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UvVoD

Molekularni vodik je nejmensi molekula plynu, ktera je diky své strukture
nejjednodussim prvkem v ptirod€. Dnesni doba nam umoziuje tuto molekulu zkoumat
detailnéji. Dosud nebyly prokazany zadné negativni vlivy H; na lidsky organismus, ba
naopak. Molekularni vodik je oznaCovan jako u¢inny antioxidant zabranujici vzniku
oxida¢niho stresu. Nekolik studii potvrdilo jeho protizanétlivé, protialergické
a antiapoptoticke ucinky témer ve vSech organech, vcetné zrakového aparatu.

Slzny film pusobi jako bariéra mezi okem a vn&j§im prostiedim, jez je zodpoveédna
za zdravi, pohodli, mechanickou, environmentélni a imunitni ochranu. Pokud je narusena
lipidova vrstva slzného filmu, do oka je propusténo vétsi mnozstvi kysliku. Dasledkem
zvySené hladiny O: je nadprodukce volnych radikalt, coz vede k oxidacnimu stresu
v bunikach, a tim k nékolika zanétlivym onemocnénim povrchu oka. Proto se tato
diplomova prace zaméfila na souvislost mezi slznym filmem a molekularnim vodikem
jakozto antioxidantem zabrafujicim rozvoji oxidacniho stresu v této vrstve.

Préce je rozdélena na Cast teoretickou, ktera se sklada ze tii hlavnich kapitol, a ¢ast
experimentalni. Prvni kapitola teoretické Casti charakterizuje chemicky prvek vodik
ajeho funkce v lidském organismu, vcetné volnych radikald, oxidacniho stresu
a antioxidantd. Zavér této kapitoly diskutuje o molekularnim vodiku jakozto G¢inném
a bezpe¢ném antioxidantu. Druha kapitola teoretické Casti pojednava o terapeutickych
ucincich molekularniho vodiku a moznostech samotné aplikace tohoto plynného prvku
do naseho téla. Nasledn€ jsou uvedeny vlivy molekularniho vodiku nejen na celkovy
organismus, ale 1 na zrakovy aparat. Tteti kapitola teoretické casti je veénovana
charakteristice slzného filmu, konkrétné jeho funkci, struktufe a funkéni jednotce slzného
aparatu. V zavéru této kapitoly je popsan vznik oxidacniho stresu v slzném filmu a jeho
mozny vliv na pfedni segment oka. Experimentalni ¢ast popisuje ovéfeni vlivu inhalace
H: na slzny film, pfi kterém je hodnocena doba rozpadu slzného filmu, vyska a objemova

slozka slzného menisku.



1 VODIK

V uvodu této kapitoly budou popsany vlastnosti, vyskyt a vyuziti chemického prvku
vodiku. Poté budou rozebrany funkce molekularniho vodiku v lidském organismu, vetné
volnych radikal(i, oxidacniho stresu a antioxidant(. Prvni kapitolu uzavira pojednani

o molekularnim vodiku jakoZzto G€inném a bezpecném antioxidantu.

1.1 Chemicky prvek H

Vodik je chemicky prvek, ktery se nachazi na prvnim misté v periodické tabulce
prvkl a je oznaCovan symbolem ,H“. Jeho atom se sklada z jednoho protonu, tvorici
jadro, a jednoho elektronu. Pravé diky této strukture je nejjednodussim prvkem v ptirodé
a zaroven nejmensim atomem ve vesmiru, v némz tvoii téméf 75 % hmoty. Vodik ma tfi
pfirodni izotopy nazyvané protium, deuterium a tritium, avSak existuji také uméle
syntetizované formy. Jejich fyzikalni a chemické vlastnosti se liSi mnohem vice nez
izotopy kteréhokoli jiného prvku. Za objevitele vodiku se, podle definice védeckych
objevu, povazuje Henry Cavendish, protoze byl prvnim védcem, ktery tento prvek peclive
studoval a urcil nekteré kritické vlastnosti. (Sun a kol. 2015, Housecroft & Sharpe 2012,
Ohta 2012)

Molekularni vodik H» je nejmensi molekula plynu sloZena ze dvou protonti a dvou
elektroni. Na Zemi se vyskytuje predevsim ve formé vody nebo
v organickych/anorganickych slouceninach (uhlovodicich, zivoc¢iSnych a rostlinnych
télech). Tato dvouatomova molekula se pii pokojové teploté chova jako bezbarvy,
netoxicky, nekovovy plyn bez chuti a zapachu. Zemska atmosféra obsahuje méné
nez 1 ppm plynného vodiku, zatimco v atmosférach Jupiteru, Neptunu, Saturnu a Uranu
je zastoupen v daleko vétsim mnozstvi. Hlavnim divodem malého vyskytu H»
v atmosfére je jeho vyparovani do vesmiru. V pevném stavu struktura vodiku odpovida
nejtésnéjSimu hexagonalnimu usporadani. Protoze mezi molekulami H, pisobi pouze
slabé van der Waalsovy sily, je jeho teplota tani a teplota varu velmi nizka. (Ohta 2015,
Ohta 2012, Sun a kol. 2015, Ohno a kol. 2012, Nicolson a kol. 2016, Housecroft & Sharpe
2012)

