tlumacza obniZenie aktywnoS$ci katalazy jako rezultat reakcji
metalu z kompleksem substrat — enzym, tj. kompleksowaniem substratu, badZ blokada aktywnosci
katalitycznej enzymu [18]. Badania przeprowadzone u czternastu zdrowych, niepalacych
ochotnikéw (wiek 25-30 lat), ktoérzy zostali poddani dziataniu tlenu hiperbarycznego (3 x 20 min
cykle tlenoterapii, z dwiema przerwami 5 min, podczas ktérych oddychano powietrzem, ci$nienie
panujace w komorze wynosito 2,5 ATA) nie wykazaly istotnych statystycznie zmian aktywnosci
CAT oraz SOD [27]. Wyniki te nie pozostaja w zgodzie z badaniami prezentowanymi w niniejszej
pracy. Trudno jednak jednoznacznie wyttumaczy¢ obserwowane réznice.

Szczegoblnie wazne wydaja sie wiec badania nad skutkami dlugotrwatego oddzialywania
tlenu hiperbarycznego na organizm. Ma i wsp. [19] badali wptyw HBO u 36 chorych na cukrzyce
ze stopa cukrzycowa. Potowe pacjentéw przydzielono do grupy kontrolnej, w ktérej mieli oni
zapewniong tylko standardowa opieke medyczng, natomiast druga potowa oprécz standardowe;j
opieki medycznej, poddana zostata dodatkowo zabiegom HBO (dwa razy dziennie przez 90 min
pod ci$nieniem 2,5 atm przez 2 tygodnie - tgcznie 10 zabiegow).
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DISCUSSION

Breathing of 100% oxygen and the metabolic processes may increase the generation of
oxygen reactive forms in an organism. The main source of these toxic forms of oxygen in a cell is
the respiratory chain. In cellular respiration a part of oxygen is naturally subjected to an
incomplete reduction reaction, which leads to the emergence of ROS [3, 13]. Substances reacting
with thiobarbituric acid are one of the markers of oxidative stress [3]. The tendency to an
increase in TBARS concentration in the blood plasma of the patients, shown in our own study
after a hyperbaric exposure, may be an indicator of an intensification of the lipid peroxidation
process, and consequently an intensified generation of ROS. The conducted research did not
show statistically significant changes in the activity of SOD. However, what was noted was the
tendency of growth in the activity of this enzyme, visible in all patient groups. The indicated
change may suggest an increased generation of ROS, and mainly of superoxide anion radical
(02-¢), which is a substrate of dismutase reaction catalysed by SOD [12]. The conducted study
indicated a statistically significant reduction in CAT activity in the erythrocytes of the patients
from group L. In group II, as well as in the group of all patients analysed collectively, no
statistically significant changes in the activity of this enzyme were noted. Literature does not
provide an explicit answer to the question whether hyperbaric oxygen therapy upsets the oxidant
- antioxidant balance in the human organism. The available reports are rather contradictory, e.g.
tests carried out in a culture of mammal blood platelets prove that a single 90-minute hyperbaric
stimulation at a pressure of 2.2 atm does not evoke changes in the activity of antioxidant enzymes
[23]. Other experiments also carried out in a cell culture (human lung fibroblasts) indicated that
hyperbaric exposure caused an increased ROS generation [14]. The results obtained by
Kozakiewicz and others [16] confirm an intensification of oxidative processes (the source of free
oxygen radicals) in hyperbaric conditions, as well as a significant reduction of enzymatic
antioxidant defence in the erythrocytes of the researched patients, as compared with the results
obtained for people remaining in normobaric conditions.

