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Úvod

Kyslík v rôznych formách je nevyhnutný pre zdravý život bunky. Bunka kyslík  potrebuje, aby dokázala efektívnym spôsobom produkovať energiu pre koncové vitálne funkcie. Naopak, v rôznych formách je škodlivý pre bunku, ak bunka nevie alebo nemôže kyslík efektívne spracovať, vzniká nadprodukcia agresívnych látok, ktoré blokujú, narušujú prirodzené enzymatické mechanizmy, čím dochádza k bunkovému stresu, ktorý je podľa súčasných predstáv príčinou väčšiny ochorení. Tieto informácie môžu byť podkladom, pre tzv. kyslíkový paradox. Tak ako existuje ozónový paradox, kde ozón chráni náš život tým, že okolo Zeme vytvára vrstvu  zachytávajúcu škodlivé ultrafialové žiarenie, na druhej strane nám škodí tým, že vytvára množstvo reakcií s inými látkami, vytvára rôzne druhy radikálov, ktoré majú toxický účinok na organizmus.
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          Obr.1:   „Dobrý ozón“
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         Obr. 2:  „Zlý ozón“

Aplikácia ozónu v konzervatívnej liečbe je na Slovensku prakticky neznáma metóda, vyvolávajúca mnohokrát neadekvátne negatívne reakcie aj odbornej verejnosti. Ozón je oxidačné činidlo, ktoré má antibakteriálne, antivirové a antimykotické účinky, ktoré sa využívali už pred sto rokmi. Je 10-násobne rozpustnejší vo vode ako kyslík.  Chráni  človeka v stratosfére proti škodlivému účinku ultrafialového žiarenia, ale naopak poškoduje dýchací systém v troposfére. Mnoho prác upozorňuje na jeho pozitívny vplyv na imunologický systém, na lokálne a systémové protizápalové účinky, vplyv na poruchy periférneho prekrvenia a hojenie rán (7,8,9). Ozón ovplyvňuje aj správanie erytrocytov a ich energetický stav, čím zabezpečuje zvýšenú dodávku kyslíka pre tkanivá a bunky, zlepšuje ich regeneráciu a podporuje angiogenézu.
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Obr.3:  Intravenózne podávanie ozonizovaného fyziologického roztoku 
Čo je ozón?

Ozón je vyjadrený vzorcom  O3, je nestabilný, na rozdiel od kyslíku má lepšiu rozpustnosť v tekutinách, má charakteristický zápach už pri minimálnych koncentráciach , treba podotknúť, že pre niektorých zapáchc, pre niektorých vonia. Pripomenieme kvalitu vzduchu po búrke alebo vo vysokých horách, ktorej podkladom je zvýšená koncentrácia ozónu, ktorý vzniká vplyvom vonkajších podmienok (pohyb vody vo vodopáde, pohyb vodnej hladiny, UV žiarenie). Na druhej strane ozón je nebezpečný. Ozón dokáže aktivovať rôzne plyny a vytvárať z nich škodlivé toxické radikály. Tieto pôsobia dráždivo, hlavne na spojivky a dýchacie cesty, čo závisí od ich koncentrácie. Dôležitý je aj časový  faktor pôsobenia ozónu. Aj malá dlhodobo pôsobiaca koncentrácia môže mať negatívne účinky. 
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[image: image2.emf]Limity koncentrácie ozónu v ovzduší podľa WHO a EÚ

Čuchom zaznamenáme > 20ug/m3

- dlhodobo viac na vidieku, horách vplyvom fotochemických cyklov 

v troposfére a vplyvom slnečného žiarenia

- mesto dlhodobo menej vplyvom reakcie s oxidmi dusíka

ozónová epizóda  -

smog  > 200ug/m3

informácia  

> 180ug/m3 

varovanie   

> 360ug/m3 

- leto    60 -120 ug/m3        zima 30 – 60 ug/m3

> 160 ug/m3

za hodinu  prvé príznaky

najcitlivejšie osoby s astmou a inými chronickými ochoreniami pľúc, 

osoby s obehovými problémami

> 350 ug/m3 dlhodobo 

pálenie očí,nosu,krku,tlak na hrudi,kašeľ,cefalea

> 1100 ug/m3 

dráždenie očí a horných dýchacíchc ciest

> 2150 ug/m3 

dráždenie dýchacích ciest, brobchospazmus,kašeľ

>21000ug/m3 

bezvedomie,krvácanie z pľúc,smrť


Obr.4:   Koncentračné limity ozónu v ovzduší

Aplikácia ozónu je , ak ju opakujeme v primeranej dávke, opakovaný oxidačný stres, ktorým tak ako pri športovom tréningu, zlepšujeme adaptáciu organizmu, zvyšujeme jeho antioxidačnú obranu. Iným prostriedkom adaptácie na oxidačný stres je použitie hypoxie alebo intermitentnej hypoxie.  Hypoxia spôsobuje znížením dodávky kyslíka pre organizmus oxidačný stres, ktorý ak sa  opakuje , zlepšuje adaptáciu. Tento účinok bol vyskúšaný v rôznych situáciach in vitro a in vivo, a špekuluje sa o jeho použití podobne ako pri hypoxii v predoperačnej príprave (precondition) napríklad pri transplantáciach alebo pri mimotelových operáciach na srdci (9) alebo na iných orgánoch.
[image: image3.emf]vo2 x w

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

0 20 40 60 80 100 120

load (w)

oxygen uptake (l/min)

pred IHT

po IHT


Graf 1 : Vplyv IHT (intermitentná hypoxická terapia,4týždne, 5x 1 hodina , koncentrácia 
            12 –11 % kyslíka) na spotrebu kyslíka počas stúpajúcej záťaže (vlastné pozorovanie)

Pozn. Z vlastnej skúsenosti by som uviedol príklad mojej 78 ročnej mamy, ktorú sme pripravili na operačný výkon na bedrovom kĺbe (TEP) infúziami ozónu vo fyziologickom roztoku. Operačný i  pooperačný priebeh bol prekvapivo dobrý a neporovnateľne lepší ako u oveľa mladších žien aj  napriek prítomnosti ischemickej choroby srdca a hypertenzie, cukrovky.
 Čo je ozón, akú má históriu sme si povedali.  Čo väčšiemu využitiu ozónu škodí je to, že ozón dostávajú do ruky aj rôzni šarlatáni, ktorí ozón zneužívajú, nekorektne ho aplikujú a potom takí, ktorí v rámci iných  mediálných aktivít  využívajú informácie o ozóne neadekvátním spôsobom, ako možno vidieť napr. v článku o hokejistovi z roku 2007,  ktorému „napichli ozón“, ako sa píše v médiách v exkluzívnom článku. Pri netradičnom zákroku jeho „otrhnutú platničku v krčnej chrbtici“ mu vyplnili ozónovou injekciou lebo ozónová injekcia na takéto problémy je najlepším riešením. Platničku „vypĺňajú ozónom“, ktorý tam vstreknú pomocou injekcie z prednej časti hrdla a postupne ju lekár vtlačí až medzi stavce. Znie to príťažlivo a zároveň hrôzostrašne. No na  takúto dezinformácie špecialista, profesionál zareagujú negatívne.
[image: image4.emf]
Obr.5:  Bombastická prezentácia aplikácie ozónu

Samozrejme, ozón sa používa tiež v potravinárstve na ošetrenie potravy, používa sa pri ošetrovaní  bazénov, pri výrobe  pitnej vody.
[image: image5.emf]
 Obr.6:  Iné spôsoby využitia ozónu
Ako príklad možného efektu ozónu uvádzam vlastné pozorovanie. Nie je to žiadny experiment veľkého vedeckého významu, ale je to praktická skúška aplikácie ozonizovanej vody na klíčenie fazuliek mungo. Vidíme, že v obyčajnej vode(N) fazuľky mungo klíčia určitým spôsobom a vidíme tiež , že klíčky v ozonizovanej vode (O3)   dosiahli za ten istý čas väčší  objem a väčšiu dĺžku klíčkov. Ozón ovplyvnil klíčivosť a veľkosť fazuliek. 
[image: image6.emf]
Obr.7:  Rozdielne klíčenie fazuliek mungo v obyčajnej a ozonizovanej vode

Ozón   -    história 

Pravdepodobne prvým, ktorý upozornil na existenciu ozónu bol vo svojich experimentoch Holanďan Martinus Van Marum, ktorý rozpoznal vo svojich sledovaniach v roku 1785, že pravidelným prejavom jeho pokusov bol odór , ktorý označil ako vlastnosť elektrického prúdu pri pokusoch s kyslíkom. Dalším, ktorý pracoval v oblasti plynov, bol Talian Amedeo Avogadro (1776 – 1856), ktorý vyslovil názor, že plyny sa kombinujú v jednoduchých numerických vzťahoch, že vystupujú v podstate vždy ako diatomické, okrem situácií , keby sú spojené v chemickej kombinácii (N2O). V roku 1840 Schönbein prvýkrát popísal a špecifikoval ozónu.
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Obr.8: Priekopníci využitia ozónu – Marum a Tesla
Ed Mac Cabea  písal o histórii používania ozónu a vo svojom chronologickom prehľade píše o dalších  výskumoch. Uvádza, že v roku 1875 medicínska spoločnosť na Floride publikovala článok „Ozón“ od Charlesa Kenvorthyho z Floridy. Píše o tom, že v USA bol pravidelne používaný pred rokom 1885 a v roku 1906 bol následne preskúmaný, evidovaný FDA ( Food and Drug Association) v USA. 

