DeeplL

} frontiers ‘ Frontiers in Physiology

@ Check for updates

OTEVRENY PRISTUP

Lamberto Re,
Medinat Sas, Itilie

Bernardino Clavo,

Univerzitni nemocnice Gran Canaria
Negrin, Spanélsko

Viviana Covi, Klinika

BenacusLab, Itilie

Olga Sonia Leodn Fernandez,
olgasonia204@gmail.com

Tento ¢lének byl zaslan do
¢asopisu Redox
Physiology,

sekci ¢asopisu Frontiers in
Physiology

27. srpna 2022
6. f{jna 2022
3. listopadu 2022

Ledn Fernandez OS, Oru GT,
Viebahn-Hansler R, Lopez Cabreja G,
Serrano Espinosa | a

Garcia Fernandez E (2022), Lékarsky
ozon zastavuje progresi oxida¢niho
poskozeni a reguluje hladiny
vazoaktivnich mediatort u star$ich
pacientt (6070 let) s oxidacnimi
etiologii.

Front. Physiol. 13:1029805.

© 2022 Ledn Fernandez, Oru, Viebahn-
Hansler, Lopez Cabreja, Serrano
Espinosa a Garcia Fernandez. Jedna se
o ¢lanek s otevienym pfistupem
distribuovany podle podminek licence
Creative Commons Attribution License
(CC BY). Pouziti, distribuce nebo
reprodukce v jinych férech je
povolena za pfedpokladu, Ze jsou
uvedeni plvodni autofi a vlastnici
autorskych prav a Ze je citovana
puvodni publikace v tomto ¢asopise, v
souladu s pfijatymi akademickymi
zvyklostmi. Pouziti, distribuce nebo
reprodukce, které nejsou v souladu s
témito podminkami, nejsou povoleny.

Hranice fyziologie

Subscribe to DeepL Pro to translate larger documents.
Visit www.DeepL.com/pro for more information.

Stru¢na vyzkumna zpréva
3. listopadu 2022
10.3389/fphys.2022.1029805

LéCebny ozon zastavuje
progresi oxidacniho poskozeni
a reguluje hladiny
vazoaktivnich mediatoru u
starSich pacientu

(60—70 let) s

onemocnénimi oxidacni
etiologie

Olga Sonia Leon Fernandez' *, Gabriel Takon Oru®
Renate Viebahn-Hansler? , Gilberto Lopez Cabreja? ,
Irainis Serrano Espinosa ? a Elizabeth Garcia Fernandez '

" Institut farmacie a vyzivy, Univerzita v Havan¢, Havana, Kuba, ? Lékaiska spole¢nost pro vyuziti ozonu
v prevenci a terapii, Iffezheim/Baden-Baden, Némecko, * Narodni institut revmatologie, Ministerstvo
zdravotnictvi, Havana, Kuba

Lékarfsky ozon obnovuje bunéénou redoxni rovnovahu, takze muze byt
platnym terapeutickym pfistupem v prevenci a [é€b& onemocnéni souvisejicich
s vékem s oxidaéni etiologii u starSich lidi. Cilem této studie je vyhodnotit
oxidacni stres a nékteré vazoaktivni latky u starSich pacientd (60-70 let) s
revmatoidni artritidou, cukrovkou a hypertenzi, jakoz i u jiné skupiny pacientu s
bronchialnim astmatem, aby se prokazaly pfiznivé Gc€inky Iékafského ozonu v
prevenci a terapii onemocnéni souvisejicich s vékem v téchto vékovych
skupinach. Byla provedena randomizovana klinicka studie s 45 starSimi
pacienty (6070 let). Skupina | (n = 15) s revmatoidni artritidou

+ diabetes a hypertenze nebyli Ié€eni ozonem a skupina Il (n = 30) byla Ié¢ena
lékafskym ozonem. Tato skupina byla rozdélena do dvou podskupin (n = 15 v
kazdeé), skupina lla: stejna jako skupina | + lékafsky ozon a skupina llb:
pacienti s bronchialnim astmatem. Byly vyhodnoceny ukazatele RA ve
skupinach | a lla. Redoxni rovnovaha byla hodnocena pomoci biomarkeru
obrany a poskozeni. U pacientd ve skupiné Ilb byly hodnoceny hladiny
tromboxanu A2 (TXA2) a prostacyklinu. Lé¢ebny ozon zastavil progresi
oxidaéniho poskozeni ve skupiné la a snizil hladiny tromboxanu a pomér
TXA2/6-keto PGF1a ve skupiné llb. Lé€ebny ozon zastavil progresi oxidaéniho
poskozeni a moduloval endogenni mechanismy, které podporuji vhodny
redoxni stav a rovnovahu TXA2/PGI2. Tyto vysledky naznacuji, Ze lécebny
ozon se mulze stat standardnim pristupem v prevenci a Ié¢bé oxida¢nich
onemocnéni souvisejicich s vékem u starsich lidi.

KLICOVA SLOVA

ozon, starnuti, oxidaé¢ni onemocnéni, starsi lidé, redoxni stav
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1 Uvod

Starnuti je rostouci globalni problém s pfimym dopadem
na spolec¢nost. Ve 20. stoleti byla primérnd délka zivota muzt a
zen odhadovéna na 48, respektive 51 let, v roce 2017 se zvysila
na 76, respektive 81 let (Xu, 2020). Béhem starnuti tkané a
organy postupné ztriceji své funkce (Flatt, 2012).