What is puzzling is the fact of reduction in CAT activity observable only in group I,
whereas no statistically significant differences were noted in any of the remaining group. This
group also indicated a negative, statistically significant correlation between CAT and GPx activity
in the erythrocytes (r=-0.958; p=0.01) before therapy commencement in the hyperbaric
chamber, which may indicate that a significant role in the disposal of hydrogen peroxide is played
not by CAT but GPx, hence the CAT activity reduction. Benedetti and others [5] determined that
CAT activity grows immediately after hyperbaric exposure. However, the change observed in the
conducted study does not confirm this fact. A tendency of an increased activity of this enzyme was
noted only in group II. This result suggests the occurrence of adaptive changes in the functioning
of an antioxidant barrier in people subjected to hyperbaric oxygen in multiple series. Other
authors explain the reduction in catalyse activity as a result of metal reaction with the complex
substrate - enzyme, i.e. substrate complexing or enzyme catalytic activity blockade [17].

Tests conducted on 14 healthy, non-smoking volunteers (aged 25-30) subjected to
hyperbaric oxygen (3 X 20 min oxygen therapy cycles with two 5-minute breaks breathing
normal air, pressure in the chamber equal to 2.5 ATA) did not indicate any statistically significant
changes in CAT and SOD activity [27]. These results are not consistent with the study presented in
this work; however, it is difficult to provide a clear explanation of the observed differences. Thus,
what seems particularly important is a study on the long-lasting effects that hyperbaric oxygen
has on an organism. Ma and others [19] examined HBO'’s impact on 36 diabetics with diabetic
foot syndrome. Half of the patients were assigned to a control group with standard medical care,
whereas the other half underwent HBO treatment in addition to the standard care (twice a day for
90 min under the pressure of 2.5 atm over the period of 2 weeks - altogether 10 procedures).
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Material badany stanowita tkanka wrzodu pobrana przed rozpoczeciem badania oraz
7 i 14 dnia trwania eksperymentu. W pracy wykazano istotny statystycznie (p<0,05) wzrost
stezenia MDA oraz wzrost aktywnosci CAT i GPx w grupie pacjentéw z HBO 14. dnia
eksperymentu w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Réwnocze$nie zaobserwowano znaczaca
poprawe w gojeniu sie stopy cukrzycowej w leczeniu wspomaganym HBO. Niebezpodstawne
wydaja sie jednak obawy autoréw pracy, Ze przy dtuzszym stosowaniu zabiegéw HBO z uwagi na
stres oksydacyjny jaki HBO per se wywotuje, mozna zatraci¢ efekt poprawy gojenia sie ran [19].

Niemniej jednak najnowsze badania na zwierzetach potwierdzaja pozytywne dziatanie
dlugotrwalej terapii tlenem hiperbarycznym. Zastosowanie tlenu hiperbarycznego (100% 0O2)
pod ci$nieniem 2,5 atm wciggu 1h przez 5 kolejnych dni zmniejszyto stres oksydacyjny i wykazato
wlasciwosci neuroprotekcyjne w moézgach szczuréw podczas udaru niedokrwiennego
wywotanego ostra hiperglikemig [26]. Wyniki Ayvaz i wsp. [2] réwniez wskazuja na
antyoksydacyjne dziatanie dtugotrwatych terapii HBO (100% O, 2,5 atm, 1,5h przez 14 dni).
U szczuréw, ktéorym podwigzano przewody zo6tciowe i poddano dziataniu HBO wykazano mniej
oksydacyjnych uszkodzen i zwtdknien w watrobie niz u szczuréw, ktére nie potraktowano
dlugotrwalym dziataniem czystego tlenu pod zwiekszonym ci$nieniem [2].

Biorac pod uwage rezultaty badan wiasnych, a takze im podobnych, w ktérych
udowodniono niekorzystne dziatanie hiperbarii tlenowej na organizm mozna przypuszczac, ze
czynnik ten dzialajac jednorazowo lub w matej liczbie zabiegéw zwieksza stezenie wolnych
rodnikéw tlenowych i prowadzi do trwalego uszkodzenia struktury i funkcji komérek.
Wielokrotne zabiegi HBO moga natomiast indukowac¢ pewne zmiany przystosowawcze.