Ďalším míľnikom terapie bol rok 1896, kedy Niccola Tesla patentoval prvý ozónový generátor v USA. V Európe 1898, na inštitúte pre liečbu kyslíkom v Berlíne, začali s ozónom pracovať Thauerkauf a Luth, ktorí aplikovali prvýkrát injekciu ozónu do zvierat. V roku 1900 bol ozón v USA použitý Niccolom Teslom , ktorý založil tzv. „Tesla Ozone Company“, ktorá bola vlastne prvou spoločnosťou využívajúcou vysoké napätie, vysoké frekvencie a malé prúdy vo svojich systémoch a prístrojoch. Niccola Tesla resp. jeho spoločnosť podali množstvo patentov  v  oblasti  využitia  ozónu a v roku 1910 uviedli  na trh ozónový generátor
 „ Violet Ray“. 

Postupne narastal záujem o aplikáciu ozónu. V roku 1902 doktor Linder, uviedol informácie o injekcii medicínskeho ozónu vo svojej praxi. Zároveň popísal princíp ozónových generátorov a ich využitie v lekárskej praxi.   V roku 1904 sa v USA začal predávať ozónom sýtený olivový olej vo farmakologickom obchode. Mnoho rokov bol používaný v lekárňach pod  menom „Glycozone“, dnes produkovaný napr. ako OLOZOL.. 
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Obr. 9:  V súčasnosti používaný ozonizovaný olivový olej OLOZOL
V ďalších rokoch a neskôr v rokoch I. svetovej vojny bol ozón  často používaný pri liečení ranených. Ozón alebo jeho rozpadový produkt peroxid vodíka, boli používané pri liečbe rán na bojiskách . Začal sa používať v liečbe tuberkulózy, anémie, chlorózy, závratov, astmy, chronickej bronchitídy, alergickej nádchy , nespavosti, pneumónie, nervovej nerovnováhy, cukrovky , dny a bol konštatovaný jeho pozitívny efekt na syfylis. V pacientských izbách bol ozonizovaný vzduch ako najlepšia metóda zabezpečovania optimálneho prostredia u pacientov s tuberkulózou . V roku 1913 bola založená východoamerická spoločnosť pre ozónovú terapiu, formovaná doktorom Blassom a nemeckými spoločníkmi. V roku 1920 doktor Neiswanger publikoval skúsenosti zo svojej  praxe, v ktorých popisoval pozitívne účinky v liečbe bronchiálnych a laryngeálnych infekcií, alergickej nádchy a ostatných ochorení dýchacích orgánov. V roku 1929 vyšla kniha „Ozón a jeho terapeutické účinky“, kde bolo vymenovaných 114 ochorení a aplikácií ozónu z mnohých krajín. V roku 1930 bola publikovaná v časopise American Medical Society informácia o liečebnom použití kyslíka v koronárnej trombóze od Levyho a Baracha, v tom istom roku 1930 nemecký zubný lekár Fisch informoval o pravidelnom používaní ozónu vo svojej stomatologickej praxi v Zürichu. Napísal viacero publikácii o ozóne v taliančine, francúzštine a nemčine. Tiež písal o použití „cytozónu“, čo bol ozonizovaný olivový olej, v dentálnej a stomatologickej praxi. Dr. Otto Wartburg, nositeľ Nobelovej ceny z roku 1931, publikoval prácu o použití ozónu na rakovinovú bunku. Z ďalších významných časových bodov možno uviesť publikovanie informácií vo francúzskych, nemeckých a amerických časopisoch v 40-tych  rokoch minulého
storočia.  V roku 1943 počas druhej svetovej  vojny americký lekár Mayer liečil vojnových zajatcov v USA  a následne od jedného z nich získal informácie o používaní medicínskeho ozónu. Doktor Mayer bezpečne a efektívne podal v nasledujúcich 45 rokoch ozónovú liečbu viac ako 12 000 ľuďom, väčšinou deťom. Bol pionierom na poli využitia ozónu, autorom mnohých publikácií, a jeho meno sa spája s aplikáciou ozónu  priamo do mozgovomiešneho moku pri liečbe menintitídy. V 1942 dr. Otto Wartburg dostal druhú Nobelovú cenu za prácu, v ktorej popisoval poškodenie bunkového dýchania rakovinovou bunkou vplyvom nízkej hladiny kyslíka v bunkách. V roku 1956 dvojnásobný nositeľ Nobelovej ceny dr. Otto Wartburg opäť publikuje informácie o použítí ozónu a o  schopnosti využiť kyslík bunkami v spojitosti s pôvodom rakovinových buniek. Na určitú dobu nastalo  ticho, ale v roku 1953 a 1958  doktor Mayer a doktor Ryan podali osem ozónových patentov, ktoré mali uľahčiť využitie ozónu v terapeutickej praxi. V roku 1972 bola založená medzinárodná spoločnosť pre terapiu ozónom. Bola založená „ The International Association For Oxygen Therapy“, ktorá vzišla z „International Oxidation Institute“, keď táto predtým vzišla z Východoamerickej spoločnosti pre ozónovú terapiu. V Nemecku sledovali vedľajšie účinky, pričom boli zaznamenané  iba minimálne podráždenie a ak sa objavili problémy, bolo to z nesprávnej aplikácie (i.v. aplikácia s následnou embolizáciou). Vedľajšie účinky sú ďaleko – ďaleko menšie ako sú vedľajšie účinky pri liečbe liekmi, napr. v USA, kde koncom 70-tych rokov 20.storočia ročne zomrelo asi 140 000 ľudí z nesprávnej aplikácie liekov, čo bolo dva a pol krát viac ako bolo vo Vietname zabitých Američanov. V roku 1979 bola uverejnená informácia o prvom použítí ozónu v liečbe AIDS, doktor Freibott informoval o kombinovanej jeden a pol roka trvajúcej aplikácii ozónu a o tom, že všetky formy choroby  boli vyliečené. V roku 1979 doktor Wolf vydal svoju knihu o ozóne. V roku 1982 vyšlo druhé vydanie „Medical Ozon“ od doktora Fishera v Heidelbergu , v 1983 „Ozón v liečbe herpes simplex a herpes zoster ochorení“ od doktora Matasiho a spolupracovníkov v Taliansku. Podľa správy pacienti s  herpes simplex po 1 – 5  i.v injekciách 20 ml ozónu v zmesi s kyslíkom vyzdraveli  a pri ochorerení herpes zoster vymizli všetky kožné lézie po 5 až 12 injekciách. 

[image: image11]
Obr.10: Pacient s herpes zoster pred a 24 hodín po infúzii ozonizovaného F1/1 (vlastné pozorovanie)
V roku 1983 bola 6. svetová konferencia o liečbe a o využití ozónu v klinickej praxi. Po dohode bola uverejnená listina 30 najväčších ochorení, ktoré úspešne využívali ozón. Zoznam zahŕňal vírové ochorenie ako AIDS, herpes, mononukleóza, hepatitída, ďalej chronické ochorenia ako cirhóza pečene, kardiovaskulárne ochorenia, ateroskleróza, gangrény, hypercholesterolémia, niektoré karcinómy, lymfómy, leukémia. Ozón bol podľa zoznamu tiež účinný pri reumatoidnej artritíde a iných artritídach, alergiách všetkého typu, zlepšoval klinický stav u pacientov s mnohopočetnou sklerózou, ovplyvňoval pozitívne Alzheimerovu chorobu, senilitu, prejavy Parkinsonskej choroby, efektívny bol v liečbe proktitídy, kolitídy a ochorení prostaty. V chirurgii sa ozón využíva už od roku 1915. V roku 1935 doktor Wolf v Berlíne a  doktor Bayer v Lipsku publikovali svoje skúsenosti s využitím ozónu v chirurgickej praxi, hlavne liečení traumatických poranenía operačných rán. Vo Francúzsku   Aubourg (1938) , v Rakúsku Rokitansky (1977), v Nemecku  Verkmeister (1981) a Knoch (1987) takisto v Nemecku prezentovali svoje skúsenosti s aplikáciou ozónu. V stomatológii od roku 1935 doktor Payer vo Švajčiarsku, neskoršie doktor Turk (1976) a  doktor Kishner (1991) v Nemecku, doktor Filippi vo Švajčiarska publikovali svoje práce v tejto oblasti. V roku 1958 doktor Hasler a spolupracovníci použili transkutánny plynový kúpeľ v ozóne v odolných plastikových sáčkoch na liečbu ulcus cruris, dermatóz a mykotických infekcií. V roku 1981 nemecký chirurg doktor Verkmeister   použil pôsobenie ozónu  spolu s podtlakom v odolných plastikových zvonoch na liečbu preležanín, diabetickej gangrény a nehojacich sa rán. Rektálnu insufláciu pri proktitíde, kolitíde podávali už  v roku 1937 a neskôr v roku 1987 v Paríži a v Drážďanoch. V 1968 zaviedol doktor Wolff z Nemecka metódu veľkej autohemoterapie v liečbe arteriálnych obehových porúch , pri poruchách  imunitného systému a u pacientov s reumatoidnou artritídou. 
[image: image12.emf]
Obr. 11:   Ulcus cruris po systémovej a lokálnej aplikácii ozónu (vlastné pozorovanie)
Update po roku 2000

Pri podávaní ozónu intravenóznym spôsobom sa zlepšila ekonomika využitia kyslíka, znížila sa dychová frekvencia, znížila sa pulzová frekvencia, znížila sa spotreba kyslíka. To znamená, že efektivita aeróbneho systému nezávisí len na tom, koľko kyslíka dodáme, ale ako ho jednotlivé systémy vedia prenášať,  ako je tento kyslík  využitý, koľko z ponúknutého kyslíka  vie bunka využiť na tvorbu energie. 