Teorie oxida¢niho stresu a starnuti je zalozena na ztraté funkci
spojenych s vékem, kterd je vysledkem hromadéni oxida¢niho
poskozeni bilkovin, lipidi a DNA. Ackoli pfesny mechanismus
starnuti vyvolaného oxidaénim poskozenim neni zcela jasny, ma
se za to, Ze zvySena tvorba reaktivnich forem kysliku a dusiku
(ERON) vede k nevratnému starnuti bunék, které zahrnuje
cytokini,

metaloprotedz mimo jiné ( Pole et al,, 2016). Na druhé strané

uvolnovani chemokinu, rastovych faktora a
mohou zvy$ené hladiny ERON podporovat zivot ohrozujici stavy,
jako jsou kardiovaskuldrni onemocnéni ( Guo a Ward, 2007),
revmatoidni artritida ( Mahajan a Tandon, 2004; Hajam et al.,
2017), neurologicka onemocnéni ( Allan Butterfield, 2002),
poruchy jater, ledvin a reprodukéniho systému a cukrovku
( Reichmann et al., 2018).

Lécebny ozon je smés ozonu a kysliku poddvand v
nizkych koncentracich. Muze obnovit bunéénou redoxni
rovnovihu a regulovat rizné hladiny medidtorti prostiednictvim
oxida¢niho mechanismu predbézné/nasledné dGpravy ozonem
(Ledn et al, 1998). Navrhovany mechanismus byl ovéfen u
patologickych stavi, jako je ischemicky syndrom, diabetes a
diabetickd noha, hernie disku, revmatoidni artritida a dalsi
onemocnéni (Ledn, 2014; Ledn et al, 2016), které se béiné
vyskytuji u starsich pacienti.

Ackoli starnuti se jevi jako nevyhnutelné a nevratné,
nejnovéjsi poznatky o molekuldrnich mechanismech zapojenych
do tohoto biologického procesu ukazuji, ze starnuti Ize povazovat
za onemocnéni a stejné jako jind onemocnéni je mozné mu
predchazet a potencialné je 1é¢it (Undurti, 2018).

Toto pozadi tvotilo zédklad této vyzkumné prace; jejim cilem je
tedy vyhodnotit oxida¢ni stres a koncentrace nékterych
vazoaktivnich latek u star$ich (60-70 let) pacienti s revmatoidni
artritidou s komorbiditami diabetu a hypertenze, jakoZ i u jiné
skupiny starsich pacientt s bronchidlnim astmatem, aby se zjistily
ptiznivé ucinky lékaiského ozonu na prevenci a terapii

onemocnéni v téchto vékovych skupinach.

2 Material a metody

2.1 Navrh studie

Tato randomizovana kontrolovana klinicka studie byla
schvilena spole¢nou institucionalni revizni komisi (védeckou a
etickou).
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Vybory Nérodniho institutu revmatologie, Ministerstva verejného
zdravi, Kuba, a Institutu farmacie a vyzivy, Univerzita v Havané,
Kuba) v souladu se zdsadami Helsinské deklarace (Helsinska
deklarace Svétové lékarské asociace, 2011). VSichni pacienti
poskytli sviij informovany souhlas s tcasti ve studii poté, co
obdrzeli adekvatni informace o studii ( charakteristika studie,
ptinosy a mozné vedlejsi ucinky). Pred zatazenim do studie se
vichni ucastnici zacastnili $koliciho programu, aby se sezndmili s
cili studie a lé¢ebnymi plany. Zapojeni pracovnici zduraznili, ze
véichni zucastnéni lékati budou lé¢it kazdého pacienta podle
randomizovaného schématu lécby prostrednictvim formuldre
2022). byli

randomizovéani do dvou rtiznych skupin 1é¢by: skupina I (n = 15)

Research Randomizer ( Randomizer, Pacienti
bez ozonu (ktefi nedostali zddny lékatsky ozon) a skupina I (n =
30) s ozonem ( lékafsky ozon zavedeny rektalni insuflaci).

Skupina IIa (n = 15), zahrnujici star$i pacienty (60-70 let)

s revmatoidni artritidou (RA) + cukrovkou a hypertenzi jako
komorbiditami a skupina IIb, zahrnujici starsi pacienty (60-70 let)
s bronchialnim astmatem (BA) (n = 15), se acastnila pribézného
vyzkumu v kontextu tucinki lékarského ozonu na vazoaktivni
latky. Tito pacienti splitovali stejny eticky protokol jako skupina
ITa. V tomto protokolu byl kazdy pacient svou vlastni kontrolou
(tj. pted 1é¢bou lékatskym ozonem).

