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ABSTRAKT

Reaktivne metabolity kyslika sa v organizme bezne vyuzivaju
v procesoch post-fagocytarneho priebehu elimindcie patogé-
nov. V pripade expozicie zvysenej koncentracii kyslika pri hy-
perbarickych podmienkach sa vSak rézne formy kyslikovych
radikalov vyskytuju vo vyssej koncentracii aj v ostatnych bun-
kovych a extracelularnych priestoroch. To predstavuje zvySent
zataz a riziko pre detoxikaéné systémy, houskeeping gény
a ovplyviiuju aj biologicky pol¢as informacnych a Struktarnych
biomakromolekul. V nasej $tadii sumarizujeme doterajsie pub-
likované zistenia o ulohe reaktivnych metabolitov kyslika a an-
tioxidacnych systémov v problematike kyslikovej toxicity.

Kracové slova: Reaktivne metabolity kyslika. Kyslikova toxi-
cita. Hyperbarickd oxygenoterapia.

ABSTRACT

Reactive oxygen species are commonly used in the body in
post-phagocytic processes of pathogen elimination. However,
when exposed to an increased concentration of oxygen under
hyperbaric conditions, various forms of oxygen radicals are
found to be more concentrated in other cellular and extracellular
spaces. This represents an increased burden and risk for detox-
ification systems, houskeeping genes and also affects the bio-
logical half-life of informational and structural biomacromole-
cules. In our study, we summarize previously published find-
ings on the role of reactive oxygen species and antioxidant sys-
tems in oxygen toxicity.

Key words: Reactive oxygen species. Oxygen toxicity. Hyper-
baric oxygen therapy.

UVOD

Hyperbarick4 oxygenoterapia (HBOT) patri me-
dzi terapeutické techniky, ktoré primdrne menia
vonkajsie podmienky I'udského organizmu. V tomto
pripade pacient inhaluje 100%-ny medicinsky kys-
lik v hyperbarickom prostredi. Prave tato jej neSpe-
cifickost’ a generalizovanost’ jej efektu na vSetky
tkanivové a organové sustavy je zdrojom opravne-
nych konstatovani vo vedeckych publikaciach, ze sa
jedna o adjuvantnu terapiu. Vzhl'adom k multivaria-
bilite parametrov, ktoré svojim U¢inkom modze
ovplyvnit’ a stimulovat’, vSak patri aj v pripade tera-
pie viacerych ochoreni k aktuadlnym vyzvam apliko-
vaného vyskumu v biomedicine [1].

Terapeutické aplikacie HBOT, ako je tomu v pri-
pade mnohych lie¢ebnych postupov, maju vnlitorny
potencial na vyvolanie viacerych miernych az za-
vaznych nepriaznivych ucinkov. Mozné komplika-
cie pri liecCbe HBOT zahfiiaju barotraumatické 1ézie
(napr. stredné ucho, vnutorné ucho, pltca, zuby),
kyslikovl toxicitu (centrdlnej nervovej sustavy,
pl'ac), tzkost i o€né poruchy [2]. Pri sprdévnom po-
uzivani HBOT su vSak zdvazné neziaduce ucinky
zriedkavé a tie, ktoré sa vyskytuju, st takmer vzdy
reverzibilné [3].

CIEL

Cielom predkladanej prehl'adovej prace je su-
marizéacia a syntéza vysledkov dostupnych literar-
nych zdrojov, ktoré si zamerané na klinické a expe-
rimentalne $tudie z pohl'adu ulohy reaktivnych me-
tabolitov kyslika a antioxida¢nych systémov v pro-
blematike kyslikovej toxicity.

KYSLIKOVA TOXICITA

Kyslik moze byt za ur€itych okolnosti a stavov
toxicky voci vSetkym bunkam, tkanivam i orgdnom
Iudského organizmu. Toxicita kyslika je vSak
striktne zavisla od celkovej davky kyslika danej
pO,, od dizky trvania expozicie ako aj od po&tu ex-
pozicii, ktorému je dany jedinec vystaveny. Vo vse-
obecnosti su v dostupnych literarnych zdrojoch po-
pisované najmd dva druhy Kkyslikovej toxicity.
Jedna sa predovsetkym o toxicitu centralnej nervo-
vej sustavy (CNS) a pltcnu toxicitu. Poskodené
vSak mozu byt aj iné organy ako su napr. oko (zu-
zenie zorného pol'a, prechodna myopia), srdce, ob-
licky, pecen a i. [4, 5].