Podobný efekt ako pri ozóne možno dosiahnuť čiastočne v hyperbarickej kyslíkovej komore. Rozdiel medzi hyberbarickou komorou a ozonoterapiou je v tom, že v hyperbarickej komore je čas pôsobenia ohraničený na pobyt v komore, pri aplikácii ozónu tento efekt pretrváva dlhšiu dobu. Ďalším vplyvom je revitalizácia buniek, kedy ozón upravuje oxidatívnu dekarboxiláciu pyruvátu vo vzťahu k tvore acetylkoenzýmu A, čo je v podstate  križovatka metabolických ciest. Na týchto procesoch sa zúčastňuje mnoho enzýmov a koenzýmov, ktoré sú uložené na vonkajšej membráne mitochondrií. Množstvo NADH alebo cytochrómu C ovplyvňujú aktiváciu mitochondriálnych dýchacích reťazcov. Vplyvom ozónu sa NADH oxiduje na NAD s následným oživením citrátového cyklu. Tým sa rozbehne látková výmena, tvorba energie. Dochádza k aktivácii oxidácie G6P a  ku stimulácii glukózového bunkového cyklu, ktorý sa podieľa na tvorbe ATP aeróbnym spôsobom. Pri dostatku kyslíku sa metabolizuje glukóza na pyruvát a z jednej molekuly glukózy vznikne 38 molekúl ATP. Pri nedostatku kyslíka alebo pri bunkovom strese, pri nedostatku voľnej energie, prichádza k odkloneniu k anaeróbnemu metabolizmu za  vzniku kyseliny mliečnej a len dvoch molekúl ATP z jednej molekuly glukózy. Takáto zmena sa nemusí udiať len počas záťaže. Dobre  je prepracovaný vplyv nedostatku energie pri mozgovej ischémii. Menej  ATP v ischemickom ložisku spôsobuje depolarizáciu bunečných membrán a zlyhanie elektrického potenciálu, teda  Na/K pumpy. Ak sa podarí do ložiska dostať energiu, zvyšuje sa ponuka k tvorbe ATP. Stabilizáciou membrán, ich fosfolipitov, sa zmenšuje riziko nekrózy tkaniva, následne sa zlepšuje funkcia Na/K pumpy a  Ca2+ ATP dependentných kanálov. Táto teória o ischémii nervovej bunky platí všeobecne o všetkých bunkách. Ozón pôsobí na lymfocyty, vedie k indukcii interleukínov, interferónu a TNF (tumor necrosis factor). Sledovaním správania sa lymfocytov T4, T8 bol preukázaný imunostimulačný efekt pri rôznych infekčných, hlavne vírusových ochorení. Podobne bol pozorovaný účinok na trombocyty zásahom do ich mechanizmu zrážanlivosti a funkcie prostaglandínov. Je známe, že trombocyty majú funkciu pri alergických zápalových stavoch, pri autoimúnnych ochoreniach a tiež pri hojení rán. Často sa podarí vypestovať baktérie, ktoré prežívajú vo vnútri buniek a ukazuje sa, že aj tieto baktérie majú význam pri mnohých ochoreniach a malignitách. Ich dlhodobá prítomnosť významne vyčerpáva imunitný systém. Je síce pravda, tak ako uvádza Bocci, že intracelulárny účinok na baktérie, víry alebo plesne nie je taký presvedčivý ako on sám v minulosti uvádzal a ako sa myslelo predtým, tento názor nebol ešte bližšie dokázaný. Baktericídný účinok spočíva v poškodení štruktúry obalu peroxidáciou fosfolipidov a lipoproteínov, až potom dochádza k väzbe na DNA/RNA. Rozdiel na pôsobenie vyšších organizmov spočíva v tom, že ozón pri stúpajúcej dávke je skôr toxický pre infekčné zárodky ako pre človeka. Pri vírusoch dochádza k poškodeniu polypeptidových reťazcov a proteínov obalu, čím sa naruší adhézna schopnosť vírusov, zároveň sa rozlomí DNA a poškodí sa replikačná schopnosť víru. Takýto efekt je dokazovaný v rôznych prácach, kde sa dokazuje vplyv ozónu na vírusy HIV, hepatitídy B alebo C. Pochopenie bakteriocídného účinku možno vidieť pri fagocytóze. Granulocyty obsahujú enzým peroxidázu. Chronická infekcia vzniká vtedy, ak leukocyty nevedia tvoriť dostatok peroxidu, ktoré by boli schopné zabíjať mikroorganizmy. Ozonizáciou alebo aplikáciou ozónu sa dodávajú peroxidy, ktoré pôsobia synergicky s intracelulárnými peroxidmi. Fagocytóza a aj odstránenie  pohlteného materiálu vyžaduje energiu a je to proces, ktorý je spojený  so stimuláciou v leukocytárnej respirácii a metabolizmu glukózy. Ozón práve do týchto procesov priaznivo vstupuje. 

Autori Bayer a Waser vo svojej práci uvádzajú, že vyšetrovali efekt oxidatívneho stresu na deformabilitu erytrocytov. Sledovali vplyv ozónu na erytrocyty pri rôznej koncentrácii ozónu. Zistili, že podávanie ozónu neindukuje hemolýzu, ale peroxidatívny alebo oxidatívny stres vyšších koncentrácií dehydratuje erytrocyty a zmenšuje ich veľkosť. Toto vysvetľuje pozitívny efekt ozónu na mechanickú fragilitu erytrocytov, takže redukované erytrocyty sa ľahšie dostanú do malých kapilár. A to je podľa nich vlastne príčinou pozitívneho efektu na mikrocirkuláciu. 
Z nedávnej minulosti boli zaznamenané správy, že peroxid vodíka je jeden z najdôležitejších fyziologických poslov v regulácii dejov na úrovni bunky (2,8). Pretože by mohol aktivovať množstvo cieľových buniek, mohol by sa stať užitočným liekom hlavne v krajinách s nedostatočnou ekonomickou situáciou. Treba zopakovať, že peroxid vodíka vzniká degradáciou ozónu. 
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Obr.12:  Veľká autohemoterapia  (vlastné pozorovanie)
Mechanizmus terapeutického účinku ozónu bol  zaznamenný a popísaný  Wolffom, ktorý použil prvýkrát metódu známu ako veľká autohemoterapia (VAH). Bolo popísané, že vplyv zmesi kyslík-ozón nemá toxické účinky na krv, pri dodržaní expozície a koncentrácie ozónu (2,23). Na rozdiel od dýchacieho systému je krv veľmi dynamický systém schopný neutralizovať resp. minimalizovať  oxidačné pôsobenie pomocou antioxidačného systému. Pre účinok ozónu na biochemickej úrovni je podstatná jeho schopnosť rozpúšťať sa v plazme a následne sa rozkladať v kaskáde tzv. „Reactive Oxygen Species“ (ROS), ako sú peroxide vodíka,superoxidový anion a hydroxylový radikál. Tieto látky sú vysoko rektívne s krátkym polčasom rozpadu. Naopak pri peroxidácii lipidov vznikajú látky neskorého účinku označované ako „Lipid Oxidation Products“ (LOPs). ROS sú produkované organizmom počas respirácie v mitochondriách, počas bakteriálnej fagocytózy v leukocytoch. Organizmus s aeróbnym metabolizmom je schopný neutralizovať účinok ROS   pomocou intracelulárnych enzýmov, ako sú superoxid dizmutáza (SOD), kataláza (T), glutatión peroxidáza (GSH-Px), glutatión reduktáza (GSH R), glutatión transferáza (GSH T) a redox systémom glutatiónu (GSH GSSG). Tiež udržuje optimálnu hladinu enzýmov pentózového cyklu pomocou NADPH.

Prvý farmakologický účinok ozónu je daný malým excesom ROS, ktorý účinkuje ako chemický posol pre membránové receptory, zatiaľ čo LOPs účinkuje prakticky na všetky bunky po krvnej reinfúzii pri  VAH. V erytrocytoch dochádza k posunu disociačnej krivky doprava s následným zvýšeným uvoľňovaním kyslíka pre periférne bunky. V leukocytoch a endoteliálnych bunkách zvyšuje produkciu interleukínov, interferonu, TGF, oxidu dusného. V trombocytoch zvyšuje produkciu rastových faktorov a vo všetkých bunkách dlhodobo stimuluje antioxidačný systém ako prejav adaptácie na lipidovú oxidáciu. Dostatočne nepotvrdený je vplyv na kmeňové bunky.

Nadmerná produkcia ROS (napr.  počas virových ochorení, aterosklerotických zmenách, neurovegetatívnych ochoreniach, nádorových ochoreniach) a následný pokles antioxidačnej obrany môže prejsť do chronického stavu vedúceho k smrti. Podávanie exogénnych antioxidantov by mohlo v najlepšom prípade spomaliť takýto proces. Dlhodobá ozónová aplikácia v terapeutických ale progresívnych dávkach môže obnoviť rovnováhu medzi produkciou a neutralizáciou ROS tým, že zlepší intracelulárny antioxidačný systém s lepšou adaptáciou na chronický oxidačný stres. Bunky reagujú na oxidačný stres podľa toho, či je dlhodobo nadmerný alebo strednej intenzity a prerušovaný. V prvom prípade bunky hynú, v druhom majú bunky čas reagovať a zvyšujú svoju obranyschopnosť, aktivujú produkciu  tichých resp. zriedkavo sa prejavujúcich génov a produkujú tzv. shock proteíny ( HSP  heat shock protein, GRP glucose-related protein, OSP oxidative shock protein ). Produkciu týchto proteínov podporuje aplikácia ozónu.