WNIOSKI

* Ekspozycja na dziatanie tlenu hiperbarycznego wptywa na generacje reaktywnych form
tlenu, o czym $wiadczy istotne statystycznie obnizenie sie aktywnosSci katalazy

w erytrocytach.

* Stymulacja tlenem hiperbarycznym nie ma istothego wptywu na przebieg procesu
peroksydacji lipidow.

* (Czesta stymulacja tlenem hiperbarycznym zmienia odpowiedZ antyoksydacyjna
organizmu.
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The examined material was an ulcer tissue sampled before experiment commencement as
well as on the 7t and 14t day of the experiment. The study indicated a statistically significant
(p<0.05) increase in MDA concentration and a growth in CAT and GPx activity in the group of
patients with HBO on the 14t day of the experiment as compared with the control group. At the
same time a significant improvement in the healing process of the diabetic foot was observed in
the treatment enhanced with HBO. However, the author’s concerns related to a prolonged
application of HBO procedures do not seem unjustified, as due to oxidative stress evoked by HBO
it is presumed that the above effect may be lost [19].

Nonetheless, the most recent studies on animals confirm the positive impact of a long-
term therapy with hyperbaric oxygen. The application of hyperbaric oxygen (100% 02) under the
pressure of 2.5 atm for 1 hour over 5 consecutive days allowed to reduce oxidative stress and
displayed neuroprotective properties in the brains of rats during ischemic stroke caused by
severe hyperglycemia [26]. The results obtained by Ayvaz and others [2] also point to an
antioxidant effect of long-term HBO therapies (100% 0z, 2.5 atm, 1.5 h over 14 days). Rats with
ligated bile ducts and subjected to HBO showed less oxidation damage and fibrosis in the liver as
compared with rats that were not subjected to a long-term effect of pure oxygen under increased
pressure [2].

Considering the results of our studies, as well as similar studies that prove an unfavourable
impact of hyperbaric therapy on an organism, it may be stipulated that this sort of treatment
applied for a single time or only several times increases the concentration of free oxygen radicals
thus leading to permanent damage in the cellular structure and function. Multiple HBO treatment
may, on the other hand, induce certain adaptive changes.

CONCLUSIONS

* Exposure to hyperbaric oxygen influences the generation of reactive forms of oxygen,
which is confirmed by a statistically significant reduction of catalyse activity in the
erythrocytes.

* Hyperbaric oxygen stimulation does not have a significant impact on the lipid
peroxidation process.

* Frequent stimulation with hyperbaric oxygen alters an organism'’s antioxidant response.
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MOKA3ATEAN OKMCANTE/AbHO -AHTHOKCH AAHTHOrO EAAAHCA
Y NAYNEHTOB, NOAY4ABUMNX F'MNEPGAPNYECKY 10 OKCMTEHAQNIO

HccaedosaHo eausiHue eunepbapuveckot okcuzeHayuu (I'60) Ha KoHYyeHmpayuio
gewecms, peazupyrwwux ¢ muobapbumyposoli kucaomolii (TBK) u akmugHocmb 8bl6PAHHBIX
aHmuokcudaHmuulx  Pepmenmos:  cynepokcudducmymaswt  (COJ), kamanaza  (CAT)
u eslymamuounepokcudaswel (GPx) 6 nepugepuueckoii kposu y 19 nayuenmos. 06pasybl 6eHO3HOU
Kposu do mecmuposaHus 6bLau 83simul do nocmynJeHusl 8 6apokamepy u 4epe3 5 MuHym noc.ie
ebixoda u3 Hee. [losyyeHHble pe3yabmamul ObLIU NPOAHAAUSUPOBAHLI CMaMucmMu4ecku
¢ ucnosb3ogaHuem t-mecma Cmoiodenma. Pasauvus cHumaaucsy cmamucmuvecku 3Ha4UMbIMU
npu p <0,05. Cpedu nayuenmos gvides1eH0 AON0IHUMEAbHO d8e 2pynnbl N0 NSIMb Yes108ek: 00U,
Komopble do 3KcnepumeHma 6bl1U pasmeujeHsl 8 unepbapudeckoll kamepe He 6osee yem mpu
pasa - epynna .U epynna nayueHmos, Komopvle MHO20KpamHo (6osee 23 npoyedyp)
noavsosaaucs I'GO - 2pynna I1.