K najéastejsie citovanym hypotézam mecha-
nizmu a patofyziologie kyslikovej toxicity patri
nadmerna produkcia ROS a RNS. Plati to predo-
v§etkym u stavov s nedostato¢nou produkciou vlast-
nych ochrannych mechanizmov. Vysledkom pdso-
benia oxidacného stresu je naslednd peroxidacia
mastnych kyselin, poskodenie Struktary bielkovin,
vratane enzymov i po$kodenie nukleovych kyselin
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[4]. Na druhej strane existencia silnych antioxidac-
nych obrannych mechanizmov a reparacnych postu-
pov poskytuje priaznivy pomer rizika a prinosu
HBOT spomalenim vyvoja kyslikove] toxicity za
sucasnej urychlenej reparacie jeho subklinickych
ucinkov. Vedecké $tudie urcené na overenie roz-
sahu hranic tolerancie organizmu vo¢i hyperoxii
musia nutne pouzivat’ expozi¢né podmienky, ktoré
produkuji meratel'né toxické ucinky hyperbaric-
kého kyslika. Je dolezité si vSak uvedomit’, Ze tera-
peutické expozicie bezne pouzivané v klinickej
praxi sa zriedka priblizuji k tymto experimental-
nym podmienkam [3].

Mechanizmus pdsobenia vol’nych radikalov
v podmienkach hyperoxie

Reaktivne metabolity kyslika (ROS) st produkty
normalnych bunkovych oxida¢no-redukénych pro-
cesov. Pri podmienkach hyperoxie, sa ich produkcia
markantne zvySuje. Povaha kyslikovej molekuly ju
robi nachylnejSou na jednostranné redukéné reakcie
v bunkéch a na vytvaranie superoxidového anionu
(02), ktory je vysoko reaktivny cytotoxicky vol'ny
radikal. M6zu byt vytvarané aj iné produkty reakcie
kyslikového metabolizmu, vratane peroxidu vodika
(H20,), hydroxylovych radikalov (OH) a singleto-
vého kyslika ('0,). Tieto reaktivne formy kyslika su
zodpovedné za oxidovanie sulthydrylovych (SH)
skupin enzymov, ktoré interaguju s DNA a podpo-
ruju lipoperoxidaciu bunkovych membrén [6].

Prvou reakciou retazca vol'nych radikalov je li-
poperoxidacia. Lipoperoxidy maji nasledne rusivy
vplyv na $truktiru biomembran, inhibuju enzymy
s SH-skupinami a posuvaji bunkovy redoxny stav
glutationu k oxidacii. Oxidované produkty z prvej
reakcie su prendSané cez sekundarne reakcie na py-
ridinové nukleotidy s oxidaciou mitochondrialneho
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), ktory
sposobuje poruchu produkcie energie. Enzymova
inhibicia, zmenena produkcia energie a zniZenie
alebo strata funkcii mézu byt” doésledkom bud’ zvy-
Senych peroxidov alebo znizenej antioxidacnej
obrany. Hoci bola za experimentalnych podmienok
v systéme in vivo zvySena produkcia ROS pred
nastupom kf¢ov indukovanymi HBOT dokumento-
vand v bezvedomi potkanov, ich produkcia v aso-
ciacii s kyslikovou toxicitou nebola dostato¢ne
demonstrovand na l'ud’och. Zistili sa sice zvy$ené
signaly elektronovej spinovej rezonancie vo vzor-
kach krvi 0s6b vystavenych HBOT, ale tie sa vratili

do normalu poc¢as 10 minut od ukoncéenia expozicie
HBOT [6].

Reaktivne metabolity kyslika — vybrané klinické
studie

V studii, ktort uskutoénili Eken so spol. [7] bolo
cielom skumat’ G¢inky hyperbarického kyslika na
oxida¢ny stres a genotoxicitu. P#tnast’ pacientov
bolo lieCenych prostrednictvom HBOT kvéli roz-
nym patologickym stavom spojenym s hypoxiou.
Vzorky krvi boli odoberané pred zacatim HBOT
a na konci 1., 10. a 20. expozicie. Boli $tudované
antioxidacné parametre a geneticka toxicita. Nebol
zaznamenany ziadny vyznamny rozdiel v hodno-
tach superoxiddismutazy (CuZn-SOD), na seléne
zavislej glutationperoxiddzy (SeGSH-Px) a ma-
londialdehydu (MDA) v erytrocytoch. Vysledky
naznacuju, ze HBOT nespdsobila vyznamné zmeny
v antioxidaénej kapacite ani v peroxidacii lipidov,
moze vSak vyvolat' genotoxicitu v dosledku roz-
nych mechanizmov.