Glykoproteínový hormón erytropoetín (Epo), u dospelých produkovaný v obličkách, je základným regulátorom proliferácie a diferenciácie buniek červenej rady v kostnej dreni. Najvýznamnejším podnetom pre zvýšenú aktivitu Epo je pokles parciálneho tlaku kyslíka v tkanivách. Boli vykonané štúdie na ľudských pečeňových bunkách (HepG2), ktoré poukázali na to, že ROS patria do prenosu signálov z bunkového kyslíkového receptoru na Epo gén (16,18). Zvýšené množstvo peroxidu vodíka znižuje produkciu Epo vplyvom na tiolové skupiny v regulačných proteínoch. Samotná produkcia peroxidu vodíka v HepG2 bunkách bolá ovplyvnená pericelulárnym tlakom kyslíka, najmenšia bola pri hypoxii. Existuje hypotéza, že peroxidom vodíka generovaný hemový proteín môže byť časťou  kyslíkového senzora, ktorý kontroluje Epo tvorbu. Peroxid vodíka môže účinkovať ako sekundárny posol, pričom ovplyvňuje v cytozole transkripciu faktorov , tak že sa viaže na regulačnú sekvenciu Epo génu. Uvádza sa, že hypoxiou indukovaná plná expresia  Epo génu je podstatne závislá na aktivácii určitého zosilovacieho elementu na pozícii 3´na Epo géne. Na tento element  sa viaže proteínový komplex označený  ako hypoxia-inducible factor (HIF-1), ktorý sa skladá z dvoch podjednotiek HIF-1 a HIF-1β. Bolo preukázané, že peroxid vodíka potláča väzbu HIF-1 na DNA pri hypoxických podmienkach destabilizáciou podjednotky. Je všeobecne akceptované, že HIF-1α komplex je regulátorom produkcie a uvoľňovania Epo(5). Je uložený na ľudskom chromozóme 14 a patrí do triedy genetických faktorov regulujúcich DNA transkripciu na mRNA. Vo  vyššej nadmorskej výšky hladina HIF-1α rastie s následným nárastom produkcie Epo. HIF-1α ovplyvňuje tiež transport glukózy, aktivitu glykolytických enzýmov, zápalovú reakciu a metabolizmus kostí. Podľa prítomnosti špecifickej alely na Epo géne  rozlišujeme responderov a non-responderov podľa vzostupu produkcie Epo na hypoxický podnet.

Perfúzia izolovanej obličky potkana hypoxickým roztokov zvyšuje viac ako dvojnásobne produkciu Epo. Pridanie antioxidantov desferolu (DFO) a vitamínu A signifikantne  zvyšujú produkciu Epo za normoxickej aj počas hypoxickej perfúzie. Po pridaní peroxidu vodíka alebo pyrogallolu, látky stimulujúcej jeho produkciu , došlo k poklesu produkcie Epo. Pridanie erytrocytov do perfúznej tekutiny izolovanej obličky nemalo podstatný vplyv na tvorbu Epo.

Reakcia jednej molekuly nenasýtenej mastnej kyseliny a ozónu vo vode vytvorí dve molekuly aldehydu a jednu molekulu peroxidu vodíka. Peroxid vodíka vzniká tiež pri reakcii ozónu s fyziologickým roztokom. Rozdiel medzi nimi je v tom, že peroxid vodíka v plazme má veľmi krátky polčas rozpadu (asi 2,5 minúty) , pretože degradáciu urýchľujú prítomné enzýmy ako glutatión peroxidáza a kataláza. Ďalšou dôležitou reakciou je teda reakcia s polynenasýtenými mastnými kyselinami. S produkciou LOPs (hydroperoxidy,isoprostany,platelet activating factor PAF, malodialdehyd, 4-hydroxynonenal HNF. Posledná látka HNF v závislosti na svojej koncentrácii (viac ako 10 resp.menej ako 1 μM) môže byť škodlivý alebo pôsobiť ako posol. Vzhľadom na heterogenitu polynenasýtených mastných kyselín existuje množstvo LOPs, ktoré sú nerovnako toxické, ovšem in vitro výsledky nemožno bezo zvyšku aplikovať na in vivo podmienky, pretože do deja vstupujú enzýmy ako glutatión transferáza a aldehyd dehydrogenáza spojené s metabolizmom HNF. Ďalšie enzýmy ako fosfolipázy, sphyngomyelináza sú tiež aktivované LOPs. Vplyvom LOPs sa môže zvyšovať antioxidačná aktivita, napr. hem oxygenázy (HO), ktorej izoforma 1 ( HO-1) je známa ako heat shock protein 32 (HSP 32)a ktorá mení hem na biliverdín, oxid uhoľnatý (CO) a voľné železo. V minulosti niektoré látky považované za toxický odpad pravdepodobne hrajú dôležitú úlohu. Bilirubín (cez biliverdin reduktázu) je rozhodujúci lipofilný antioxidant a CO má funkciu regulátora endoteliálneho tonusus v spojení s oxidom dusným (NO). Ľudské endoteliálne bunky  vystavené aplikácii ozónu v plazme zvyšujú uvoľňovanie NO. Nitrosothioly (S-nitrosocystein, S-nitrosoglutatión) slúžia ako rezervoár pre NO. Účinkom ROS sa otvárajú Ca2+ kanály na bunkovej membráne, čo vedie k náhlemu zvýšeniu intracelárnej koncentrácie Ca2+  s následnou aktiváciou enzýmov.
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Obr.13 : Ozón a antioxidačný systém

Ozón ako neionizovaná látka voľne prechádza cez bunkovú membránu, zvýšenie koncentrácie v extracelulárnej tekutine okamžite vedie k zmenám v intracelulárnom priestore. Okamžite reaguje s redukovaným glutathiónom GSH v spolupráci s GSH peroxidázou, následným zvýšením oxidovaného glutathiónu GSSG a poklesom pomeru GSH/GSSG. Tento je následne upravovaný aktivitou GSH reduktázy pomocou NADPH/NADP rezervoáru. Pokles NADPH zvyšuje aktivitu glukózo-6-fosfát dehyrogenázy (G6PD), hlavne v erytrocytoch aktivuje hexózový monofosfátový shunt. Súčasná aktivácia glykolýzy so zvýšenou produkciou ATP  zvýšuje 2,3 DPG ( hoci toto údajne nebolo ešte priekazne dokázané). Už popísaný posun disociačnej krivky doprava zlepší periférne uvoľňovanie kyslíka. Membrána erytrocytov sa stáva viac tekutá a viac negatívne nabitá, zlepšuje sa deformabilita. Pokles fibrinogénu  v plazme znižuje jej viskozitu a ozón spôsobuje pokles hladiny LDL (21). Množstvo aplikovaného ozónu musí vyprodukovať adekvátne množstvo peroxidu vodíka, kritickú hodnotu, za ktorú sa považuje 20 μg/ml ozónu v zmesi kyslíka (2) . Hodnota 80 μg/ml ozónu v zmesi kyslíka sa považuje za bezpečnú hornú hranicu, vyššie hodnoty spôsobujú „vysušovanie“ erytrocytov a majú kontraproduktívny účinok. V roku 1999 profesor Bocci so spolupracovníkmi z Talianska uvádzajú (3), že reakcia organizmu  je závislá od koncentrácie podávaného ozónu. Rôzna koncentrácia ozónu vyvoláva produkciu iných látok, boli popísané zvýšené produkcie interferónu, interleukínov a rastových faktorov. 
Ďalší účinok bol popisovaný ako produkcia tzv. radikálových zametačov. Peralta a kol., Hussam Ajamieh a kol.  (17,19) popísali ako sa aktivujú antioxidačné enzýmy. Autori   sledovali  vplyv ischémia -reperfúzia stavov pri pečeňových transplantáciach. Ozón spôsobil pozitívne ovplyvnenie oxidačného stresu v týchto situáciach. Na zvieracích modeloch po infekcii, pri septickom zápale podbrušnice ozón zlepšoval prežívanie zvierat, spomalil narastanie pôvodcu malárie, plazmódia, oproti bežnej liečbe. 
Ozón sa používa v medicínskej praxi aj na dezinfekciu, to znamená, že má vplyv na prežívanie extra a intracelulárnych baktérií, vírusov a plesní. Ozón má detoxikačné účinky aj na ľudský organizmus, a to hlavne tým, že vo svojej molekule, ktorá je síce nestabilná, viaže chemickú energiu, ktorou dokáže rozbehnúť citrátový cyklus. To je to, čo ovplyvňuje regeneráciu oxido–redox cyklu na NADH . Ovplyvňuje erytrocyty tak, že mení väzbu hemoglobínu ku kyslíku,  mení jeho metabolizmus a následne odstraňuje peňiažkovatenie, rozptyľuje erytrocyty a zväčšuje ich kontaktnú plochu potrebnú na výmenu kyslíka, zlepšuje ich flexibilitu, a tým zlepšuje aj reologické vlastnosti celej krvi (19,20,20). Viacerí autori pozorovali zmeny viskozity (9,19) , pokles fibrinogénu (9), posun disociačnej krivky doprava (9), ktoré mali súvis napr. s predĺžením klaudikačnej vzdialenosti (21,22).
 Samozrejme tieto účinky sú závislé od koncentrácie ozónu. Nízka koncentrácia ozónu má celkové účinky. Používame koncentrácie v rozsahu 20 – 25 mikrogramov ozónu v kyslíkovej zmesi, v celkových  aplikáciach pri obehových problémoch, pri imunologických  problémoch, na aktiváciu erytrocytového metabolizmu, revitalizáciu, aktiváciu antioxidantov a radikálov v zametačoch, v liečbe rán a popálenín. Stredné koncentrácie do 50 – 60 mikrogramov  používame na lokálne i systémové aplikácie, to znamená aj infúzie a autohemoterapiu. Na povrchové aplikácie, na infekčné rany a aktívnu kolitídu sa používajú dávky podľa niektorých zdrojov  až do 100 mikrogramov, iná zdroje uvádzajú, že bezpečná dávka je do 80 mikrogramov ozónu v kyslíkovej zmesi. Vyššie koncentrácie poškodzujú erytrocyty, akoby  vysušovali  erytrocyty,  strácajú svoju schopnosť transportu kyslíka. V literarútre sa udáva, že antisklerotické účinky má koncentrácia 90ug/ml, imunosupresívne účinky má koncentrácia 70 ug/ml ozónu v  kyslíkovej zmesi. 
[image: image15.emf]2 anticelulitídne