Kritéria zafazeni: Skupiny I a ITa. Do studie byli zafazeni starsi
pacienti (60-70 let) obou pohlavi a rizného etnického piivodu s
diagnézou RA, ktefi splnovali revidovana kritéria Americké
revmatologické asociace (Arnett et al, 1988) pro RA (ranni
ztuhlost, otoky kloubti rukou, otoky tfi nebo vice kloubt a
symetrické otoky kloubtl). Byli vybrani pacienti Narodniho
institutu revmatologie Ministerstva vefejného zdravi Kuby, ktefi
spliovali nasledujici kritéria: skore aktivity onemocnéni 28 ( DAS
28 > 3,2 a 5,1), jejichz vySetieni bylo provedeno za slepych
podminek lékafem jinym neZz tim, ktery pacienty vybral podle
randomizovaného schématu lécby a struéné anamnézy; dotaznik
pro hodnoceni zdravotniho stavu - index invalidity ( HAQ-DI,
podle ovétené Spanélské verze) ( Cardiel et al., 1993): byli zahrnuti
pacienti s délkou trvani onemocnéni del$i nez 5 let. Kritéria

vylouceni: pacienti s jakoukoli anamnézou chronickych

onemocnéni, jako jsou onemocnéni jater, respira¢ni poruchy,
konzumace alkoholu a koufeni, nebyli do studie zahrnuti;
vylouceni byli také pacienti s prekryvajicimi se syndromy,
rakovinou nebo jinymi souvisejicimi autoimunitnimi poruchami
nebo téhotné Zeny. Kritéria pro zafazeni: pacienti skupiny IIb
museli spliiovat nésledujici podminky: 1 ) star$i pacienti ( 60—
70 let), 2 ) diagnostikovani s astmatem po dobu nejméné 6
inhala¢nim  kortikosteroidem a

mésici a3 ) léleni

peroralnim nebo inhalatnim beta-2 agonistou. Pro
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U 15 vybranych pacientt byly shromazdény konkrétni klinické
udaje, véetné spirometrickych hodnot (méfi rychlost proudéni
vzduchu a odhaduje velikost plic), rentgenového snimku
hrudniku a alergickych onemocnéni. Kritéria vylouceni: byli
vylouceni pacienti, ktefi 1) byli diagnostikovani s respira¢nimi
infekcemi nebo imunodeficienci vyzadujici specifickou terapii
nebo jakymikoli jinymi onemocnénimi, které mohou ovlivnit
2) kufdaci,

systémové steroidni terapii béhem predchozich 2 tydna.

vyvoj astmatu, 3) uzivajici alkohol a 4) v
Léc¢ebny ozon byl generovan pomoci pristroje OZOMED,
Kuba. Bylo provedeno celkem 20 o$etfeni rektdlnimi insuflacemi
(pétkrat tydné od pondéli do patku). Nasledné bylo podano 20-30

mg/l ozonu v postupné aplikaci a v rostoucim poradi takto:
Prvni tyden: 20 mg/l, 100 ml; druhy tyden: 25 mg/l, 100 ml;
teti tyden: 25 mg/l, 150 ml; a ¢tvrty tyden: 30 mg/l, 200 ml.
Zdravotnicky persondl byl poucen, aby hlsil vsechny nezadouci
ucinky, at uz jsou popsany v pribalovych letacich

studijnich léku.

2.2 Biochemicka stanoveni

Krevni vzorky pro biochemickou analyzu byly odebrany po
12hodinovém no¢nim hladovéni na zac¢itku a 24 hodin po
zdvéreéné ozonové 1é¢bé u skupin I, ITa a IIb.

Redoxni parametry byly stanoveny spektrofotometrickymi
metodami pomoci spektrofotometru BOECO Model S-220,
Némecko. Aktivita superoxiddismutizy (SOD) byla méfena
pomoci souprav dodanych spole¢nosti Randox Laboratories Ltd.,
Irsko (kat. ¢. SD125 a RS505). Aktivita katalazy (CAT) byla
méfena sledovanim rozkladu peroxidu vodiku pii 240 nm v
10sekundovych intervalech po dobu 1 minuty (Biochemica
1987).
thiolovych proteinti pomoci 10% kyseliny trichloroctové byl

Information Boehringer Mannheim, Po vysrazeni
redukovany glutathion ( GSH) méfen podle metody Sedlaka a
Lindsayho (1968a) s Ellmanovym ¢inidlem [ 55 dithiobis-(2-
nitrobenzoova kyselina) 10-2 M ( Sigma St. Louis, MO, Spojené
staty)]; pfi 412 nm. Hladiny

dusitant/dusi¢nant jako méfitko oxidu dusnatého (NO) byly

absorbance byla méfena
stanoveny Griessovou reakci po predchozi pfeméné dusi¢nani na
dusitany pomoci dusi¢nanreduktazy ( Boehringer Mannheim Italy
SpA, Mildn, Itdlie) (Granger et al, 2022). Pokro¢ilé oxida¢ni
produkty bilkovin (AOPP) byly méfeny jako oxidace
jodidového aniontu na dvojatomovy jod pokrocilymi oxidaénimi
produkty bilkovin (Wirko-Sarsat et al, 2022). Kvantifikace
celkovych hydroperoxidti ( TH) byla méfena pomoci soupravy
Bioxytech H (3 o(z -560 ( Oxis International Inc., Portland, OR,
Spojené staty americké). Koncentrace malondialdehydu ( MDA)
byly analyzovany pomoci soupravy LPO-586 od spole¢nosti
Calbiochem ( La Jolla, CA).
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Analyza prostanoidii: Prostanoidové plazmatické vzorky
(TXB, a 6-keto PGF,q ) byly extrahovany pomoci reverznich
fazovych kolon C18 (kolony Sep-Pak) (Powell et al., 1982).

