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WPLYW HIPERBARII TLENOWE] NA POZIOM NADTLENKOW LIPIDOW MOZGU SZCZURA
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STRESZCZENIE

Problem toksyczno$ci tlenu i jego wptywu na uktad nerwowy jest zagadnieniem waznym wobec stosowania tlenu i mieszanin oddechowych w praktyce
nurkowej., oraz w $wietle uderzajacego synergizmu dziatania tlenu i promieniowania jonizujacego. Badania poziomu nadtlenkéw lipidéw wykonywano
w mézgu szczuréw. Zwierzeta poddawano wyczerpujacemu wysitkowi w komorze cinieniowej pod dziataniem tlenu przy ci$nieniu od 0-3 atn w okresie 25-
60 minut. Réwnolegle przeprowadzano badania na zwierzetach znajdujgcych sie w spoczynku. Po wypreparowaniu mézg homogenizowano i oznaczono
nadtlenki lipidéw metodg Wollmana z TBA. U zwierzat obcigzonych wysitkiem fizycznym w podanych przedziatach czasu, nie stwierdzono odchylen
w poziomie nadtlenkéw lipidéw, w poréwnaniu z grupg kontrolng. Wzrost poziomu nadtlenkéw lipidéw stwierdzono u szczuréw u ktérych wystapity objawy
zatrucia tlenowego. Na podstawie powyzszych wynikéw autorzy przypuszczajg, ze wzrost nadtlenkéw lipidow mézgu w przypadkach hiperbarii tlenowej
nalezy uzna¢ za daleko posuniety szkodliwy efekt dziatania tlenu, nastepujacy po uszkodzeniu enzymatycznym oraz zachwianiu obrony antyoksydatywnej
komérek. Przy niskich nadcisnieniach tlenu nie stwierdzono odchyler w poziomie nadtlenkéw lipidéw, w poréwnaniu z grupa kontrolna.
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WSTEP

Z pracami dotyczacymi szkodliwego dziatania tlenu spotykamy sie w pi$miennictwie juz od czasu klasycznych
doswiadczen P.Berta [1878], ktory wykazal, ze ekspozycja na niefizjologicznie zwiekszone ci$nienie tlenu powoduje
nieodwracalne uszkodzenie zywej materii [7].

Chociaz zjawisko ograniczenia wyzszych form zycia w atmosferze z deficytem tlenu zostalo dobrze poznane, to
jednak nie zawsze potrafimy odpowiedzie¢ na pytanie, w jakim stopniu nalezy uzna¢ za szkodliwy wzrost ciSnienia
parcjalnego tlenu [2,6]. Problem toksycznosSci tlenu nabrat szczegdlnego znaczenia w zwigzku z potrzebg wytwarzania
sztucznej atmosfery w badaniach podwodnych, lotach kosmicznych oraz w $wietle uderzajacego synargizmu dziatania tlenu
i promieniowania jonizujacego [7]. Praktyczny zasieg zainteresowania hiperbaria tlenowa siega dalej gdyz z powodzeniem sa
czynione préby stosowania hiperbarii tlenowej w chirurgii, ostrej niewydolnosci naczyniowej, zatruciu CO, zakazeniu
clostridium i innych przypadkach [4].

W zwigzku z powyzszym na przestrzeni ostatnich lat mozna zauwazy¢ wzrost zainteresowania nadtlenkami lipidow
i ich wptywu na systemy biologiczne [1,11]. Zauwazono, ze nadtlenki lipidéw unieczynniajg wiele enzymoéw a liczni badacze
wykazali, ze nadtlenki lipidéw moga by¢ po czesci odpowiedzialne za wptyw uszkodzen radiacyjnych [1]. W pracach na
zwierzetach dos$wiadczalnych zostata potwierdzona mozliwo$¢ powstawania nadtlenkéw lipidéw médzgu w nastepstwie
kilkugodzinnej ekspozycji na tlen pod zwiekszonym ci$nieniem do kilku atmosfer [1].

Celem naszej pracy byto zbadanie czy nalezy liczy¢ sie z mozliwo$cig powstawania nadtlenkéw lipidéw w mézgu
zwierzat, ktére beda przebywaty krécej w nadci$nieniu tlenowym ale beda wykonywaly wyczerpujaca prace, ktéra jak
wiadomo ma istotny wplyw na wczesniejsze wystepowanie objawdéw zatrucia tlenowego u ludzi [5,13,14].

MATERIAL | METODY

Dos$wiadczenia przeprowadzone w doswiadcza- Inej komorze hiperbarycznej dla matych zwierzat na szczurach
kapturowych wagi 180-220 g. Badania przeprowadzono na 49 szczurach, ktére podzielono na 6 grup liczacych od 7 do 11
zwierzat. Zwierzeta z grup nie obcigzonych wysitkiem umieszczono w komorze w matych klatkach, pozostate ptywaty
w wprowadzonej do komory wodzie o temperaturze 23°-24°C. Tlen o czysto$ci 99% wprowadzono do komory (po wyparciu
z niej powietrza) z butli pod zadanym ci$nieniem, zapewniajac wentylacje komory ca 10 1/minute.