antierytematózne 5

10 štiepenie tukov

protizápalové 15

20 proti bolestivé

protizápalové 25

30 immunostimula

č

né

proti akné 35

systemové aplikácie

obehové problémy

imunologické problémy

aktivácia Ery metabolismu

revitalizácia

aktivácia antioxidantov a radikálových 

zameta

č

ov

rany, popáleniny

40 baktericídne

virucídne 50

povrchové aplikácie

systémové aplikácie

60 fungicídne

immunosupresívne 70

90 antisklerotické

povrchové aplikácie

infek

č

né rany

aktívna kolitída

100

µg/ml

Účinky ozónu podľa koncentrácie


Obr. 14: Účinky ozónu v závislosti na jeho koncentrácii
Zaujímavé sú štatistiky o úspešnosti liečby ozónom v rôznych indikáciach, z literárnych údajov sa uvádza  ischemická choroba srdca, ktorá vykazuje 90 % - né zlepšenie, vaskulárna encefalopatia 78 % - né zlepšenie, ischemická choroba dolných končatín 98 % - né, problémy zažívacieho traktu ako gastritída, vred 95 % - né zlepšenie, artrózy 80 – 90 % - né zlepšenie, bronchiálna astma 50 – 60 -né %, problémy s imunitným systémom 80 % zlepšenie, problémy s cukrovkou alebo jej komplikácie 90% -né zlepšenie, pri zápaloch hlavne chronických zápaloch ženských pohlavných orgánov je 85 % - né zlepšenie. Takéto  zlepšenie je samozrejme významné , ale je tu aj ekonomický faktor liečby. Vieme, že náklady na lieky sú jedna veľká položka v liečbe, niektorí autori  práce sa preto pokúšali porovnať štandardnú liečbu a liečbu ozónom z hľadiska ceny a zistili, že vlastne štandardná liečba v porovananí s ozónovou liečbou je asi 10-násobne drahšia u ochorení zažívacieho traktu, u ochorení endokrino, metabolické a imunodeficientnych stavov je štandardná liečba 16 násobne drahšia, pri ochorení nervového systému a zmyslových orgánov je to asi 4-krát, pri ochoreniach kardiovaskulárneho sú náklady o asi 1, 5 až 2- krát vyššie.
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Obr.15: Zrýchlené hojenie rany u diabetika po systémovej a lokálnej 
             liečbe v priebehu 1 mesiaca (vlastné pozorovanie)
[image: image17.emf]
Obr. 16: Ulcus cruris liečený lokálne Olozolom ( vlastné pozorovanie)
Spôsoby podávania ozónu
Podávame ho systémovo a podávame ho lokálne. Systémové spôsoby sú veľká autohemoterapia (VAH), kde špeciálnym zariadením sa odoberie 50 až 150 ml krvi, ktorá sa vystaví pôsobeniu ozónu s následnou aktiváciou erytrocytov, takáto krv sa potom vracia naspäť žilou  do organizmu. Takýto spôsob je preferovaný hlavne  v Západnej Európe. Ako píše Bocci, treba takýchto procedúr urobiť viac, lebo touto procedúrou, ako keby sme označkovali bunky, ktoré majú potom vplyv na imunitný systém a na tvorbu nových buniek v kostnej dreni, kde sa začnú  vytvárať nové „označené“ bunky. Opakovanou aplikáciou „značkujeme“ viac a viac buniek a následne obmeníme väčší objem krvi a dosiahneme dlhodobý efekt zmien dlhodobou produkciou „nových“ buniek v kostnej dreni a imunitnom systéme . Iným spôsobom aplikácie je infúzia ozonizovaného fyziologického roztoku alebo glukózy, čo bolo a je populárne hlavne v bývalom Sovietskom zväze vzhľadom na technické a pravdepodobne i  finančné podmienky v 80-tych rokoch minulého storočia. V roku 2001 Ministerstvo zdravotníctva ruskej federácie pod hlavičkou mnohých akademikov a profesorov vydalo tzv. Základné princípy a taktika ozonoterapie pre lekárov (22),  príručku metodiky ozonoterapie pri rôznych ochoreniach, u ktorých sa liečebný efekt považuje za preukázaný. Zároveň je v príručke uvádzaný i zoznam kontraindikácií, napr. veľmi akútne ochorenia, akútne krvácanie do mozgu, hypertyreóza, sklon ku krvácaniu, trombocytopénia, poruchy zrážania krvi, alergia na ozón. 

Čo píše Bocci vo svojej práci o nových poznatkov v ozonoterapii po roku 2000  (2)? Píše, že jeho laboratórium upustilo od aplikácie ozonizovaného fyziologického roztoku, lebo ozón s NaCl reaguje za tvorby tzv. hypochloric acid (HClO), ktorá má dráždivé účinky, používa sa napríklad do deodorantov a dezinfekčných prostriedkov, a táto látka spôsobuje u niektorých ľudí lokálnu dráždivú reakciu v žilách (bolesť, začervenanie, indurácia žily a jej okolia), ktoré trvá niekoľko dní až týždňov, preto on a jeho spolupracovníci uprednosňujú  podávanie ozonizovanej 5 % - nej glukózy. Pravdepodobne najlepšie by bolo podávanie destilovanej vody, aby pôsobením oxidačného činidla nevznikali radikály z prítomných látok. Pre ilustráciu uvedieme príklad, ak budeme používať koncentráciu 60 mg na mililiter ozonizovanej zmesi, pri použití dvoch litrov tejto zmesi dokážeme rozpustiť na začiatku vo fyziologickom roztoku 250 ml asi 2,75 miligramu ozónu. Pretože ozón je nestabilný, dochádza v závislosti na teplote toho roztoku k jeho okamžitému rozpadávaniu a koncentrácia klesá. Pri 10°C z týchto 2, 75 mg klesne celková dávka za 6 minút, čo je čas kedy podáme infúziu tohto čerstvo pripraveného roztoku, na koncentráciu 2,6mg  a v 30. minúte je v tom roztoku koncentrácia ozónu asi 2,0 mg. Priemerná celková hodnota ozónu v zmesi je potom asi  2,3 mg .
Ďalší spôsob aplikácie ozónu systémového charakteru je rektálna insuflácia, kde rektálnou rúrkou podávame ozón, buď do oblasti ampuly alebo hlbšie podľa dĺžky rektálnej rúrky. Tento spôsob podávania je uprednostňovaný na Kube. Vzhľadom na anatomické pomery sa časť ozónu vstrebáva do veľkého obehu a časť ozónu sa dostáva cez vena mesenterica inferior do portálnej žily a následne do pečene, čo sa môže využívať pri predpokladanom liečebnom účinku ozónu pri poškodeniach pečene, pri detoxikácii. Používaná dávka je 250 až 500 ml (niektoré údaje až 8OO ml) ozonizovaného roztoku, všetko závisí od celkovej dávky ozónu, ktorý chceme podať. Odporúča sa, aby maximálna dávka denne neprekročila 10 mg ozónu za 24 hodín, najlepšie aby bola rozdelená do viacerých dávok. Pri rektálnej insuflácii by som uviedol prezentáciu autora Leona a spolupracovníkov z roku 2002, kde autori sledovali na  zvieracom modeli stav glykogénovej deplécie účinkom tetrachlórmetánu, ktorý poškodzuje pečeňové bunky. Histologicky boli vyšetrené vzorky pečeňového tkaniva pred a  po aplikácii tetrachlormetánu. V ďalšom pokuse pred aplikáciou tetrachlormetánu bol podávaný ozón. Bolo zistené, že pečeňové tkanivo nebolo poškodené a  podobalo sa  na zdravé tkanivo, nedošlo teda k deplécii glykogénu.
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Obr. 17:  Vplyv ozónu v prevencii poškodenia pečeňovej bunky CCl4 ,(internet)