Po odpateni eluatti organického rozpoustédla byly suché
zbytky resuspendoviny pro nasledné stanoveni pomoci HPLC-
RIA (Gelpi et al., 1989) v acetonitrilu/0,04 M kyseliné mravenci s
triethylaminovym pufrem pti pH 3,15 (33/76 v/v).

a 6-keto PGF,q
naplnénim Sep-Pak kartridzi 1 ml plazmy doplnéné zndmym
mnozstvim (0,02 pCi) standardii znacenych 3H. Vytéznosti HPLC
byly odhadnuty pfimo z poc¢ti v kazdé z frakci odebranych v

Dtive bylystanoveny vytéznosti pro TXB,

reten¢nich casech prostanoidtl. Vytéznosti (%) po extrakci Sep-
Pak a HPLC purifikaci byly 69 + 5 pro TXB(; a 70 + 4 pro 6-keto
PGF1a (pramér + SD).

2.3 Statisticka analyza

Nejprve byl pouzit piedbézny test OUTLIERS pro detekei
chybovych hodnot. Poté byla data analyzovdna jednosmérnou
analyzou rozptylu (ANOVA), nasledovanou testem homogenity
rozptylu  (Bartlett-Box). toho byl test

vicendsobného srovnani (Student-Newman-Keulsiv test). Byl

Kromé pouzit
pouzit Studentllv t-test pro nezavislé vzorky, kanonickd
diskriminacni analyza a t-test parovych vzorkt. Vysledky jsou
prezentovany jako priiméry + standardni chyba praméru (S.E.M).

Pouzita Groven statistické vyznamnosti byla alespon p < 0,05.

3 Vysledky

3.1 Charakteristika pacientl zapojenych
do studie a klinicky pohled na pacienty
s RA + komorbiditami

Pokud jde o zakladni charakteristiky (tabulka 1), byly skupiny
a Ila

prevazovaly Zzeny, zatimco ve skupiné IIb byl pomér pohlavi

pti randomizaci podobné (p > 0,05). Ve skupinach I

podobny. Vék (60-70 let) nevykazoval mezi skupinami zadné
rozdily. Ve skupinach I a Ila byl zaznamendn narast poctu
pacientt kavkazského puvodu. Ve skupiné IIb byl pocet pacientit
kavkazského ptivodu podobny poctu pacienti jiného ptvodu.

Po lékafské ozonové 1é¢bé bylo zaznamenano zlepseni v
hodnoceni DAS28, HAQ-DI a indexu bolesti (obrizek 1). (A) 80
% pacientti vykazovalo nizkou aktivitu onemocnéni (skupina Ila)
oproti 4 % u pacienttl, ktefi nebyli lé¢eni ozonem (skupina I). (B)
Byla zaznamenana shoda s HAQ-DI (indexem invalidity), protoze
ve skupiné IIa bylo 94 % negativnich oproti 60 % ve skupiné I
(+>1,25 bodu), a pokud jde o bolest (C), 80 % pacientd, kteti byli
lé¢eni lékafskym ozonem, mélo vice nez 50% snizeni vnimani

bolesti na VAS oproti 47 % pacienti bez ozonové terapie.
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TABULKA 1 Klinické obrazy starsich pacientt (60-70 let) s onemocnénimi oxida¢ni etiologie.

Demografické
udaje
uidaje/anamnéza pacienta

Skupina I bez

ozonem (n = 15)

Skupina II s ozonem (n= 30)

Skupina Ila (n = 15) Skupina IIb (n =

15)

Skupina ITa: revmatoidni artritida + komorbidity
Zeny (n/%)

Muzi (n/%)

Veék (roky)

Komorbidity

12/80
3/20
63 +1@

13/86
14/93

Diabetes mellitus
Hypertenze
Skupina ITb: bronchiélni astma -
Zeny (n/%) -
Muzi (n/%) -
Vék (roky) -
Piedchozi lécba

Metotrexat (MTX)

Ibuprofen

Kyselina listova

Jiné léky (peroralni a inhala¢ni)

Hypoglykemika (metformin)

Antihypertenziva (enalapril + hydrochlorothiazid)
Bronchodilatancia (kortikosteroidy a agonisté B2)
Rasa

Kavkazsky 13/87

Neevropsky ptvod 2/13

15/100 -
10/67 -
5/33 -
62+1¢ -

14/93 -
15/100 -

- 15/100
- 8/53

- 7147

- 65 + 3%

10/66
5/34

9/60
6/40

Skupina I: MTX + ibuprofen + kyselina listova + hypoglykemické/antihypertenzivni léky.

Skupina ITa: revmatoidni artritida + komorbidity: stejna zékladni 1é¢ba jako ve skupiné I + lékai'sky ozon).
Skupina IIb: bronchialni astma: bronchodilatancia + lékatsky ozon (kazdy pacient byl svou vlastni kontrolou (tj. pfed lé¢bou lékarskym ozonem)).

Udaje odrazejici vék jsou priamér + S.E.M. v kazdé skupiné. Primérné hodnoty s riiznymi pismeny oznacuji vyznamné rozdily (p < 0,05) mezi obéma skupinami.