Boloush [8] vo svojej praci vytvoril kriticky pre-
hl'ad, ktory popisuje metddy, vysledky a zavery
o prinosoch a poSkodeniach indukovanych HBOT
vo vztahu k produkcii vol'nych radikélov. V $tadii
boli zahrnuté poranenia mozgu, cievna mozgova
prihoda a niektoré neurologické poruchy. Dokazy
o druhu, frekvencii a zdvaznosti neziaducich ucin-
kov HBOT v praxi su v8ak podla autorov nedosta-
tocné a obmedzené. Pomer prinosov a poSkodeni
HBOT na poranenie mozgu, mozgovej obrny, ¢i
cievnej mozgovej prihody neboli dostato¢ne $tudo-
vané, pretoze dokazy publikované v klinickych $tu-
diach boli obmedzené. Pocetné fyziologické zmeny
boli spdsobené zvySenymi parcidlnymi tlakmi kys-
lika (pO2), ¢o moze v konec¢nom ddsledku viest' ku
kyslikovej toxicite CNS. V inej $tadii Mannig so
spol. [9] konstatovali, ze ak sa zvySuje pO., a tym
nasledné nasytenie ochrannych enzymov, ma to ne-
priaznivy vplyv na posun ochrannych reakcii
v smere stimulacie neurénovych sieti. Zlyhanie mo-
Ze nastat’ pri zvySenom pOa, ktory mdze mat’ za na-
sledok tonicko-klonicky zachvat az smrt’. Pri rando-
mizovanych a kontrolnych studidch populécie by sa
vyzadovala vécsia a dlhodobejsia Stadia s naslednou
identifikaciou urovne toxicity kyslika.

Studia Narkowicz so spol. [10] potvrdila teériu,
Ze vystavenie organizmu vysokym koncentraciam
kyslika sposobi zvysenie produkcie kyslikovych ra-
dikélov, ktoré mozu vyvolat toxické ucinky. Vyset-
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rovand bola krv osob, ktoré podstupili HBOT. Spek-
troskopia preukdzala vyrazny narast velkosti sig-
nalu zapri€ineny vol'nymi radikalmi. Po ukonéeni
expozicie HBOT sa signal zmensil a priblizil k nor-
malu po¢as 10 minit. Dal3ie testovania krvi odhalili
elektronovou spinovou rezonanciou (ESR) signal
askorbatu, vytvoreny v ¢ervenych krvinkach v za-
vislosti od koncentracie oxyhemoglobinu, ktory mal
vlastnosti nerozoznatel'né od 0sob, ktoré mali signal
ESR askorbatu radikalne iny od prechadzajtcich
expozicii HBOT. Predpoklada sa, ze nasledné expo-
zicia HBOT dokaze zvysit’ koncentraciu askorbatu
v krvi, ¢o pravdepodobne odraza zvysenie spotreby
askorbatu v erytrocytoch.

ROS mozu sposobit” poskodenie DNA. Jednym
zo spdsobov detekcie DNA a indukcie ROS je v la-
boratérnych metddach technika jednobunkovej
gélovej elektroforézy (zangl. Single Cell Gel
Electrophoresis; SCGE). Dennog so spol. [11] sku-
mali u¢inok HBOT na poskodenie DNA pomocou
SCGE. Bola stanovend konverzia oxidovanych baz
DNA do zlomov pomocou bakteridlnej formami-
nopyrimidin-DNA-glykozylazy (FPG). Na opravu
DNA bol pouzity enzym, ktory sa Specificky vryje
do DNA v miestach 8-oxoguaninu a formamidopy-
rimidinu. Stanovenia opakovatel'ne a jasne pouka-
zovali na poSkodenie DNA v leukocytoch vsetkych
testovanych subjektov po expozicii HBOT. Zvy-
Sené poskodenie DNA bolo zistené bezprostredne
na konci lie¢by. Pouzitim FPG sa zistilo vyznamné
oxida¢né poSkodenie ihned’ po HBOT. Poskodenie
DNA bolo detegované iba po prvej expozicii. Autori
na zaver konstatovali, ze k poSkodeniu DNA vply-
vom ROS generovanych v procese HBOT by nedo-
Slo, ak by uvodnd expozicia HBOT mala kratsie
trvanie, ktoré by sa pri ndslednych expoziciach po-
stupne zvySovalo.