Vo funkčnom vyšetrovaní používame spiroergometriu na odhad, nepriame vyšetrenie obsahu glykogénu pomocou tzv. respiračného kvocientu svalu podľa Coopera (6). Princíp stanovenia tohto parametru je v tom, že za optimálnych podmienok zdrojom alebo energetickým substrátom je glukóza, pri stúpajúcej záťaži až po úroveň aeróbneho prahu, kedy sa dosiahne stopercentné využitie aerobných schopností organizmu. To znamená, že respiračný kvocient pre spaľovanie cukrov je cca 1,00. Ak organizmus nebude mať dosť cukrov, nebude ich môcť získavať z glykogénu,  musí začať využívať iný substrát a tým sú po  aktivácii lipolýzy mastné kyseliny.  Respiračný kvocient pri spaľovaní  mastných kyselín je asi  0,7 . To znamená, že pri zvýšenom podiele spaľovaných mastných kyselín počas záťaže do intenzity aeróbneho prahu  bude tento nižší podľa podielu mastných kyselín na tvorbe energie
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Obr. 18: Zmeny respiračného kvocientu svalu u športovca s chronickým

              únavovým syndrómom po 5 infúziach ozonizovaného roztoku

Obrázok ukazuje zmeny respiračného kvocientu svalu u športovca s chronickým únavovým syndrómom neznámej etiológie. Pred aplikáciou bola hodnota RQmusc  0,85. To samozrejme môže znamenať aj to, že na tvorbu energie sa  využíva aj spaľovanie  glukoneogénnych  aminokyselín, ale na potvrdenie tejto domienky  by boli potrebné ďalšie vyšetrenia. Na druhej strane po piatich infúziach ozonizovaného fyziologického roztoku hodnota RQmusc stúpla, čo môže  znamenať, že organizmus začal spalovať viacej cukrov, lebo ich mal k dispozíci. 
Ďalším použitím ozónu je miestna aplikácia. Ako bolo spomínané v historickom prehľade, priekopníci ozónoterapie využívali všetky možnosti na to, aby vyskúšali aplikáciu ozónu pri rôznych ochoreniach a z tých miestnych je to napríklad intraartikulárna aplikácia, intraarteriálna aplikácia, lokálna aplikácia vo forme roztokov, obkladov, kúpeľov, aplikácia do medzistavcovej platničky alebo paravertebrálna, už spomínaná aplikácia ozónu do mozgomiešneho moku. Miestna aplikácia ozónu v ozonizovanom olivovom oleji je založená na princípe tvorby stabilných  „ozonoidov“  (zľúčeniny ozónu a mastných kyselín), ktoré sa vo vodnom prostredí rozpadávajú,  degradačná kaskáda sa opätovne spustí a vytvára oxidačný stres na miestnej úrovni. To pomáha napríklad pri liečení rán likvidovať menejcenné, poškodené bunky, ktoré nemajú antioxidačnú membránu, pomáha urýchlovať regeneráciu. Podporuje angiogenézu a tvorbu nových epiteliálnych buniek.  Z mnohých  diagnóz, ktoré používame sú samozrejme niektoré ´´experimentálne´´ , pretože sú založené iba na literárnych údajoch o pozitívnom vplyve, na druhej strane je zase prekvapujúce to, že lekári s klasickým vzdelaním nemajú záujem o takéto aplikácie. Uvediem príklad pacientov s ulceróznou kolitídou, ktorí napriek kortikoterapii a ostatnej podpornej liečbe so zlou kvalitou života, so zápalovými prejavmi prišli požiadať o aplikáciu ozónu. Aplikovali sme ozón rektálne a infúziou ozonizovaného F1/1, veľmi rýchlo došlo k potlačeniu zápalovej reakcie, k úprave pasáže stolice, k možnosti zníženia dávok klasickej liečby, ktorá má množstvo nežiaducich účinkov (Cushingov syndróm) a k výraznému zlepšeniu kvality života. Kolonoskopické kontrolné vyšetrenie po liečbe  nepreukázalo prítomnosť zápalových prejavov na stene hrubého čreva. Stav je stabilizovaný asi tri roky, napriek tomu ošetrujúci lekár neprejavil záujem o túto liečbu u iných pacientov. 

Problémom celej liečby je jeden fakt, že pacient napriek tomu, že chodí do zdravotníckeho zariadenia, nemá plný efekt liečby a lekár potom, ako dostane informáciu, že by sa použila liečba, neadekvátne reaguje na takúto informáciu vetou: „Veď to Vás môže zabiť!“, čo spôsobuje u pacienta dilemu. Lekár mu nemôže alebo nevie poskytnúť lepšiu starostlivosť, pritom ho dezinformuje bez svojej dostatočnej znalosti problematiky.

Aeróbny metabolizmus 
Schopnosť pľúc, srdca a ciev dodávať dostatočné množstvo kyslíka do buniek, do pracujúcich svalov podľa požiadaviek, ktoré kladie predĺžená fyzikálna aktvita sa nazýva kardiorespiračná vytrvalosť. Je charakterizovaná spotrebou kyslíka, určitým množstvom kyslíka, ktoré telo, hlavne pracujúce svaly spotrebujú počas záťaže. Jej maximálna hodnota VO2max je maximálne množstvo kyslíka, ktoré pracujúce tkanivá spotrebujú v priebehu časovej jednotky. Tá sa udáva v priebehu minúty fyzickej aktivity, vyjadruje sa v litroch za minútu alebo v relatívnych hodnotách mililitroch za minútu na kg telesnej hmotnosti. Považuje sa za najlepší ukazovateľ aeróbnych schopností. Anaeróbne cvičenie je taká záťaž, ktorá nevyžaduje kyslík pre okamžitú produkciu ATP, pričom pre vykonanie aktivity je k dispozícii okamžite energia vo svaloch, resp. je možnosť rýchlej tvorby z glykogénu. Aeróbna záťaž vyžaduje kyslík na produkciu potrebného množstva energie vo forme ATP. Aké sú výhody aeróbneho tréningu ? Je to dosahovanie vyššej hodnoty spotreby kyslíka, zvýšenie celkovej kapacity krvi pre kyslík, zníženie pulzovej frekvencie na submaximálnej úrovni, zlepšenie kontraktility srdcového svalu,  Ďalšou zmenou je zvýšenie počtu a veľkosti mitochondrií a zvýšenie počtu funkčných kapilárií v oblasti pracujúcich svalov, rýchlejší nástup aeróbneho metabolizmu a rýchlejšie ukľudnenie, zníženie tlaku krvi, hladiny lipidov a zvýšenie enzýmov, ktoré spaľujú tuky. Celkový prenos kyslíka z okolitého vzduchu do pracujúcej bunky je zložitý, viacstupňový proces. Vyhodnocovať iba jeden parameter, ako napríklad pulzovú frekvenciu, je síce užitočné z praktického  hľadiska, pretože pulzová frekvencia sa relatívne ľahko sleduje. Je to iba jeden z parametrov, ktoré hovoria o tom, ako proces transportu kyslíka prebieha. Záverečná hodnota spotreby kyslíka alebo výsledná hodnota spotreby kyslíka nám hovorí len to, ako z našich maximálnych schopností vieme naše aeróbne schopnosti využívať, ale nehovorí o tom, ako sa ktorý systém podieľa na tomto transporte. Takže môže sa stať, že transport prebieha rovnomerne, rovnomerne sú zaťažené všetky systémy, na druhej strane pri tej istej hodnote maximálnej spotreby kyslíka môže niektorý systém byť využívaný na maximum, aby kompenzoval zníženú funkčnosť iného systému. To znamená, že napríklad môže dosahovať alebo prekračovať maximálne predpokladané hodnoty spotreby ventilácie, pretože je treba vykompenzovať porušenú funkciu srdca alebo schopnosti extrahovať kyslík.. 