3.2 Hladiny redoxnich biomarkerua ve
skupinach | (bez ozonu) a lla (pfed a
po ozonové [éCbé)

Byly studovany plazmatické hodnoty antioxida¢ni obrany a
redoxnich markerti poskozeni u obou skupin pacientt (obrazek
2). Po ozonové 1é¢bé nebyla pozorovana zadna zména v
biomarkerech poskozeni (A) a antioxida¢ni obrany (B) s vyjimkou
poskozeni bilkovin (AOPP), které po lékarské ozonové 1é¢bé
vyznamné pokleslo.  Nicméné pti srovnani redoxnich
biomarkerti po ozonové 1é¢bé s biomarkery skupiny I ( bez
ozonové terapie) byly zjistény statistické rozdily. Antioxidantni
obrana ( GSH, SOD a CAT) se zvysila,

poskozeni

zatimco biomarkery
(MDA a TH)
snizily ve srovnani se skupinou L.
Je dulezité zdaraznit, Ze pfed poddnim ozonu nebyly mezi
skupinami I (RA + diabetes a hypertenze) a Ila (lé¢ebny ozon +
RA + diabetes a hypertenze) zadné rozdily; tyto vysledky tedy

naznaCuji, ze u star$ich pacientd (60-70 let) s RA +
komorbiditami lé¢ebny ozon zastavuje
Hranice fyziologie
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progresi oxida¢niho poskozeni a dochazi ke zlep$eni onemocnéni.

3.3 Oxid dusnaty a dalSi vazoaktivni
mediatory u starSich pacientd s RA
+ komorbiditami a bronchialnim
astmatem

Oxid dusnaty je velmi dulezita a kontroverzni molekula s
vazodilata¢nimi cinky, kterd hraje dulezitou roli u raznych
onemocnéni s oxida¢ni etiologii a regulaci signdlnich mechanismu.

NO ve skupiné IIa (RA + komorbidity) vykazoval podobny
pohled na antioxida¢ni obranu a biomarkery poskozeni. Nebyly
zjistény zadné rozdily pred a po ozonové 1é¢bé, ackoli lékarsky
ozon zvysil (p < 0,05) koncentrace NO ve srovnani se skupinou I
(pacienti bez ozonové 1é¢by) (obrazek 3A).

Bronchidlni astma je charakterizovdno bronchokonstrikci, u
které vazodilata¢ni ucinky NO predstavuji zlepseni klinického

stavu téchto starsich pacientt (obrazek 3B).
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Klinické proménné: (A) DAS28 (skore aktivity onemocnéni 28), (B) HAQ-DI (dotaznik pro hodnoceni zdravotniho stavu — index invalidity) a bolest
(C) (vizualni analogova stupnice, VAS) ve dvou skupinach starsich pacientt (6070 let (n = 30). Skupina |, bez lékafského ozonu (n = 15) a skupina
lla, revmatoidni artritida + komorbidity, n = 15, lé€ena |ékafskym ozonem + methotrexatem + ibuprofenem + kyselinou listovou. Skupina | (stejna
jako skupina lla, ale bez Iékarfského ozonu. DAS28, nizka aktivita <3,2; stfedni aktivita >3,2; a <5,1: vysoka aktivita > 5,1 HAQ-DI, (+ >1,25). Bolest,
vizuélni analogova stupnice (VAS) od ,0* (minimalni intenzita bolesti) do ,10* (maximalni intenzita bolesti). Zadna bolest byla povaZovana za ,0".
Statisticka analyza proménnych ukazala nasledujici vysledky: DAS28, skupina lla (konec experimentu) vs. skupina I. 3+ 0,2 vs. 5+ 0,4 (p <0,05)
HAQ-DI, skupina lla (konec experimentu) vs. skupina . 0,64 +
0,1vs. 1,3+0,2 (p <0,05) bolest, skupina Ila (konec experimentu) vs. skupina I. 3+ 0,4 vs 5+ 0,1 (p < 0,05).

Prostanoidy jsou bioaktivni lipidové mediatory a skladaji se
z prostaglandint, prostacyklinu a tromboxanu. Tyto
biomolekuly jsou Siroce distribuovany v téle a reguluji dalezité
fyziologické a fyziopatologické procesy. Tromboxan A2 ( TXA(,)
)s protrombotickymi vlastnostmi ( Kriiger-Genge et al., 2018) se
produkuje hlavné v krevnich desti¢kach a endotelialnich
burnkach, zatimco prostacyklin (PGI2) se syntetizuje predevsim
v endotelidlnich buiikach a bunkach hladkého svalstva. Oba
prostanoidy jsou nestabilni, s polo¢asem rozpadu 5—7 minut
pro TXA?2 a plazmatickymi koncentracemi v rozmezi 2 az 285
pg/ml (Simmons et al., 2004). Prostacyklin ma piiblizny polocas
rozpadu 42 s, po kterém se transformuje ( ne enzymaticky) na
6-keto PGF(;y (y  ( Chuetal,, 2015; Lewis a Dollery, 1983).
Vasodilata¢ni u¢inky prostacyklinu piisobi proti
protrombotickym a vazokonstrikénim uc¢inkéim tromboxanu.
Prostacyklin inhibuje aktivaci krevnich desti¢ek ( Borgdorff et
al., 2006) s vétsim inhibi¢nim potencidlem nez jiné prostanoidy,
jako jsou PGD(;) a PGE(;y ( Whittle et al., 1978).

Hranice fyziologie 05

Obrazek 3B ukazuje tucinky lékafského ozonu na hladiny
TXB2 a 6-keto PGF1a v plazmé a vztah mezi nimi u starsich
pacientt (60-70 let) s bronchidlnim astmatem pfed a po ozonové
1é¢bé. Bylo pozorovano snizeni TXB2 (p < 0,05) a zvySend
tendence k tvorbé stabilniho metabolitu prostacyklinu (6-keto
PGF1a), zatimco pomér vykazoval vyznamné snizeni (p < 0,05)
po ozonové léc¢bé. To naznacuje, ze lékafsky ozon u téchto

pacientt podporuje prevahu vazodilatace oproti vazokonstrikei.