Ilocae npoyedypwvt 'O He 06HApYx*CeHO HUKAKUX CYWECMBEHHbIX U3MeHeHUU 8 yposHe
TBKPC 6 spumpoyumax u 8 naasme 8 kaxcdou epynne. Konyeumpayuss TEKPC e naasme kposu y
epynnbt Il neped o6pabomkotii 8 6apokamepe 6blia 6o1ee gvicokoll Ha 27% (p <0,05), uem e epynne
I. TBO He 8bI3blgasa cmamucmu4ecku 3Hauvumble uameHeHue akmueHocmu COJl u GPx
8 apumpoyumax o6caedyembvix.CAT-akmusHocms 8 sapumpoyumax nayueHmos 8 epynne I 00HaKo
cokpamuacb npumepHo Ha 19% (p <0,05) nocae svixoda uz 6apokamepwl. Ileped I'BO 6bL10
nokasaHo 6o.see 4eM 8 dsa pas3a evlule akmueHocmb GPx e spumpoyumax B epynne I no
cpasHeHuto ¢ epynnoli 11 (p <0,01).

Hccaedosanus nokasanu, umo I'BO eausiem Ha 2eHepayulo akmMueHbIX POPM KUC10poaq,
0dHako He delicmgyem HenocpedcmeeHHO Ha UHMEHCUBHOCMb NPoYecca NepeKUcHo20 OKUCAeHUs
Aunudos. [loesmopHasi cmumyasyuu 2unepbapu4eckoli okcuzeHayuu MeHsiem aHmMuoKCUdaHmMHYH
peakyuro op2aHusma.

Kaioyegnle cjaoea: aunepbapuyeckas oKcuzeHayus, OKUCAUMEAbHbLU
aHmMuokcudaHmHbule pepMeHmbl, NepeKUcHoe OKUCAeHUe AUNUJ08.

cmpecc,

Jarostaw Paprocki
Katedra Biologii Medycznej,
Collegium Medicum w Bydgoszczy,
UMK w Toruniu
85-092 Bydgoszcz, ul. Kartowicza 24
Tel. 52 585 37 37, fax. 52 585 37 42

dr med. Jacek Piechocki
Uniwersytet Medyczny im.Piastow
Slaskich we Wroctawiu
Mazowieckie Centrum Terapii
Hiperbarycznej i Leczenia Ran
w Warszawie
Osrodek Tlenoterapii Hiperbarycznej
,Creator” we Wroclawiu

50-345 Wroctaw, ul. Bujwida 44a, tel. 71

328 60 45, fax. 71 328 60 16
jpiechocki@hiperbaria.pl

mgr Pawet Sutkowy
Katedra Biologii Medycznej,
Collegium Medicum w Bydgoszczy,
UMK w Toruniu
85-092 Bydgoszcz, ul. Kartowicza 24
Tel. 52 585 37 37, fax. 52 585 37 42
e-mail: pawel2337@wp.pl

dr hab. Alina Wo zniak prof. UMK
Katedra Biologii Medycznej,
Collegium Medicum w Bydgoszczy,
UMK w Toruniu
85-092 Bydgoszcz, ul. Kartowicza 24
Tel. 52 585 37 37, fax. 52 585 37 42
e-mail: alina-wozniak@wp.pl

dr n. med. Ewa Krzy zanska-
Malinowska
Katedra Biologii Medycznej,
Collegium Medicum w Bydgoszczy,
UMK w Toruniu
85-092 Bydgoszcz, ul. Kartowicza 24
Tel. 52 585 37 37, fax. 52 585 37 42

Journal of Polish Hyperbaric Medicine and Technology Society

38