Molekularni vodik ma nejmensi molekulovou hmotnost v pfirodé a jeho hustota je
mensi nez hustota vzduchu. Za standardnich podminek, tedy pfi teploté 0 °C a tlaku
101,325 kPa, odpovidda hmotnost 1 1 plynného vodiku 0,089 g. Hmotnost vodiku

odpovida priblizn€¢ 1/14 hmotnosti vzduchu. Diky této vlastnosti se dfive pouzival



vodikovy balén jako dopravni prostiedek. Vodik je vybusny pii 4-75 % koncentraci.
Pti koncentraci vétsi jak 75 % hoti a jeho teplota samovzniceni na vzduchu je pfiblizné
500 °C. V kazdodennim zivoté je H, chemicky stabilni, coz je dano predevsim silnou
kovalentni vazbou mezi atomy. Pfi zapaleni cCistého plynného vodiku miize tento plyn
vytvaret modry plamen ¢i vydavat teplo. Pokud bychom prikryli kadinku, ve které
provadime tento pokus, na jejich st€énach by se zaCaly objevovat kapicky vody. (Ohta
2015, Ohta 2012, Sun a kol. 2015, Ohno a kol. 2012, Nicolson a kol. 2016)

Jednim z primarnich zdroji  endogenniho vodiku jsou stfevni bakterie.
K nejvétsimu procentu produkce H: pfispiva kmen rodu Clostridium, Clenové cCeledi
Enterobacteriaceae a anaerobni koky. Molekulami vodik vznika jako vedlejsi produkt
fermentacnich reakci, a to zejména oxidaci pyruvatu, mravencanu a redukovanych
dinukleotidd. Nas§ organismus v pruméru vyprodukuje 1 1 plynného vodiku denng.
Maximalné je vSak schopen vyrobit az 12 1. Tento vyprodukovany H spotfebovavaji tfi
hlavni skupiny mikroba jako soucast svého metabolismu. Produkci H; lze zméfit
dechovym testem, jenz se muze pouzit k diagnostice bakterialniho prertstani nebo
dysbidzy. Na zaveér lze tedy fict, ze ackoli je mnozstvi exogenné pfijimaného
molekularniho vodiku mnohem mensi nez mnozstvi produkované stfevnimi bakteriemi,
H; vykazuje vyrazny ucinek, jak bude popsano v kapitole 2.2. (Ostojic 2018, Ohno a kol.
2012)

1.2 Funkce molekularniho vodiku v lidském organismu

V poslednich letech se studium biologie vice vénuje tématu volnych radikald, a to
diky jejich stézejni roli ve fyziologickych stavech a ucasti pfi riznych onemocnénich.
Nana§ organismus mohou v malém mnozstvi volné radikaly puasobit prospesné,
pti vysSich koncentracich naopak Skodlivé. Jsou spojovany se zdravotnimi riziky
a s pojmem oxidacni stres, proti kterému nas organismus bojuje pomoci antioxidantu.

(Platenik 2009, Phaniendra a kol. 2015)

1.2.1 Volné radikaly

Obecné se prooxidanty de€li na reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni formy
dusiku (RNS). Tyto formy lze dale rozdélit do dvou skupin slou€enin, a to na volné
radikéaly a dalsi neradikalové reaktivni druhy (viz tab. 1, str. 9). Pfi nizkych hladinach
maji ROS i RNS priznivé ucinky a podileji se na riznych fyziologickych funkcich, napf.

pfi imunitnich reakcich, na fadé bunécnych signalnich drah, na mitogenni odpovédi
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a na redoxni regulaci. Hladinu pod kontrolou udrzuji endogenni antioxidacni systémy,
mezi né€z patii superoxiddismutaza, katalaza, glutathionperoxidaza a rtizné vitaminy.
(Valko a kol. 2007, Nordberg & Arnér 2001, Nicolson a kol. 2016) Ve vysSich
koncentracich v§ak ROS i RNS mohou nepfiznivé ovliviiovat dilezité tfidy biologickych
molekul, jako jsou nukleové kyseliny, lipidy a proteiny a DNA. Timto dochazi ke zméné
redoxniho stavu, coz vede ke zvySenému oxida¢nimu stresu a potencionalnimu

poskozeni molekuly. (Phaniendra a kol. 2015)

Tab. 1: Rozdeéleni vybranych prooxidantii. (vytvoreno dle Phaniendra a kol. 2015)

Prooxidanty ‘ Symbol
Reaktivni formy kysliku (ROS)
Volné radikaly

Superoxid 0O, -

Hydroxyl *OH
Neradikalové reaktivni druhy

Peroxid vodiku ‘ H,0,

Reaktivni formy dusiku (RNS)
Volné radikaly

Oxid dusnaty ‘ NOe
Neradikdlové reaktivni druhy
Peroxynitrit ‘ ONOO™

Volné radikaly pochazeji jak z endogennich zdroji (mitochondrie, peroxizomy,
endoplazmatické retikulum, fagocytarni buiky atd.) jako vedlejsi produkty oxidacniho
metabolismu, tak z exogennich zdroji (znecisténi, alkohol, tabakovy kouf, t€zké kovy,
prechodné kovy, primyslova rozpoustédla, pesticidy, nékteré 1éky a zafeni). Radikal Ize
definovat jako atom nebo molekulu, ktera obsahuje jeden nebo vice neparovych elektront
ve své valencni vrstvé. Tento lichy pocet elektroni jej Cini nestabilnim a vysoce
reaktivnim. Vzhledem ke své vysoké reaktivit¢ mohou volné radikaly odevzdat nebo
ziskat elektrony z jinych sloucenin a tim dosahnout stability. Napadena molekula se tak
sama stava volnym radikalem, ¢imz zaCind kaskada tetézovych reakci, které vedou
k poskozeni zivé buriky. (Phaniendra a kol. 2015) Neradikalové reaktivni formy mohou

taktéz snadno vést k reakcim v zivych organismech. (Genestra 2007)