Dennog so spol. [12] v d’al$ej Studii poukazali
na skuto¢nost’, ze HBOT u l'udi indukuje poskode-
nie DNA detegované v leukocytoch opit prostred-
nictvom SCGE. Pouzitim FPG zaistili nepriame
dokazy pre indukciu oxida¢ného poskodenia DNA.
8-hydroxyguanin bola jedna z hlavnych zmien
DNA vyvolanych ROS. Pre mutagénne Iézie zazna-
menali indukované mutacie na HPRT lokuse. Zistili
tiez genotypy pre glutationtransferazu (GST) a tes-
tovali vplyv genotypov GSTM1 a GSTT1 na citli-
vost’. Vysledky ukazali, Ze aj napriek jasnej indukeii
FPG, nebolo zistené ziadne zvyS$enie hladiny 8-
OHAG a HPRT mutécie v lymfocytoch po expozicii
HBOT.

Dennog so spol. [13] testovali mechanizmy,
ktoré stanovili antioxida¢ny stav z krvnych elemen-
tov pred a po expozicii HBOT. Nenasli rozdiely
v koncentraciach antioxida¢nych vitaminov A, C
a E po HBOT. HBOT nemala ziadny vplyv na anti-
oxida¢né ochranné systémy v krvnej plazme, ktoré
boli merané FRAP-testom alebo na koncentracie re-
dukovaného glutationu, ktory bol stanoveny v plaz-
me alebo v lymfocytoch. Aktivity superoxiddismu-
tazy, katalazy, glutatidnperoxidazy neboli ovplyv-
nené HBOT. Naproti tomu, syntéza proteinu tepel-
ného Soku HSP70, ktory hra ddleziti tlohu v bun-
kovej ochrane pred oxidatnym stresom, bola vy-
znamne indukovand v lymfocytoch po jednej expo-
zicii. Zistenie, ¢i zvySeny prijem antioxidantov
moze chranit’ pri HBOT, ktord modze poskodit
DNA, nebolo dokazané.

Reaktivne metabolity kyslika — vybrané expe-
rimentalne Stidie

Oxid dusnaty (NO) sa podiel'a na vyvoji toxicity
kyslika v CNS, pretoZe inhibicia syntetazy oxidu
dusnatého (NOS) vyznamne chrani zvierata
pred hyperbarickym kyslikom. Zhang so spol. [14]
skamali mechanizmus tejto ochrany. Potkany boli
vystavené roznym koncentraciam O pri tlaku niz-
Som ako 304 kPa v ¢asovom intervale 15 min. Ce-
rebralny prietok krvi (CBF) a kyslikové napétie
bolo merané pomocou laserového Dopplerovho me-
raca a O, elektrédou bez predbezného spracovania
NOS s pridanim N-omega-nitro-L-argininmetyles-
teru (L-NAME). Autori zistili, Ze expozicia HBOT
vyznamne zvySsila napitie mozgu vzhl'adom k tomu,
ze zmeny v CBF neboli vyznamné. V porovnani
s kontrolnou skupinou potkanov, podavanie L-
NAME nezmenilo napédtie v mozgu. Autori dospeli
k zaveru, ze u¢inky L-NAME na okysli¢enie CBF
pocas expozicie HBOT nedokdze poskytnut
ochranu pred toxicitou.

Arieli so spol. [15] testovali ochranny mechaniz-
mus CNS u potkanov. V §tadii boli pouzité Styri
skupiny potkanov. Potkany, ktoré boli sucastou
kontroly a negativnej kontroly boli umiestnené
v normobarickom prostredi. Dve skupiny potkanov
podstipili HBOT pri tlaku 202 kPa pocas 1 hodiny,
jedenkrat kazdy druhy deii. Dvadsat'styri hodin
po stabilizacii jedna z vopred upravenych kontrol-
nych skupin potkanov bola exponovand HBOT
(608 kPa) a bola merana latencia kyslikovej toxicity
CNS. Tkaniva zozbierané z hipokampu a frontalnej
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kory boli hodnotené z hl'adiska urovne enzymatic-
kej aktivity a nitrotyrozinu. V skupine vystavenej
tlaku 608 kPa sa latencia kyslikovej toxicity CNS
zvysila z 12,8 na 22,4 min po stabilizacii. Vy-
znamny pokles aktivity glutationreduktazy a glu-
kéza-6-fostatdehydrogendzy a vyznamné zvysSenie
aktivity glutationperoxidazy boli pozorované v hi-
pokampe potkanov pred pdsobenim HBOT. V kore
potkanov, ktoré boli exponované, doslo k vyznam-
nému zvySeniu aktivit glutation-S-transferazy
a glutationperoxidazy. Opakovana expozicia HBOT
zabezpecila ochranu proti kyslikovej toxicite CNS.
Ochranny mechanizmus zahffia zmeny v enzymo-
vych aktivitich antioxidaéného systému a nizsej
urovne peroxydusitanu a to najmé v hipokampe.