Po uplywie zamierzonego czasu lub w przypadku zwierzat ptywajacych, gdy nie miaty dos¢ sity aby utrzymac sie na
powierzchni, obnizono ci$nienie w komorze. Zwierzeta wydobywano i u§miercano przez przerwanie rdzenia na wysokos$ci
drugiego kregu szyjnego. M6zgowie natychmiast wypreparowywano i niezwtocznie analizowano w oparciu o metode podang
przez Wollmana [1] z kwasem 2-tiobarbiturowym (TBA) [12,3]. Zwazony moézg homogenizowano przez 3 minuty
w temperaturze 0°C z potréjng iloScia wody.

Nastepnie pobierano 3ml homogenatu, ktéry przenoszono do prébéwki wirowniczej z zawartoscig 4,5 ml 10%
kwasu tréjchlorooctowego. Zawarto$¢ wytrzasano a nastepnie wirowano. Po odwirowaniu pobierano 3 ml roztworu, ktéry
przenoszono do prébéwki z zawarto$cig 1ml. 0,75% roztworu kwasu 2-tiobarbiturowego. Probéwke umieszczano w tazni
wodnej o temperaturze 100°C na okres 15 min. Réwnolegle wykonywano prébe kontrolng. Oznaczanie ilo$ciowe
przeprowadzano na fotometrze Pulfrieha przy uzyciu filtru S-53 w kuwecie F-4992. Otrzymane wyniki ilustruje tabela 1.

Tab.1.

Wyniki oznaczen poziomu nadtlenkéw lipidéw moézgu szczura.

Grupa Warunki Ilo$¢ oznaczen Srednia Biad standardowy T obliczenie z wzoru
eksperymentu arytmetyczna E(x) Studenta dla
odczytu (%) rozpatrywanej

grupy kontrolnej w
odniesieniu do t z
tabeli

I Powietrze cis$n. 11 0,259 0,0179 -
Atmosferyczne -
grupa kontrolna

11 Tlen 1 atn - 7 0,283 0,0186 1,048<t
wysitek
wyczerpujacy
ponizej 60 minut

I Tlen 2 atn - 8 0,292 0,0270 1,09<t
wysitek
wyczerpujacy
ponizej 35 minut

v Tlen 3 atn - 8 0,281 0,0146 1,112<t
wysitek
wyczerpujacy
ponizej 25 minut

\% Tlen 3 atn - 7 0,296 0,0179 1,654<t
spoczynek ponizej
25 minut

VI Tlen 3 atn - 8 0,492 0,0302 7,06>t
spoczynek ponizej
4 godzin
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OMOWIENIE WYNIKOW

Wyniki oznaczen przedstawiono w jednostkach ekstynkcji jako $rednie arytmetyczne odczytéw. Najwyzszg wartos¢
uzyskano dla grupy VI, w ktdrej zwierzeta znajdowaty sie pod ci$nieniem 3 atn tlenu przez okres okoto 4 godzin. Dla
pozostatych grup uzyskano wartosci zblizone, jednakze z do$¢ znacznym rozrzutem w obrebie kazdej z grup na co wskazuje
obliczony btad standardowy.

Nalezy przypuszcza¢é, ze odchylenia te mogg by¢ potraktowane jako btagd metodyki poniewaz istotny wplyw na
zawarto$¢ nadtlenkéw lipidéw w analizowanej prébie maja nawet bardzo nieznacznie zmienione parametry miedzy innymi
czasu i temperatury zaréwno do momentu homogenizacji jak i jej wykonywania. Wyliczone wartosci t z wzoru Studenta dla
grupy rozpatrywanej w odniesieniu do kontrolnej tj. pierwszej, wykazuja po poréwnaniu z tablicami [9] znamienno$¢
statystyczng przy P=0,05 jedynie w odniesieniu do grupy szoéstej. Dla pozostatych grup znamienno$ci statystycznej nie
stwierdzono.

DYSKUSJA

Poziom nadtlenkéw lipidéw oznaczono przy pomocy reakcji kolorymetrycznej z TBA, ktéra jest wyktadnikiem
obecnosci dwualdehydu malonowego w badanym materiale. Poniewaz powyzszy przebieg reakcji w odniesieniu do
homogenatu tkankowego moze budzi¢ dodatkowe zastrzezenia ze wzgledu na jej niepeing specyficzno$¢ nalezy podkresli¢, ze
podane w piSmiennictwie wyniki badan na mitochondriach, mikrosomach oraz komdérkach wysiekowych wykazaty korelacje
pomiedzy wynikami préby z TBA a innymi wskaznikowymi prébami utleniania lipidéw [3].