4 Diskuse

Lécebny ozon je pleiotropni terapeuticky koncept. Reguluje
rizné mediatory se spolecnou charakteristikou: jejich tzkou
souvislosti s redoxnim stavem bunék. Lécebny ozon byl schopen
zastavit oxida¢ni progresi poskozeni u starsich pacientii s RA +
komorbiditami. Tyto vysledky tzce souviseji se snizenim
celkovych hladin hydroperoxid,
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Biomarkery poSkozeni a antioxida¢ni obrany u starSich pacientt (60-70 let) s revmatoidni artritidou + komorbiditami ve skupiné | (n = 15) a skupiné
Ila, revmatoidni artritida + komorbidity, n = 15, 1é€eni Iékafskym ozonem + methotrexatem + ibuprofenem + kyselinou listovou. Skupina |, stejna jako
lla, ale bez |Iékafského ozonu. (A) Markery poskozeni, AOPP, pokrocily oxidacni proteinovy produkt; MDA, malondialdehyd; TH, celkovy
hydroperoxid; (B) markery antioxida¢ni obrany, GSH, redukovany glutathion; SOD, aktivita superoxiddismutazy; CAT, aktivita katalazy. Udaje
odrazejici hladiny AOPP, MDA, TH, GSH, SOD a CAT jsou priméry + S.E.M. kazdé skupiny. Prumérné hodnoty s rlznymi pismeny oznaduji
vyznamné rozdily ( p < 0,05) mezi skupinami.
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OBRAZEK 3

Uginky Iékafského ozonu na vazoaktivni mediatory u star$ich pacientt (60-70 let). (A) Hladiny NO (oxid dusnaty) u pacientti s revmatoidni
artritidou + komorbiditami. (B) Plazmatické koncentrace NO, TXB2 (stabilni metabolit TXA2) a 6-keto PGF1a (stabilni metabolit prostacyklinu) u
pacient(i s bronchialnim astmatem pred a po ozonové léébé. Udaje odrazejici plazmatické hladiny NO, TXB2 a 6-keto PGF1a jsou pramér +
S.E.M. kazdé skupiny. Pramérné hodnoty s raznymi pismeny oznacuji vyznamné rozdily (p <0,05) mezi skupinami.
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veetné peroxidu vodiku, snizeni poskozeni bilkovin a lipidu a
zvy$eni aktivity SOD a CAT.

Zvyseni tvorby ERON vede ke snizeni jejich zachytnych
systému, prooxida¢nimu redoxnimu stavu a stirnuti bunék
(Lopez-Lluch et al,, 2015). Snizeni aktivity superoxidu a kataldzy
mitochondridlniho ptivodu zvysuje oxidacni stres u mysi a vede k
pred¢asnému starnuti a patologickym staviim charakteristickym
pro starnuti (Panday et al., 2015). Snizeni TH a poskozeni bilkovin
naznacuje snizeni destrukce chrupavky u pacientt s RA +
komorbiditami lé¢enych lékarskym ozonem, coZ je v souladu s
vysledky DAS(;5) a HAQ-DIL

Peroxid vodiku je schopen prochazet buné¢nymi

membranami z mista svého vzniku smérem k cilové molekule
(Lewis a Dollery, 1983) a zasadné poskozovat skupiny -SH z
cysteinovych proteinovych zbytkua (Corcoran et al., 2013).
Oxidativni stres je spojen s biochemickymi signalnimi
mechanismy podilejicimi se na starnuti. Jednim z téchto
mechanismu je mitochondrialni dysfunkce, kterd vede ke zvy$eni
produkce ROS, zejména superoxidovych radikali a peroxidu
vodiku (Sies, 2017). Deficit SOD zvy$uje hladiny superoxidovych
radikaly, zatimco nadmérnd aktivita SOD vede k nadprodukci
peroxidu vodiku, kterou lze snizit aktivaci CAT. Lékafsky ozon ve
skute¢nosti reguloval tyto dilezité redoxni biomarkery. H (5 o(
je povazovanz a druhy posel spolu s dalsimi ROS ( Veal et al.,

2007). Je schopen aktivovat buné¢né metabolické reakce, které

mohou ovlivnit rizné zakladni buné¢né procesy, jako je
proliferace, preziti nebo smrt (Younis et al., 2022). Stejné tak
nadmérnd produkce hydroxylovych radikélu prostfednictvim

Haber-Weissovy reakce v dusledku zvyseni peroxidu vodiku a

superoxidovych radikalit mtize podporovat peroxidaci lipida s

poskozenim bunétné membrany alipoproteini. V
dusledku toho se tvofi malondialdehyd ( MDA) a konjugované
dieny, které jsou zndmé jako cytotoxické a mutagenni slou¢eniny.
Rychlost peroxidace lipidu se velmi rychle zvysuje a ovliviiuje
obrovské mnozstvi

lipidovych molekul (Nishida et al., 2013).