1.2.2 Oxidacni stres

Oxidacni stres je definovan jako stav nerovnovahy mezi nadmérnym mnozstvim
volnych radikalt a jejich nedostateCnym odbouravanim antioxida¢nimi systémy v ramci
obranného mechanismu. (Daenen a kol. 2019) Jelikoz jsou mitochondrie hlavnim
intracelularnim zdrojem volnych radikald, jsou také pocateCnim cilem oxidacniho
poskozeni. Nadbytek ROS i RNS zpusobuje progresivni oxidacni poskozeni
mitochondrialnich membran, proteini a mitochondrialniho DNA a pfipadné dalSich
bunécnych slozek. Tato mitochondrialni dysfunkce se vyskytuje v podstaté u vsech
chronickych onemocnéni. (Nicolson a kol. 2016) Akutni oxidacni stres muze byt
zpusoben nékolika faktory, vCetné zanétu, intenzivniho cviCeni, srde¢niho infarktu,
zastaveni prutoku krve a transplantace organt. (Ohsawa a kol. 2007)

Oxidacni stres vede k poskozeni tkani u riznych chorobnych stavl, jako je
metabolické onemocnéni (diabetes mellitus), neurodegenerativni onemocnéni
(Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba a roztrousena skleréza), kardiovaskularni
onemocnéni (ateroskler6za a hypertenze), revmatické onemocnéni (revmatoidni
artritida), gastrointestinalni onemocnéni, neoplastické onemocnéni, oni onemocnéni
(katarakta, syndrom suchého oka, glaukom) atd., a tim vyrazné urychluje progresi
onemocnéni. (Phaniendra a kol. 2015, Oharazawa a kol. 2010) Oxidacni stres se rovnéz
podili na procesu starnuti, a to jak jiz zminénym poskozenim mitochondridlniho DNA,

tak 1 dal§imi mechanismy. (Nordberg & Arnér 2001)

1.2.3 Antioxidanty

Lidské télo ma zabudovany obranny mechanismus proti oxida¢nimu stresu, jsou
jim antioxidanty. Doktoti Halliwell a Gutteridge (1998) navrhli definici antioxidantu jako
wJakoukoli ldtku, kterd zpomaluje, zabrariuje nebo odstranuje oxidacni poskozeni cilové
molekuly”. Jak zdefinice vyplyva, antioxidanty inhibuji nékolik destruktivnich
oxidacnich reakci tim, Ze se samy oxiduji. Tento obranny systém funguje prostiednictvim
kaskady blokovani pocatecni produkce volnych radikalt a vychytavani oxidantq, pfi niz
se oxidanty pfemeénuji na méné toxické slouceniny a tim zabrariuji sekundarni produkeci
toxickych metabolitd. Nasledné se obranny systém zaméfuje na opravu molekularniho
poskozeni ¢i posileni endogenniho antioxida¢niho obranného systému, ktery se sklada
z enzymatickych a neenzymatickych antioxidanti. (Daenen a kol. 2019, Prochazkova

a kol. 2011)
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Od idealniho antioxidantu se ocekava, ze zmirni nadmérny oxidacni stres, ale
zarovefl nenarusi redoxni homeostazu. Jinymi slovy, idedlni molekula by neméla
redukovat signalni molekuly, jako je peroxid vodiku (H20,), ale méla by ucinné
redukovat silné oxidanty, jako je hydroxylovy radikal (¢OH). (Ohta 2015) Reaktivni
oxida¢ni aktivitu jednotlivych prooxidantd znazorfiuje obr. 1. Z experimentd pana
Christensena a jeho kolegy Sehesteda (1983) vyplynulo, ze molekularni vodik
neutralizuje ®OH ve vodnych roztocich pfi 20 °C. Ve studii (Ohsawa a kol. 2007)
na zakladé fluorescencnich signalt barviva MitoSOX a dichlorfluoresceinu bylo zjisténo,
ze H; rozpustény v kultivaénim médiu neméni bunécnou hladinu superoxidu (¢O;"),
peroxidu vodiku (H202) a oxidu dusnatému (NOe), které maji dilezitou fyziologickou
ulohu. Vyznamné snizena hladina byla naopak zaznamenana u eOH. (Setsukinai a kol.
2003) Ohsawa a jeho kolegové (2007) prokazali, ze molekularni vodik zachycuje také
peroxynitrit (ONOQO"), av§ak v mensi mife. Pan doktor Ohta (2015) doSel k zavéru, ze
idealnim antioxidantem by mohl byt pravé H», protoze pusobi terapeuticky a preventivné

tim, ze selektivné redukuje vysoce reaktivni oxidanty, jako je ¢OH a ONOO™.

Relativni oxida¢ni aktivita

«OH

ONOO-
ROOe.
H,0,
NOe

002_

0 2000 4000 6000 8000

Obr. 1: Relativni oxidacni aktivity jednotlivych reaktivnich forem kysliku a dusiku. Cervend — vysoce reaktivni
oxidanty *OH a ONOO". Zelena — signalni molekuly *O>~, H202 a NO« (upraveno). (Ohta 2015)

Molekularni vodik jako antioxidant

Diky svym vlastnostem, které byly zminény v kap. 1.1, ma Hz pfiznivé distribucni
schopnosti. Molekularni vodik dokaze snadno pronikat biomembranami a difundovat
do cytosolu, mitochondrii a jadra, jak znadzorfiuje obr. 2, str. 12. Navic zvladne

prostupovat pres hematoencefalickou bariéru, ackoli to vétsina antioxida¢nich sloucenin
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neumi. (Ohta 2015, Zhang a kol. 2022) Experimenty (Oharazawa a kol. 2010) naznacuji,

ze H, muze rychle difundovat do tkani i v ptipadé, ze jsou avaskularni.