Ktoré parametre budú charakterizovať aeróbny metabolizmus ? V prvom rade je to spomínaná spotreba kyslíka. Je treba povedať, že celková spotreba kyslíka sa skladá vlastne z dvoch zložiek. Je to zložka aeróbna a zložka anaeróbna. Bolo síce povedané, že anaeróbny výkon môžeme vykonávať aj bez okamžitej tvorby energie,  bez kyslíka. To nám umožňujú priame zásoby ATP a kreatinfosfátu (alaktátový anaeróbny metabolizmus) a anaeróbna glykolýza (anaeróbny laktátový metabolizmus) využívajúca zásoby glycidov vo svale resp. v pečeni. Podiel anaeróbneho resp. aeróbneho  metabolizmu  na celkovej spotrebe kyslíka treba  posúdiť pri jej hodnotení. Vieme, že geneticky máme daný pomer svalových vlákien a tento pomer predurčuje celkový podiel aeróbneho a anaeróbneho metabolizmu na spotrebe kyslíka. Zvýhodnený v tomto ohľade budú tí, ktorí budú mať viac pomalých červených vlákien, lebo ich to bude predurčovať k tomu, aby dosiahli vyšší aeróbny, maximálny výkon. To znamená, že z celkového podielu VO2 max väčší bude podiel aeróbneho metabolizmu. Prvým takým parametrom je. „aeróbny prah“, čo je intenzita záťaže, kde teoreticky dosahujeme 100 % pokrytia metabolických potrieb aeróbnym metabolizmom. Nie je tu nadprodukcia laktátu, pretože nevyužívame glykogén ako substrát pre tvorbu energie , na tejto úrovni môžeme teoreticky vykonávať kontinuálne prácu šesť až osem hodín. Druhým ukazovateľom je „anaeróbny prah“, ktorý má síce trochu zavádzajúci názov anaeróbny, ale neznamená to, že tam je hlavným zdrojom energie anaeróbny spôsob uvoľnovania alebo vytvárania energie. Znamená to, že pri tejto intenzite môžeme vykonávať vytrvalostný výkon v trvaní 2 až 3 hodiny, bez toho, aby dochádzalo k akumulácii laktátu. Je tu rovnováha produkcie a odstraňovania kyseliny mliečnej z krvi. Teoretická hodnota ( podľa Wassermana) pre tento prah sú 4 mmol/l laktátu. Samozrejme u každého jedinca je tento prah individuálny, zvlášť dôležité to je pre športovcov.  Takto stanovený prah môžeme určovať laktátovou krivkou alebo ventilačnými parametrami počas spiroergometrie, ktoré využívame v našich hodnoteniach pre ich neinvazívnosť. Z ďalších parametrov, ktoré nám môžu poukazovať na aeróbne schopnosti je ukazovateľ kyslíkového pulzu, ktorý určuje, aká je spotreba kyslíka na jeden úder srdca. Po úroveň anaeróbneho prahu je vlastne nepriamo ukazovateľom veľkosti systolického objemu (stroke volume), pretože sytolický objem, dosahuje za normálnych okolností v oblasti anaeróbneho prahu svoje maximum. Nároky na zväčšovanie minútového objemu sú v čase po úroveň aeróbneho prahu spĺňané hlavne cez zvyšovanie systolického objemu a neskoršie po prekročení anaeróbneho prahu cez  zvyšovanie pulzovej frekvencie. V prípade, že z nejakých dôvodov nachádzame narušené narastanie pulzovej frekvencie (ochorenie, lieky), vyúsťuje to do zníženia minútového objemu krvi a poklesu jeho narastanie, čo samozrejme sekundárne prináša menšie množstvo kyslíka do periférie. Podobné správanie môžeme vidieť aj v reakcii ventilácie na záťaž, keď sa aktuálne požiadavky na ventiláciu plnia najprv  cez zvyšovanie dychového objemu a neskoršie po dosiahnutí plateau dychového objemu výraznejším zvyšovaním dychovej frekvencie. Ak je prítomná limitácia  zvyšovania dychového objemu, skôr začína kompenzácia cez dychovú frekvenciu. Dychový vzor nízky objem / vysoká frekvencia umožňuje  ľahšie, energeticky menej náročné dýchanie, pretože netreba prekonávať vysoký elestický odpor pľúcneho tkaniva pri výraznom nádychu, pri aktívnej práci počas nádychu. Problémom sa pri nižšom dychovom objeme stáva narastajúci podiel mŕtveho priestoru na dychovom objeme VD/VT, čo má za následok pokles parciálneho tlaku v alveoloch pre kyslík pri zvýšenej záťaži a následne zníženie rozdielu PA-aO2. To vedie k poklesu parciálneho tlaku kyslíka v arteriálnej krvi a vzniku hypoxemickej insuficiencie. Z ďalších parametroch sledujeme tlak krvi, ktorý je funkciou minútového objemu a periférnej rezistencie a ďalej môžeme sledovať správanie sa ventilačných ekvivalentov pre kyslík a oxid uhličitý, ktoré nám určujú, aká je efektivita ventilačného systému ku spotrebe kyslíka a pomocou nich  určujeme jednotlivé prahy. Ďalším sledovaným parametrom môže byť tzv. dychový kyslík, čo je pomer spotreby kyslíka a dychovej frekvencie, čiže množstvo spotrebovaného kyslíka na jeden dychový cyklus. Posudzujeme ním účinnosť  a súčinnosť ventilácie a metabolických požiadaviek. Všetky  parametre majú svoje pokojové hodnoty, tzv. „normálne“ resp. bežné hodnoty a potom záťažové hodnoty, ktoré napr. u vytrvalostných športovcov sa výrazne odlišujú od bežnej populácie ako prejav adaptácie na objemového preťaženie. 
Parametre sledované pri spiroergometrii sú uvádzané v jednotkách bežných pre túto metódu, tak ako sú tiež uvádzané v učebnici Telovýchovného lekárstva (13).
Cieľ práce, materiál a metódy
Cieľom práce je  posúdiť vplyv aplikácie ozónu na aeróbny metabolizmus organizmu. Pri hodnotení použiť spiroergometrické vyšetrenie , vhodné pre jeho neinvazívnosť.

Pri aplikácii ozónu sme využili dobrovoľníkov, ktorí sa sami prihlásili alebo po poučení o vlastnostiach ozónu následne prejavili záujem o jeho aplikáciu.  Sledovaný súbor nie je homogénny z hľadiska veku, pohlavia a telesnej stavby. Jeho homogenita vyplýva z charakteristiky možného poškodenia parametrov aeróbneho metabolizmu. V súbore sú športovci a pacienti s únavovým syndrómom, poklesom výkonnosti a hlavne diabetici.
Parametre aeróbneho metabolizmu sme vyšetrovali štandartnou metódou spiroergometrie. Hodnota maximálnej spotreby kyslíka, hodnoty aeróbneho prahu a anaeróbneho prahu, kyslíkového pulzu sme porovnávali pred aplikáciou a v rôznych modeloch po aplikácii ozónu v infúznej forme. Spiroergometriu sme vykonávali na bicyklovom ergometri Ergoline, analýzu expirovaného vzduchu na analyzátore f.Ganshorn metódou breth-by-breath bežne používanou metódou.(6)
Ozón pre aplikáciu sme pripravovali pomocou generátora ozónu v presne určených koncentráciách. Generátor vyrobila f.Therapy Systems Brno, Česká republika a zapožičala ho f.Vlaho spol.s r.o. Lehnice. Pomocou neho je možné pripravovať presné koncentrácie ozónovej zmesi od 1 – 8O ug. Ozón sa prebublával cez 250ml F1/1 v stanovenej koncentrácii ozónu 60ug/ml v zmesi O2/O3, čo predstavovalo celkovú dávku asi 2,0 mg v 30minútovej infúzii ochladenej na asi 10°C. a so zámerom spomaliť rozklad ozónu počas infúzie. Infúzne sety od f. BBraun boli odolné proti pôsobeniu ozónu. Vedľajším účinkom  boli lokálna bolesť a ojedinelé drobné zápalové reakcie v mieste vpichu, ktoré odozneli spontánne v priebehu niekoľkých dní, v budúcnosti sa namiesto F1/1 bude používať 5%roztok glukózy.(2) Infúzie v sledovaní diabetikov sme podávali dvakrát týždenne v trvaní päť týždňov, teda spolu desať aplikácií.
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Obr.19:  Spiroergometrické vyšetrenie na bežiacom páse
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Obr. 20:  Príprava ozonizovaného fyziologického roztoku  a jeho podávanie

Predbežné výsledky 
Presun kyslíka z okolitého vzduchu k pracujúcej bunke je zložitý viacstupňový proces. Vyváženosť celého systému závisí od optimálnej funkcie každej úrovne prenosu. Sledovali sme reakciu jedincov rôznej výkonnostnej úrovne na aplikáciu ozónu. Bola to reakcia v priebehu podávania ozónu v i.v. infúzii, odpoveď organizmu na jednorazové podanie a reakciu na opakované podanie. 

V dostupnej literatúre sme nenašli mnoho prác, ktoré by sledovali vplyv aplikácie ozónu na aeróbny metabolizmus hodnotené spiroergometrickým vyšetrením. Podnetom začať sledovať odpoveď organizmu na tento silný oxidačný podnet bol prípad športovca s chronickým únavovým syndrómom neznámej etiológie, ktorému sme podali ozón rozpustený v 250 ml fyziologickom roztoku v koncentrácii 6O ug/ml ozónovo kyslíkovej zmesi, spolu 5x v priebehu týždňa. Prekvapujúci efekt tejto aplikácie nás viedol k myšlienke k využitiu takejto aplikácie u osôb s limitovanou možnosťou pohybovej  aktivity  na zlepšenie kvality života alebo v predoperačnej príprave.

	
	

	 
	pred
	po
	% zmeny

	výkon                          
	144
	210
	45,8

	VO2max                         
	1,88
	2,31
	22,9

	VCO2max                         
	2,28
	3,28
	43,9

	PF
	172
	194
	12,8

	O2P
	10,9
	11,9
	9,2

	FEO2
	3,37
	2,77
	-17,8

	RQmuscle
	0,85
	0,91
	7,1

	VEmax
	55,7
	83,4
	49,7

	VT
	2,58
	2,97
	15,1

	df
	21,6
	28,1
	30,1

	
	
	
	

	
	
	
	


Tab.1: Vplyv opakovanej aplikácie na maximálne parametre  pri teste do vita maxima

V predošlej tabuľke možno vidieť,  ako sa prekvapujúco zmenili či už maximálne hodnoty aeróbneho metabolizmu po piatich infúziách Pri vstupnom vyšetrení probant dosiahol asi 70% prediktívnej hodnoty maximálneho telesného výkonu, ktorý po aplikácii ozónu zvýšil na úroveň svojho predpokladaného maxima (tab.1). Treba uviesť, že posledné dva roky trpel chronickým únavovým syndrómom, ktorý sa nedarilo objasniť. Po aplikácii ozónu došlo k zmene hodnoty parametru RQmusc  , ktorý je nepriamym ukazovateľom obsahu glukogénu využívaného v anaeróbnej glykolýze (obr.19). 