Opierajac sie na pozytywnej ocenie omawianej
reakcji w odniesieniu do badan biochemicznych zastosowali$my ja do oceny poziomu nadtlenkéw lipidéw médzgu szczura,
przy czym standaryzacja wykonywania proby ograniczyta niekorzystny wptyw czasu i temperatury.

W celu sprawdzenia czy w warunkach sprzyjajacych wczes$niejszemu zatruciu tlenowemu tj. przy wyczerpujacym
wysitku (grupa II, III, IV) powstajg nadtlenki lipidéw, obok grupy kontrolnej nie znajdujacej w hiperbarii tlenowej
wprowadziliSmy jeszcze dwie grupy dodatkowe (V, VI), w ktérych zwierzeta znajdowatly sie w spoczynku. W grupach
zwierzat obcigzonych wysitkiem w miare wzrostu nadci$nienia tlenowego wydolno$¢ ustroju malata widocznie co
manifestowato sie skréceniem czasu ptywania.

Tym niemniej zaréwno przy ci$nieniu 2 atn (w dwdch przypadkach) jak i 3 atn (w jednym przypadku)
obserwowano objawy zatrucia tlenowego wyrazajace sie drgawkami. W grupie zwierzat znajdujacych sie w spoczynku przez
okres 25 minut pod ci$nieniem 3 atn objawéw zatrucia nie stwierdzono. Natomiast w grupie zwierzat przebywajacych do 4
godzin w analogicznych warunkach objawy zatrucia wystapity u wszystkich zwierzat przy czym u niektérych rozpoczety sie
po 2 godzinach.

Podwyzszone warto$ci dla nadtlenkéw lipidéw moézgu szczura uzyskano jedynie w przypadku wilasnie tej grupy.
Z przedstawionych danych wynika, Zze powstawanie nadtlenkéw lipidéw mézgu w ilosciach wykazywalnych stosowang
metoda nastepuje dopiero w dtuzej trwajacym zatruciu tlenowym, a przy kroétkiej ekspozycji nie jest wykrywalne w okresie
pierwszym widocznych objawdéw zatrucia. U zwierzat wykonujacych wyczerpujacy wysitek fizyczny, ktéry automatycznie
skracatl ekspozycje, podwyzszonej zawartosci nadtlenkéw lipidéw mézgu nie wykryto.

Wprawdzie mechanizm toksycznego dzialania tlenu na tkanke mdzgowa jest niejasny [10], jednakze mozna sadzi¢,
ze istotny wplyw wywiera jeden lub kilka czynnikéw, z ktérych bezposredni toksyczny wptyw wysokich ci$nien parcjalnych
tlenu na pewne sktadniki komérek mézgu moze mie¢ zasadnicze znaczenie.

Wptyw ten nalezatoby wigza¢ z zaburzeniami podstawowych proceséw utleniania komdrkowego. Najogdlniej
przyjete wyjasnienie tych zaburzen podkresla, ze enzymy mogg pas¢ ofiarg nieodwracalnej
oksydacji, w ktoérej tlen odgrywa role akceptora elektronéw [2, 8]. Zwraca sie przy tym uwage na paramagnetyczne
wlasciwosci tlenu, ktére w powigzaniu z jego nadmiarem lub brakiem maja oddzialywa¢ na ruch elektronéw
w przylegajacych czesciach tancucha oddechowego i w ten sposéb zagraza¢ normalnym funkcjom systemu
wieloenzymowego.

Z tego wzgledu hyperoksja lub hypoksja majg wptywaé¢ na przeciwne konce taricucha oddechowego [2]. Stad tez
wydaje sie, ze wzrost nadtlenkéw lipidéw mézgu w przypadku hiperbarii tlenowej nalezy uzna¢ za daleko posuniety
szkodliwy efekt, nastepujacy po uszkodzeniu enzymatycznym oraz zachwianiu obrony antyoksydatywnej komorek.
W przypadku obcigzenia zwierzat wyczerpujacym wysitkiem, ale skrdéceniu czasu ekspozycji, poziom nadtlenkéw lipidéw
moézgu nie ulegt podwyzszeniu.

WNIOSKI

1. U szczuréw w hiperbarii tlenowej 1-3 atn Oz, obcigzonych wysitkiem fizycznym do catkowitego wyczerpania nie
stwierdzono wzrostu nadtlenkéw lipidéw mézgu.

2. Wazrost poziomu nadtlenkéw lipidéw mézgu stwierdzono u szczuréw podczas przediuzonego pobytu w hiperbarii
tlenowej do okoto 4 godzin pod ci$nieniem 3 atn Oz.
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