-on
2 . ‘ ’

. Hydrofilni

‘ Hydrofébni
O
® @

Obr. 2: Plynna difiize molekuldrniho vodiku v bunice. VétSina hydrofilnich sloucenin se zadriuje
na membrdnach a nemiiZe se dostat do cytosolu, zatimco vétSina hydrofobnich sloucenin nemiiZe proniknout
biomembrdnami bez specifickych prenasecii. Naproti tomu > se miiZe rychle distribuovat jak do cytosolu, tak
i do jednotlivych organel (upraveno). (Ohta 2015)

Molekularni vodik je bezpeCny a G¢inny antioxidant s minimalnimi vedlej§imi
ucinky ve srovnani s uCinky jinych antioxidanti. Jelikoz H, ucinné zasahuje jadro
a mitochondrie, ma preventivni u¢inky proti nemocem souvisejicim s zivotnim stylem,
rakovin€ a procesu starnuti. (Ohsawa a kol. 2007) Ohta (2015) uvadi cytoprotektivni
ucinky proti oxidacnimu stresu a netoxicitu ani pii vysokych koncentracich. H, vykazuje
také antialergické ucinky. (Ohta 2012) Studie (Ohta 2015, Zhang a kol. 2022) odhalily,
ze kromé pfimé neutralizace vysoce reaktivnich oxidantd, molekularni vodik nepfimo
snizuje oxidacni stres regulaci exprese ruznych gent. Diky ni Hy pusobi jako
protizanétliva, protialergicka a antiapoptotickd molekula, jez stimuluje energeticky
metabolismus. Je nepravdépodobné, ze by molekularni vodik nemél zadné nepiiznivé
ucinky, ackoli nebyly dosud zadné nalezeny. Jsou tedy zapotiebi dalsi vyzkumy, aby se

potvrdilo, zda ma Hz nezjisténé potencialni neptiznivé ucinky. (Zhang a kol. 2022)
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2 VYUZITI MOLEKULARNIHO VODIKU

V ramci druhé kapitoly bude uvedeno nejen dnesni vyuziti molekularniho vodiku
proti oxida¢nimu stresu, ale 1 prvni studie zkoumajici u€inky tohoto prvku. Nejprve budou
popsany jednotlivé moznosti aplikace molekularniho vodiku do téla. Nasledné budou
uvedeny vlivy molekularniho vodiku na celkovy organismus a se zaméfenim na zrakovy

aparat.

2.1 Moznosti aplikace H,

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o plynny prvek, 1ze ho podavat riznymi metodami.
Muze byt inhalovan, aplikovan intravendzné Ci intraperitonealné, nebo pfijiman jako
hydrogenova voda. Mezi dalsi zptusoby aplikace H, 1ze zaradit o¢ni kapky, vodni lazefi
a inhalacni vodikové bryle (viz. kap. 4.1.3). Prostfednictvim inhala¢nich bryli Ize snadno
transportovat molekulu vodiku k povrchu rohovky stejné jako molekulu kysliku.
(Yazdani 2023) Molekularni vodik mtize snadno pronikat kiizi a prostfednictvim krevniho
obéhu je distribuovan do celého téla za pouhych 10 minut. Tepla vodni lazen
s rozpusténym H; je tedy metodou, jez lze pohodiné aplikovat v kazdodennim zivoté.
V Japonsku je dostupna moznost voln¢ zakoupit tablety s H», které 1ze pouzit k pfiprave

téchto koupeli. (Ohta 2015, Zhang a kol. 2022)

2.1.1 Inhalace

Inhalace plynného vodiku je jednou z nejcastéji pouzivanych metod pii jeho
podéavani. Molekularni vodik Ize inhalovat prostfednictvim nosni kanyly, l1ékatského
ventilatoru ¢i obli¢ejové masky. Vdechovany plynny H, vstupuje do plic, difunduje
do alveol a nasledné se pfes cévni systém prenasi do celého téla. (Wu a kol. 2023,
Nicolson a kol. 2016, Zhang a kol. 2022)

Ono a kol. (2012) pfi sledovani inhalace 3-4 % plynného H» prokazali, ze nema vliv
na zadné fyziologické parametry, coz nenaznacuje zadné nezadouci ucinky. Vzhledem
k tomu, ze se inhalovany molekularni vodik rychle vstifeba, mize byt vhodny pro obranu
proti akutnimu oxida¢nimu stresu. (Ohsawa a kol. 2007) Inhalace H, mé vyuziti
i pfi transplantaci organti ke snizeni poranéni stfev a plic a taktéz k prevenci zanétu

organt. (Nicolson a kol. 2016)
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2.1.2 Hydrogenova voda

Po diskusi o riiznych zptisobech podavani vodiku do naseho organismu Shen a kol.
(2014) dosli k zavéru, ze piti vody obohacené o H» mize byt nejpraktictéjsSim
a nejjednodussim zpusobem v kazdodennim zivoté. Oproti inhalaci H, se jedna
o prenosny, snadno podavany a bezpecny zpusob piijmu. (Wu a kol. 2023, Ohta 2015)