Dysfunkce mitochondrii hraje duleZitou roli v procesu
starnuti bunék, ktery zahrnuje zkraceni Zivotnosti bunék v
dasledku funkéni neefektivity enzymu, proteind a dalsich
biomolekul a také urychluje peroxidativni  poskozeni
membranovych lipidé (Bertram a Hass, 2007). Mitochondridlni
DNA je v tomto procesu cilovou molekulou. Na rozdil od buné¢né
DNA, kterd se nachazi v jadru buriky a je obklopena membrénou,
ktera ji chrani pred poskozenim ERON, mitochondrialni DNA
postrada nukleosomy a opravné mechanismy, coz ji ¢ini velmi
citlivou na oxida¢ni poskozeni béhem starnuti ( Mikhed et al,
2022). Tento proces spolu se snizenim antioxida¢nich obrannych
mechanismt s pfibyvajicim  vékem pfispiva k zesileni
nepiiznivych uc¢inkd oxida¢niho stresu pti stirnuti (Lobo et al.,
2013). Genotoxicita vyvoland nadprodukci ROS vede k
fragmentaci DNA. Tento uc¢inek vSak muzZe byt zrusen nebo

zmirnén ptsobenim proteind patticich do
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rodina Hsp70. Bylo zjiténo, Ze proteiny tepelného Soku
spolupracuji s antioxida¢nim systémem na inhibici nebo
neutralizaci bunéénych uéinka ROS (Wu et al., 2015). V souladu s
témito vysledky imunohistochemické studie ukdzaly, Ze 1ékatsky
ozon reguluje expresi Hsp70 pii ischemickém/reperfuznim
poskozeni jater (Leén Ferndndez et al, 2008) posilenim
antioxida¢niho stavu, kdyZ je lékarsky ozon pouzivan jako forma
lécby.

Diabetes a hypertenze jsou komorbidity spojené se star$imi
pacienty zahrnutymi do této studie. Oba jsou vaskularni
dysfunkce, které maji jako molekularni zaklad nerovnovahu mezi
produkci ROS a antioxida¢ni obranou, ktera se s vékem zhorsuje.

Starnuti cévniho systému je spojeno s morbiditou a mortalitou
star$ich lidi. Pro vyvoj novych lé¢ebnych postupti ke zmirnéni
cévniho starnuti a prevenci cévnich patologii souvisejicich s vékem
je nezbytné porozumét bunéénym a funkénim zméndam, ke kterym
dochazi v cévnim systému béhem starnuti (Ungvari et al., 2018).

K vysvétleni vaskularnich komplikaci diabetu byly navrzeny
¢tyfti patologické cesty: polyolovd, hexosaminovd, PKC
(proteinkindza C) a pokrocild glyka¢ni kone¢na produktova
(AGE) cesta. Vsechny maji kriticky bod inhibice na urovni
(GAPDH)
radikdlem: superoxidovym radikdlovym aniontem (Brownlee,

glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendzy volnym
2001). Kdyz je enzym inhibovan, hromadi se vSechny
meziprodukty glykolytické drahy a aktivuji vy$e uvedené Ctyfi
drahy, z nichz kazda vede k vaskularnim dysfunkcim.

V experimentdlnim modelu diabetu u potkant a v klinické
studii u pacientt s diabetickou nohou zvysil lékarsky ozon aktivitu
superoxiddismutazy a snizil oxida¢ni stres a markery poskozeni
endotelu (Al-Dalain et al., 2001; Martinez-Sanchez et al., 2005). V
této studii RA + komorbidita u starsich pacientt zvysila aktivitu
superoxiddismutazy ve srovnani s pacienty, ktefi nedostavali ozon,
coz prispélo k zastaveni progrese oxida¢niho poskozeni. Tyto
vysledky naznacuji, Ze superoxidové radikély jsou zachycovany
enzymem SOD, coz vede ke snizeni aktivace patologické drahy a
vaskularnich dysfunkei.

Hypertenze je uzce spojena s nadprodukci ROS a poskozenim
endotelu, takze zlepSeni redoxniho stavu (zejména NO a
superoxidovych radikalt) by mélo zmirnit nerovnovahu krevniho
tlaku.

Hypertenze je spojena s oxidaénim stresem a sérovymi
koncentracemi nékolika vazokonstrikénich latek, jako je
angiotensin II a dalsi. ZvySeni produkce ROS, zejména
radikalového superoxidového aniontu, je zprostredkovano
zvy$enim NADPH oxidézy (NOx) (Nguyen Dinh Cat et al., 2013).

Proto jsou ROS zivislé na NADPH oxidaze v endotelu a
hladkém svalstvu cév silné zapojeny do takové hypertenzi

souvisejici vaskuldrni dysfunkce. Navic
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zvyseni produkce ROS mé také vyznamny vliv na rtizné systémy
2012).

experimentélnich studii naznacuji, Ze hypertenze je komplexnim

regulujici krevni tlak (Higashi et al, Dukazy z
zptsobem spojena s tvorbou ROS a ze mezi nimi existuje pficinna
souvislost (Montezano a Touyz, 2014).

Cévni tonus je regulovin fyziologickym oxida¢nim stresem
prostfednictvim aktivity SOD-dependentniho médi/zinku a hladin
superoxidu a peroxidu vodiku. Bylo zjisténo, ze zvySeni cévniho
odporu a zuzeni cév vede k hypertenzi.

Vasoaktivni peptidy, v¢etné angiotenzinu II a tromboxanu A2,
hraji klicovou roli v patologickém mechanismu vzniku a progrese
hypertenznich poruch u lidi (Touyz et al, 2018). Vysledky
naznacuji u¢ast Nox1 na zvy$ené expresi tromboxanu A2 syntazy
v lidskych bunkich hladkého svalstva cév, coz podtrhuje uzky
vztah mezi oxida¢nim stresem a uvolfiovanim prostaglandint.