Chavko so spol. [16] skumali antioxidacné
enzymy a zapalové cytokiny. Jedna skupina potka-
nov bola vystavena kontinualne tlaku 282 kPa az do
kone¢nej eradikécie. Dalsie skupiny boli vystavené
30, 60 a 120 minutovym expoziciam HBOT, preru-
Sovanym réznym po¢tom 30 minutovych prestavok.
V oddelenom experimente boli zvierata utratené
pred terminalnou expoziciou a plicne tkaniva boli
zhromazdené na analyzu génovej expresie. Konti-
nualna expozicia mala za nasledok aktivaciu zapa-
lovych cytokinov TNF-alfa a IL-1-beta. Pri preruso-
vanych expoziciach nebola pozorovand zapalova
odpoved’. Expresia hemoxygendzy-1 mRNA bola
vyznamne zvy$ena u vSetkych expozi¢nych skupin,
zatial' ¢o mangan-superoxiddismutdza a expresia
mRNA boli zvySené len pri nepretrzitych expozi-
ciach. Vysledky ukazuju, Ze prerusované vystavenie
vzduchu chrani pred toxicitou pl'iic tym, Ze inhibuje
zapal.

Vyznamnym zdrojom ROS je nikotinamidade-
nindinukleotidfosfat (NADPH), ktory po aktivacii
vyvolava tvorbu superoxidu oxidaciou v mitochon-
driach. ROS sa podielaju na patogenéze diabetic-
kych komplikécii, vratane neuropatie. HBOT sa po-
uziva pri réznych ochoreniach, no taktiez zvysuje
tvorbu ROS. Ugelom 3tudie autorov Mutsanami
so spol. [17] bolo skumat’ t€¢inky posobenia HBOT
na génovu expresiu NADPH-oxidazy a expresiu gé-
nov v pankrease pomocou apocyninu, ktory je inhi-
bitor NADPH-oxid4zy. Expresie génov mRNA su-
visiacich s NADPH-oxiddzou a apoptdzou vyrazne
vzrastli (p <0,05) v pankrease u diabetickych pot-
kanov po HBOT. Podobne, aktivity NADPH-oxi-
dazy a kaspazy-3 sa zmenili sibezne s mRNA. Tieto
vysledky naznacuju, Ze oxidacny stres sposobeny
expoziciou HBOT u diabetickych zvierat indukuje

zanik ROS. Tato stadia moze prispiet’ k rozvoju lep-
Sieho pochopenia molekularnych mechanizmov
apoptdzy u diabetickych pacientov za pdsobenia
HBOT.

ZAVER

K najéastejsie citovanym hypotézam mecha-
nizmu a patofyziologie kyslikovej toxicity patri
nadmernd produkcia ROS. Tolerancia toxicity kys-
lika musi byt preto definovana v rozsahu bezpec-
nych tlakov na ziskanie maximalneho tzitku z tera-
peutickych vyhod hyperoxie, pricom sa zabrani
neziaducim u¢inkom. V klinickych S$tadiach, pri
ktorych sa pouzivali odporucané Casové intervaly
expozicii a hodnoty tlakov, boli zamerané predo-
vSetkym na poskodenia DNA, oxida¢ny stres a neu-
rologické poruchy. Studie potvrdili tedriu, Ze vysta-
venie pacienta vysokym koncentraciam kyslika spo-
sobi zvySenie tvorby kyslikovych radikalov, ktoré
mozu vyvolat' toxické ucinky. Na druhej strane,
v niektorych pripadoch st prave ROS predpoklada-
nym mechanizmom terapeutického u¢inku HBOT.
V experimentalnych Stididch boli pouzité niekol-
kondsobne vyssie pracovné tlaky v porovnani s bez-
nou klinickou praxou HBOT ako aj s klinickymi
§tudiami publikovanymi v dostupnych literarnych
zdrojoch. Studie na zvieratach poukazali, Ze nastup
a rychlost’ progresie otravy kyslikom moéze byt
ovplyvnenda réznymi podmienkami, postupom
liecby a liekmi a potvrdili tak existenciu kyslikovej
toxicity za danych experimentalnych podmienok.

Na zaklade dostupnych literarnych udajov
mozno konstatovat’, z HBOT aplikovana v rozsahu
pracovnych tlakov 1,4 —3 ATA a pri dizke expozi-
cie 60 az 90 minut je relativne bezpecnd metoda
vo vztahoch k toxickym vlastnostiam kyslika. Prob-
lematika kyslikovej toxicity si v§ak vyzaduje d’alSie
Studie.
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