Vodikovou vodu lze vyrobit nékolika zpusoby, a to infuzi plynu H, do vody
za vysokého tlaku, pomoci fyzikalné-chemického jevu — elektrolyzou nebo reakci
kovového hotc¢iku ¢i jeho hydridu svodou. (Asada a kol. 2020) Rozpustnost
molekularniho vodiku ve vod€ je az 1,6 ppm pifi normalnim atmosférickém tlaku
a pokojové teploté, aniz by doslo ke zméné pH, chuti nebo barvy. Takto vyrobena
hydrogenova voda by se méla skladovat spiSe v hlinikové nadobé. Ze sklenénych ¢i
plastovych nadob vodik rychle unika skrz stény a za 8 hodin témet vymizi. (Wu a kol.
2023, Ohta 2015) Studie (Shimouchi a kol. 2012) na zakladé vypocta uvadi, ze pfiblizné
40 % H> z celkového mnozstvi vypité vodikové vody je vyuzito na§im télem, a presto je
tento zpusob podani molekularniho vodiku uGcinny pii zlepSovani bunécnych

a metabolickych procesu.

2.1.3 Injekce

Prestoze je podavani vodiku inhalaci a pitim vodikové vody bezpecné a snadno
pouzitelné, prijem davky do konkrétni cilové oblasti je omezeny. Vodik je mozné
aplikovat intraven6zn€ nebo intraperitonedlné¢ ve formé fyziologického roztoku
obohaceného o H;, diky ¢emuz lIze dosahnout presné€jsi davky do postizené oblasti. (Wu
a kol. 2023, Zhang a kol. 2022)

Publikace (Jiang a kol. 2021, Chu a kol. 2019) prokazaly touto metodou aplikace
molekularniho vodiku neuroprotektivni potencial u Cetnych mozkovych poruch. Protoze
je injekce fyziologického roztoku obohaceného o H; invazivni, je obtizné ji pfijmout jako
zpusob kazdodenniho osetfeni vodikem. Kromé toho hrozi u ¢asté injekce riziko infekce.

(Tian a kol. 2021)

2.2 Terapeutické ucinky molekularniho vodiku

Prvni studie zkoumajici vodik vyuzivaly tasy a bakterie, které tento prvek
produkuji. Bylo zjisténo, ze vodik podporuje rist rostlin a reguluje rostlinné hormony
a cytokiny. (Gaffron 1939) V roce 1888 byla provedena prvni aplikace vodiku jako
zdravotnického prostredku. Vodik byl vyuzit ve formé plynu k identifikaci kolorektalni
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perforace a vyhodnoceni nutnosti operace. (Pilcher 1888) Dalsi aplikace H> byla
uskutecnéna v roce 1995 pii hlubokomoiském potapéni. Molekularni vodik byl pouzit
ke snizeni toxicity dusiku a dychaciho odporu v hlubinach mofte, tedy k prekonani
vysokotlakého nervového syndromu. (Lafay a kol. 1995) V roce 2001 studie (Gharib
a kol. 2001) prokézala, ze vysokotlaky plynny H> mé protizanétlivé vlastnosti, jez mohou
vylécit zanét jater vyvolany parazity u zvifat. K zasadnimu prilomu ve studiich na toto
téma doslo v Cervnu 2007, kdy pan doktor Ohsawa a kol. (2007) zaznamenali vyrazny
ucinek Hy u mozkového infarktu. Potkani byli podrobeni okluzi levé stfedni cerebralni
arterie. Krysy umisténé v plynové komore s 2—4 % vodikem vykazovaly vyrazné mensi
objemy infarktu ve srovnani s kontrolni skupinou.

Od té doby bylo provedeno velké mnozstvi studii, které zkoumaly terapeutické
a preventivni u¢inky Ha. V soucasné dobé bylo publikovano vice nez 15 000 ¢lanku. Tyto
publikace zahrnuji mnoho ucinkd molekularniho vodiku proti oxidacnimu stresu téméf
ve vSech organech. Kromé rozsahlych studii na zvitatech s vice nez 170 druhy modelt
zvitecich chorob bylo provedeno vice nez 70 klinickych studii zkoumajicich u€innost Ha.
(Ohta 2021) Molekularni vodik je snadno pouzitelny, protoze vykazuje pozoruhodnou
ucinnost na témer vSechny patogenni stavy, které se ti€astni zanétu a oxidacniho stresu.
Nasledné studie 1 klinické experimenty prokézaly preventivni a terapeutické ucinky H»
v podstaté ve vSech tkanich, vCetné mozku, michy, o¢i, usi, plic, srdce, jater, ledvin,

slinivky bfisni, stfeva, krevnich cév, svalll a chrupavek. (Zhang a kol. 2022)