Bronchialni astma je komplexni proces, ktery zahrnuje
vzajemné pusobeni rtznych faktort hostitele, jako je vrozena
imunita, genetické aspekty a pohlavi, stejné jako vystaveni
environmentalnim podnétim, jako jsou alergeny a infekce.
Aktivace fagocytarnich bunék a zanétlivyjch medidtort v
dychacich cestach astmatickych pacienti vede k vysoké arovni
oxida¢niho stresu v plicich (Al- et al., 2011; Montezano a Touyz,
2014). Tento zvy$eny oxida¢ni stres ovliviiuje hypersekreci hlenu a
meéni kapilarni endotel, coz mtiZe zpusobit unik reaktivnich forem
kysliku (ROS) do systémového obéhu ( Nadeem et al., 2014).

U pacienttt s astmatem lécenych lékafskym ozonem bylo
zlepSeni bronchokonstrikce a maximalniho vydechového prutoku
spojeno se snizenim TXB, , stejné jako poméru TXB, /6-keto
PGF1a. Bylo zaznamenano, ze hladiny nékterych prostanoida
(PGD2, TXB2 a PGI2) byly mnohem vy$§i (az 208krat) v
bronchoalveoldrni tekutiné 5 minut po expozici alergenu u
alergickych astmatickych pacienti ve srovnani s kontrolni
skupinou (Liu et al., 1991). Jak jiz bylo zminéno, TXA2 je silny
bronchokonstriktor a u astmatickych pacientii byly pozorovany
vysoké koncentrace tohoto prostanoidu. To naznatuje moznou
roli TXA2 v remodelaci dychacich cest nebo hyperreaktivité (Davi
et al., 2014). Tento tcinek byl zprostfedkovan signalem c-Jun N-
termindlni kindzy - mitogenem aktivované protein kindzy, coz
zvysilo extracelularni piiliv vapniku po stimulaci receptoru TXA2
(Leietal., 2014).

Naproti tomu prostacyklin ptsobi proti negativnim t¢inkim
TXB2. Bylo prokazano, ze v mysich experimentdlnich modelech
analogy PGI2 (iloprost) snizovaly zrdni a migraci dendritickych
bunék (DC) z plic. Tyto bunky se podileji na specifické Th2
reakci alergenu v lymfatickych uzlinach ( Idzko et al.,, 1991), coz je
duvodem, pro¢ dochdzi k modulaci imunitni reakce. Navic
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Diferenciace T-bunék byla sniZena v efektorovych Th2 burkich
(Zhou et 2007).
prostacyklinu je jeho schopnost, stejné jako PGE2, ptisobit jako

al,, Dal$im  dalezitym  uc¢inkem
imunosupresivum v eozinofilech (Peinhaupt et al., 2017). U¢inky
PGI2 na eozinofily jsou rozmanité: inhibuje transport eozinofilt v
kostni dfeni ( Sturm et al., 2011) a moduluje interakce eozinofilt a
endotelu inhibici adheze eozinofili a transendotelidlni migrace

( Konya et al., 2010). Je dulezité zduraznit uc¢inky lékarského
ozonu na TXA2 a PGI2 u diabetu. Hyperglykémie aktivuje expresi
COX-2, enzymu

meziproduktti endoperoxidii a tvorbu TXA2 se snizenim tvorby

,ktery  katalyzuje  tvorbu
prostacyklinu a oxidu dusnatého, coz vede k
oxidativni stres vyvolany hyperglykémii.

Existuje tedy tizka souvislost mezi systtmem COX-2-PG,
oxida¢nim stresem vyvolanym hyperglykémii a uvolnovanim NO
(Consentino et al.,, 2003). Jak tato studie prokazala, témto jeviim
ptisobi lékatsky ozon.

Aby se zachovaly priznivé ucinky ozonu po prvnim cyklu (20
ozonovych lé¢ebnych procedur), doporucuje se, aby pacienti
podstoupili druhy cyklus s intervalem 3 mésicti. Bylo prokazano
zesileni klinickych a redoxnich reakci po druhé expozici ozonu
(Takon Oru et al., 2022; Konya et al., 2010; Sturm et al., 2011;
Takon Oru et al., 2022), takze ochranné ucinky ozonu by mohly
byt prodlouzeny nebo dokonce zlepseny.

Stru¢né feceno, lékarsky ozon zastavil progresi oxida¢niho
poskozeni u starsich pacientti prostfednictvim regulace SOD,
peroxidu vodiku a katalazy, coz vedlo ke snizeni poskozeni
bilkovin a lipidi. Na druhé strané byl lékarsky ozon schopen
modulovat ty endogenni mechanismy, které podporuji vhodny
redoxni stav a rovnovahu TXA2/PGI2. Kromé toho ozon nejen
zastavuje progresi oxidaéniho poskozeni, ale také ptisobi na
komorbidity RA prostiednictvim regula¢niho ptisobeni ozonu na
metabolismus glukoézy a vaskularni poskozeni. Tyto poznatky v§ak
musi byt ovéfeny prospektivnimi vyzkumy, které jsou v soucasné
dobé provadény. Tyto vysledky naznacuji, ze lékarsky ozon se
miize stat standardnim pfistupem v prevenci a 1é¢bé oxidac¢nich
onemocnéni souvisejicich s vékem, kterd jsou dosud nejen Casta,

ale také predstavuji mnoho rizik pro starsi osoby.
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