Zvýšenú dodávku kyslíka do organizmu zabezpečujú  zmeny minútového objemu krvi a arteriovenózneho rozdielu . Rozlišujeme v zásade dva typy patologickej reakcie na zvýšené požiadavky počas telesnej záťaže (obr.22). Akým spôsobom pravdepodobne došlo k zmene parametrov ukazuje graf 2, kde je zobrazená závislosť artériovenózneho rozdielu a telesného výkonu. Nižšie hodnoty na porovnateľnom stupni záťaže poukazujú na to, zvýšené požiadavky na dodávku kyslíka pri prvom vyšetrení boli  limitované kardiálnou funkciou (nízka hodnota anaeróbneho prahu s relatívne zvýšenou extrakciou kyslíka) a poukazovali spolu s RQ muscle na zníženie zásob glykogénu a využitie mastných kyselín ako náhradného metabolického substrátu. Pri druhom vyšetrení pri vyššej dosiahnutej  maximálnej záťaži došlo k poklesu hodnoty arteriovenózneho rozdielu a zvýšeniu hodnoty aeróbneho metabolizmu (prah, kyslíkový pulz).


[image: image22]
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Obr. 21: Hypotetický priebeh  vzťahu minútového objemu krvi a artériovenózneho rozdielu 
              pre  kyslík, ktorých súčin  dáva hodnotu spotreby kyslíka (bez označenia normálny 
              priebeh, 1 kardiálne postihnutie 2 skeletálna myopatia) (6)
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Graf.2: Vplyv opakovanej aplikácie 5x ozónu na artériovenózny rozdiel pre kyslík

V priebehu opakovanej aplikácie ozónu infúziami nedošlo k významnejším zmenám hodnôt krvného obrazu, predovšetkým červenej zložky. Opakovane sme pozorovali pokles hladiny CRP (zápalový ukazovateľ) a sedimentácie krvi (FW) a glykovaného hemoglobínu. Z výsledkov vidno, že počas  takejto aplikácie  ozónu , (spolu 10x za 5 týždňov) sme nepozorovali  zmeny ovplyvňujúce koncentráciu hemoglobínu. Je to v súlade s názormi (2,5) iných autorov na úlohu peroxidu vodíka resp. „H2O2 – generating haem protein“ ako regulátora produkcie erytropoetínu.  Zvýšená hladina peroxidu vodíka potláča produkciu erytropoetínu a teda zvýšenú tvorbu hemoglobínu, ako ju poznáme po dlhodobom hypoxickom podnete. 
	Zmeny hematologických parametrov pred a po aplikácii ozónu

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	HB
	139,8
	137,3
	
	-1,8
	

	Er
	4,4
	4,3
	
	-1,3
	

	HTK
	41,3
	40,7
	
	-1,6
	

	MCV
	94,0
	93,7
	
	-0,4
	

	Le
	7,6
	7,3
	
	-4,4
	

	Tr
	194,0
	186,0
	
	-4,1
	

	FeS
	18,1
	18,2
	
	0,8
	


Tab.2: Vplyv opakovanej aplikácie ozónu na krvný obraz

Uvedené zmeny jednotlivých parametrov poukazujú na rôznorodosť odpovedí v závislosti na telesnom stave, pridružených ochoreniach.  Počas jednorázového podávania  infúzie dochádza k zníženiu metabolických nárokov  a ventilácie . Probant A reaguje znížením extrakcie kyslíka, probat B po 4 týždňovom pobyte a tréningu v nadmorskej výške 2000 m n.m. reaguje zvýšenou extrakciou, ktorá je pravdepodobne adaptačným prejavom na hypoxiu. Po 24 hod. po podávaní infúzie pri záťaži na úrovni anaeróbneho prahu zaznamenávame nárast výkonu a spotreby kyslíka  bez výraznejšej zmeny extrakcie kyslíka. U probantov  po 10 infúziách ozónu sme zaznamenali pri teste do maxima nárast hodnôt maximálnej spotreby kyslíka, maximálnej pulzovej frekvencie ako i hodnôt na úrovni aeróbneho a anaeróbneho prahu. Toto môže poukazovať na nárast minútového objemu krvi a zlepšenie kardiálnej funkcie, nakoľko sme zaznamenali i nárast hodnoty kyslíkového pulzu, ktorý je nepriamo ukazovateľom systolického objemu srdca. Zlepšili sa i parametre ventilácie.

Počas mnohopočetných aplikácií sme zaznamenali  iba ojedinelé vedľajšie účinky v zmysle reakcie žilného systému v mieste vpichu infúzie, ktoré spôsobujú pravdepodobne oxidačné produkty chlóru z NaCl.

Jakl (6) testoval športovcov, ktorým aplikoval ozón metódou veľkej autohemoterapie. Nezistil zmeny pulzovej frekvencie a  výkonu na úrovni aeróbneho, anaeróbneho prahu a na maximálnej úrovni. Nezistil ani zmeny hematokritu po aplikácii ozónu.

Záver
Použitie ozónu v medicíne má viac ako 100 ročnú históriu. Ozónoterapia je multidisciplinárna metóda, ktorá dopĺňa klasické liečebné postupy. Používá se pre liečbu ischemických stavov, chronických infekcií včítane HIV, porúch imunitného systému, alergických chorôb, ochorení dýchacích ciest, neurologických ochorení, chronických degeneratívnych chorôb a mnohých  dalších ochorení. Pre svoj regeneračný a energetický efekt je používaná v telovýchovnej praxi. Je používaná tiež v  liečbe bolesti. Veľmi dobré výsledky sa dosahujú v gerontológii. Úspešne tiež prispieva k liečbe nádorových ochorení. Je jednou zo základných liečebných metód v kúpeľníctve a na klinikách  zameraných na  detoxikáciu a revitalizáciu organizmu  pacientov  s civilizačnými problémy a únavovým syndrómom. Ozón má viaceré účinky : antibakteriálny, antivirusový, protiplesňový, podporujúci mikrocirkuláciu, protizápalový, imunostimulujúci, zlepšuje dodávku kyslíka do periférie.

Súčasná medicína sa snaží porozumieť príčinám chorôb a následne ich liečiť liekmi. Používa metódy amputácie a transplantácie v riešení patologických stavov. Na rozdiel od tohto spôsobu ozón nelieči choroby, ale lieči človeka. Ozón lieči  rovnakým spôsobom bunku v pečeni, svale, mozgu, a preto môže napohľad riešiť veľké množstvo ochorení. V podstate ide o regeneračnú liečbu buniek, tkanív a systémov ľudského organizmu.

Ozón je  asi 10x rozpustnejší vo vode a je silnejšie okysličovadlo ako kyslík. Ako antiseptikum sa ozón začal používať začiatkom 2O.storočia a iba vďaka nedostatočným technickým podmienkam sa využívali metódy založené na priamom kontakte s vonkajším povrchom tela a telesných dutín. Všeobecne sa aplikuje v súčasnosti dvomi základnými spôsobmi: celkovo a miestne  (systémovo a lokálne).

Medzi celkové metódy patrí veľká autohemoterapia, aplikácia do hrubého čreva a infúzna liečba. Miestna aplikácia plynnej zmesi sa realizuje do kĺbov, hrubého čreva, pošvy a močového mechúra, do akupunktúrnych bodov a na pokožku. Možné je pravidelné pitie či kloktanie ústnej dutiny pri rôznych problémoch. Pri ošetrovaní vredov na končatinách sa môžu používať špeciálne vaky s ozonizovanou vodou alebo plynnou zmesou. Význam má použitie ozónu v chirurgii, plastickej a estetickej chirurgii a kozmetológii. V týchto prípadoch sa ozón aplikuje intradermálne, podkožne. Je možno vykonávať nechirurgickú liposukciu, liečbu miestnych lipodystrofií a celulitídy, keloidných jaziev, odstraňovanie vrások na tvári, dekolte.

Z hľadiska našej problematiky vplyvu na výkonnosť a na metabolizmus, by som uviedol niekoľko príkladov, prečo nás táto tematika zaujala. Zaujala nás preto, lebo v starostlivosti máme množstvo ľudí – aj nešportovcov , ktorí majú zníženú výkonnosť. V telovýchovnom lekárstve rozoznávame tréning pre zdravie a tréning športový . V  tréningu pre zdravie chceme z preventívneho hľadiska naučiť ľudí, aby si zvyšovali úroveň aeróbneho metabolizmu, aby tak v neskoršom veku boli schopní sebestatočnej pohybovej aktivity, ktorá im umožní kvalitný život. Nakoľko so stúpajúcim vekom nám klesajú schopnosti rýchleho využitia energie cez glykogén, musíme sa snažiť, aby sme mali čo najlepšie parametre aeróbneho metabolizmu tvorby energie. Druhým okruhom problematiky je problematika prežitia (precondition) rôznych typov konzervatívnej a chirurgickej liečby zlepšením adaptácie na oxidačný stres.  Príčinou mnohých chronických ochorení je práve dlhodobý oxidačný stres. V klasickej medicíne takýchto pacientov mnohokrát iba „staticky“ paliatívne sledujeme. Ozón by mohol priniesť aktívny prístup v obnove antioxidačných schopností organizmu . 
Ozónoterapia je vo svete známa liečebná metóda, ktorá si aj u nás hľadá svoje miesto v rodine 

liečebných metód, či už ako hlavná alebo doplnková liečba. Výhodou je  technická nenároč nosť, bezpečnosť a malý počet nežiaducich účinkov. Aplikácia ozónu je jednoduchá a efektívna metóda  zlepšenia efektivity aeróbneho  metabolizmu s  deficitom rôzneho stupňa a pôvodu. Samozrejme sú  potrebné ďalšie sledovania na väčšom počte osôb a štatistické vyhodnotenia získaných výsledkov.
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