2.2.1 Vliv Hz na celkovy organismus

Klinické studie (Chen a kol. 2019, Niu a kol. 2020, Wang a kol. 2020) ukazaly, ze
H; maze zmirnit zanét a oxidacni stres v dychacich cestach u infek¢nich plicnich
onemocnéni. Randomizovana klinicka studie (Zheng a kol. 2021) uvedla, ze podavani
smési molekularniho vodiku a kysliku je lepsi nez podavani samotného kysliku
ke zlepSeni symptomu u pacientd s akutni exacerbaci chronické obstrukéni plicni nemoci.
Doktor Ohno a jeho kolegové (2012) pozorovali vyrazné ucinky u ischemickych
a zanétlivych poruch. Rozsahla prace (Wu a kol. 2023) uvadi vynikajici antioxidacni
a protizanétlivé ucinky H» u raznych mozkovych poruch. Studie (Fu a kol. 2009) se
zaméfila na podavani vodikové vody u pacientt s Parkinsonovou chorobou. Aplikace H,
potlacila ztratu dopaminergnich bunék a pravdépodobné zpomalila vyvoj a progresi

tohoto onemocnéni.
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Vdechovani molekularniho vodiku ve 2 % koncentraci vyznamné snizilo poskozeni
myokardu vyvolané oxidaénim stresem a velikost infarktu bez ovlivnéni
hemodynamickych parametri, a tim zabranilo Skodlivé remodelaci levé komory.
(Hayashida a kol. 2008) Pilotni studie (Katsumata a kol. 2017) u pacienta s infarktem
myokardu prokézala, ze inhalace plynného Ha béhem perkutanni koronarni intervence je
proveditelna a bezpecna. Samotny vodik se zde podili na podpofe reverzni remodelace
levé komory po 6 mésicich od samotného infarktu myokardu. Molekularni vodik ma
potencial predchazet arterioskleroze, nebot” ve studii (Kolovou a kol. 2008) konzumace
vodikové vody snizila hladinu oxida¢niho stresu v aort€¢ a zabranila arterioskleroze
u mysi.

Dlouhodobéa aplikace hydrogenové vody vyznamné kontrolovala tuky a télesnou
hmotnost subjektt zafazenych do vyzkumu. Pfi vyzkumu nedoslo ke zvyseni spotieby
jidla ani vody a byly zaznamenany niz§i hladiny plazmatické glukézy, inzulinu
a triglyceridu, jejichz Gc¢inek na hyperglykémii byl podobny jako dietni omezeni. Tyto
vysledky naznacuji potencidlni pfinos H, pfi zlepSovani obezity, diabetes mellitus
a metabolického syndromu. (Kamimura a kol. 2011) Stejné vysledky u pacientt
s diabetes mellitus ukazuje studie (Kajiyama a kol. 2009) a s metabolickym syndromem
studie (Nakao a kol. 2010).

Studie (Nakashima-Kamimura a kol. 2009) uvadi, ze molekularni vodik ma
potencial zlepsit kvalitu Zivota pacienti béhem chemoterapie. Molekularni vodik
ma mimo jiné pfiznivé GCinky na tkané pfi transplantaci organud, pii 1écbé rakoviny
a koznich onemocnéni. (Nicolson a kol. 2016) Publikace (Kato a kol. 2012) zkoumala
produkci kolagenu v koznich fibroblastech a keratinocytech vystavenych UVA zareni.
Zjistili, ze syntéza kolagenu byla zvySena vice nez 2x pti aplikaci H, ve srovnani

s kontrolni skupinou.

2.2.2 Vliv H; na zrakovy aparat

Utinky byly pozorovany také v piipadé zrakového aparatu. Studie (Oharazawa
a kol. 2010, Wei a kol. 2012) se ve svych vyzkumech zamé&fily na akutni glaukom. Uginek
molekularniho vodiku se projevil 1 ve vrstvach sitnice (Tian a kol. 2013, Feng a kol. 2012,
Yokota a kol. 2015) a mél pozitivni vliv na funkci optického nervu (Sun a kol. 2014).
V ptipadé predniho segmentu byly zaznamenany zmény na rohovce (Kubota a kol. 2011,

Igarashi a kol. 2016) a zlepSena stabilita slz (Kubota a kol. 2021).
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Zadni segment oka

U akutniho glaukomu dochazi k prechodnému zvySeni nitroo¢niho tlaku, jez
vyznamne snizuje tloustku sitnice v dusledku ischemicko-reperfuzniho poskozeni
zprostredkovaného tvorbou ROS. Pri kontinudlni aplikaci o¢nich kapek s Ha se snizila
hladina ¢OH, pocet apoptotickych bun¢k a ztenceni sitnice s doprovodnou aktivaci
Millerovych bunék. Obnova tloustky wvnitini vrstvy sitnice se zlepSila na 70 %.
(Oharazawa a kol. 2010) Studie (Wei a kol. 2012) prokéazala snizenou ztratu gangliovych
bunék a taktéz zmirnéné ztencenti sitnice pii lécbeé pomoci molekularniho vodiku. Nejlepsi
vysledky byly pozorovany u subjekti, kterym byl H, aplikovan jak do sklivce, tak
do peritonealni dutiny.

Tian a kol. (2013) zkoumali ucinky H; na poskozeni fotoreceptorti sitnice
zpusobené intenzivnim svétlem. Histologie ukazala, ze vyznamné ztraty byly
zaznamenany v retinalnim pigmentovém epitelu. Skupina, které byl podavan
fyziologicky roztok obohaceny o Hi, méla vyznamné mensi poskozeni, coz bylo
posouzeno podle elektroretinografie. Vysledky publikace Feng a kol. (2012) rovnéz
ukazaly, ze intraperitonealni aplikace H, roztoku chrani sitnici pred poskozenim
zpusobenym svétlem, a to zmirnénim oxidac¢niho stresu. Molekularni vodik byl také
pouzit k ochrané zrakového nervu pred ucinky mechanického traumatu a poskozenim
zpusobenym svétlem. Sun a kol. (2014) zkoumali ucinky H; pfi jeho kazdodenni aplikaci
na funkci zrakového nervu. Funkce byla méfena pomoci zrakovych evokovanych
potencialll a pupilarnich svételnych reflexti. Skupina, jez pfijimala fyziologicky roztok
obohaceny o Ha, vykazovala vyznamné zlepSeni funkce optického nervu ve srovnani
s kontrolami.

Molekularni vodik se osvédCil jako terapeuticky antioxidant ke zpomaleni
degeneraci fotoreceptorti u pacientd s retinitis pigmentosa. U&inng neutralizuje
cytotoxické ROS, usmériiuje abnormality v apoptotickych kaskddach a zmirfuje
souvisejici zanétlivé reakce. (Tao a kol. 2016) Publikace (Huang a kol. 2012) zkoumala
terapeuticky ucinek H: u retinopatie vyvolané hyperoxii. Vysledky ukazaly, ze byla
snizena neovaskularizace sitnice, exprese vaskularniho endotelialniho ristového faktoru
a byl potlacen oxidacni stres. Yokota a kol. (2015) ve své studii dospéli k zavéru, ze H,
ma neuroprotektivni u¢inek proti oxidativnimu poskozeni bungk sitnice, pravdépodobné

diky vychytavani peroxynitritu.
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Predni segment oka

Molekularni vodik se ukazal jako ucinny v prevenci oxidacniho a nitrosativniho
stresu u rohovek ozafenych UVB, coz by mohlo pfedstavovat novy profylakticky ptistup
pfi fotoposkozeni. V publikaci (Kubota a kol. 2011) studovali ucinky aplikace Hz roztoku
jako pftipravku pro podporu hojeni rohovky pii popaleni zdsadami. Vysledky ukazaly, ze
okamzity vyplach rohovky vyznamné snizil angiogenezi. Tyto ucinky popisuji 1 Cejka
a jeho kolegové (2017), ktefi ve své praci uvadeji, ze po okamzitém vyplachu zasazeného
oka byla béhem nasledujicich péti dni obnovena rohovkova transparentnost a béhem
deseti dni snizena zvySena hydratace rohovky na fyziologickou uroven. Z téchto studii
vyplyva, Ze pii akutnim o¢nim poranéni nebo onemocnéni, jako je popaleni rohovky
zasadami ¢i ozatfeni rohovky UVB paprsky, je roztok Ha nejucinnéjsi, je-li aplikovan
na povrch oka okamzité nebo alesponl velmi brzy po urazu. V tomto ptipadé molekularni
vodik umoziuje hojeni rohovky bez tvorby jizev, popt. neovaskularizace.

Pti fakoemulzifikaci je ultrazvukem indukovana tvorba hydroxylovych radikald,
které poskozuji endotel rohovky. Proto ve svém experimentu Igarashi a kol. (2016)
pfi tomto chirurgickém zakroku pouzili roztok obohaceny o H,. Vysledkem bylo
vyznamné snizené poskozeni endotelu rohovky a zabranéni zvysené hydratace vedouci
k zamlzenému vidéni. Yang a kol. (2013) sledovali po dobu 2 tydnti pomoci $t€rbinové
lampy vyvoj uméle vyvolané katarakty u potkani. Velikost zakaleni ¢ocky se po podani
H; fyziologického roztoku zmensila ve srovnani s kontrolni skupinou.

Studie (Kubota a kol. 2021) se zaméfila na vliv H na slzny film. Molekularni vodik
byl podavan formou hydrogenové vody. Na malé skupiné dobrovolniki byla méfena doba
rozpadu SF a vyska slzného menisku. U laboratornich potkanti byla zkoumana sekrece
slz. Vyzkum uvadi zmény u obou piipadi. Molekularni vodik vyznamné a zaroven
bezpecné zlepsil stabilitu slz a zmirnil symptomy syndromu suchého oka, které budou
vice rozebrany v kap. 3.5.1. U potkant se diky H» zvysila tvorba slz a snizilo se mnozstvi

vyskytujicich se ROS.
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3 SLZNY FILM

Treti kapitola je vénovana vrstv€, ktera pusobi jako bariéra mezi okem a vnéjSim
prostfedim a nazyva se slzny film. Nejprve bude charakterizovana funkce této vrstvy. Poté
se tato kapitola bude zabyvat funkcni jednotkou slzného aparatu a samotnou strukturou

slzného filmu. Na zavér bude popsan vliv oxidacniho stresu na predni segment oka.

3.1 Funkce slzného filmu

Slzny film (SF) je zodpovédny za zdravi, pohodli, mechanickou, environmentalni
a imunitni ochranu povrchu oka. Charakteristicka tloustka SF méfena interferometrii je
6,0 um + 2,4 um a objem se pohybuje v rozmezi 4-13 pl. Jednou z jeho nejdulezitéjsich
funkci je poskytovani hladkého refrakéniho povrchu o indexu lomu 1,357. Je tedy ziejmé,
ze vysychani a nestabilita SF muze vést k degradaci zraku a symptomum kolisani vidéni,
snizené kontrastni citlivosti, zvySenym optickym aberacim a nepohodli. SF musi reagovat
na neustaly pfival mechanickych a chemickych drazdivych latek, patogennich , vetielca*,
extrémnich podminek prostfedi a musi byt schopen rychle zahgjit hojivou reakci. (Foster
& Lee 2013, Pflugfelder & Stern 2020)

Dalsi funkci je ochrana o¢niho povrchového epitelu rohovky a spojivky. SF funguje
tak, ze poskytuje trofické prostredi epitelialnim tkanim o¢niho povrchu. Toho je dosazeno
regulovanou sekreci tekutin obsahujicich ochranné faktory, vcetné hydratacnich
glykoproteint a antimikrobialnich latek. (Pflugfelder & Stern 2020, Masoudi 2022)

Uloha SF je také poskytnuti transportu kysliku k jednotlivym vrstvam rohovky.
Molekula O; pfijimaného ze vzduchu ma parcialni tlak 155 mmHg. Naopak pfi zavieni
vicek odpada pfisun kysliku z atmosféry a vyskytujici se O2 v SF o tlaku 55 mmHg
pochazi ze spojivkovych cév. (Kayal 2021, Papas & Sweeney 2016) Komorovou vodou
je kyslik dodavan primarné endotelovym a stromalnim burikdm. Mira spotteby O; se mezi
jednotlivymi vrstvami lisi, pficemz nejvyssi je u epitelu (40 %), poté u stromatu (39 %)
a nejnizsi u endotelu (21 %). Nedostatek ale také nadmira kysliku v této avaskularni tkani

muize vést ke Skodlivym ucinkiim. (Yazdani 2023)

3.2 Funk¢ni jednotka slzného aparatu

Funk¢ni jednotka slzného aparatu reguluje produkci, dodavani a odvadéni slz
za uCelem udrzeni homeostatického prostiedi na povrchu oka. Z anatomického hlediska

zahrnuje slzotvorné organy (hlavni a ptidatné slzné zlazy, Krauseho zlazky a Wolfringovy
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zlazky), slzovodné organy (slzné body, slzné kanalky, slzny vak a slzovod), Meibomské
zlazy, spojivkové poharkové burnky, povrchovy epitel rohovky, ocni vicka, zlazovy
a slizni¢ni imunitni systém a vzajemné propojenou inervaci. (Pflugfelder & Stern 2020,
Foster & Lee 2013, Rozsival 2006)

Sekrece slz je z velké Casti regulovana nervovymi reflexy, jak je znazornéno
na obr. 3. Trojklanny nerv se upina na povrchu rohovky, spojivky a o¢nich vi¢kach, odkud
prenasi informace do centralniho nervového systému. Aferentni nervova vlakna reaguji
na zmeény teploty a Skodlivych podnéti prostiednictvim mechanickych, polymodalnich
a chladovych receptort. Eferentni drahy, jez konc¢i v hlavnich a pfidatnych slznych
zlazach, spojivkovych poharkovych buiikdch a Meibomskych zlazach, jsou zodpoveédné
za produkci slz. Podnéty fidici tvorbu slz zahrnuji nejen trigeminalni zakonceni
na povrchu oka, ale také stimuly z nosni dutiny, sitnice a kize. KdyZz je tento podnét
preruSen lokalni nebo celkovou anestezii, transekci rohovkového nervu nebo
neurotrofickou infekci, produkce slz se snizuje. Motoricka vlakna licniho nervu inervuji
kruhovy sval o¢ni a stimuluji mrkaci reflex, ktery jednak rovnomérné rozvadi slzy
po povrchu oka a také dopravuje slzy do slzného jezirka, kde jsou nasavany slznymi body.

(Pflugfelder & Stern 2020, Foster & Lee 2013, Maggio 2019, Chang & Purt 2023)

Meibomské
Zlazy

Centralni nervovy
systém

Eferentni
vlakna

.

Slzné Zlazy

Rohovkova a spojivkova aferentni vlakna
Obr. 3: Nervové reflexy (upraveno). (Maggio 2019)

Malé mnozstvi slzné tekutiny, jez se ztrati odpafovanim ¢i absorpci, je nahrazeno
nové vyprodukovanym slznym sekretem. Nejniz§i vypafovani slz bylo zaznamenéano
neprodlené po probuzeni, pravdépodobné z divodu rozdilného slozeni SF mezi
otevienou a uzavienou o¢ni Sté€rbinou. Po zavieni oka se vyrazné snizuje ¢i dokonce
ustava reflexni sekrece slz, pfi¢emz je udrzovana konstitutivni sekrece, jejiz proteinovy

obsah tvoti témér vyhradné imunoglobulin A. Bylo pozorovano, ze pii zavieném oku
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nabyva lipidova vrstva vétsi tloustky. Dlouhodobé zavieni vicek také vede k hromadéni
oxidu uhli¢itého, a tim ke snizeni pH. (Chang & Purt 2023, Korb a kol. 2002)
Fyziologicka tvorba slz se pohybuje v rozmezi 0,9 az 2,2 pl/min. (Foster & Lee
2013) Lze rozlisit tfi typy slz, a to bazalni, reflexni a tzv. ,flush® slzy. Bazalni
(nestimulované) slzy jsou nepretrzité produkovany slznymi zlazami a jsou udrzovany
na povrchu oka. (Schnetler a kol. 2012, Masoudi 2022) Naopak reflexni (stimulované)
slzy jsou vyvolany podnétem, jako je zivani, reakce na bolest ¢i na jakékoli fyzikalni
a chemické latky. Reflexni slzeni muze pomoci vyplavit patogeny a drazdivé latky
z povrchu oka. (Foster & Lee 2013) , Flush® slzy se umé&le shromazd'uji tehdy, kdyz je
odbér slz komplikovany nebo pokud nelze odebrat zadny vzorek slz. Do o¢i je nakapan
sterilni fyziologicky roztok a odbér slz je proveden pomoci mikrokapilarnich trubicek.

(Masoudi 2022)

3.3 Struktura slzného filmu

Po desetileti byl piijiman diskrétni tfivrstvy model SF, ktery se rozdé€loval na vnéjsi
lipidovou vrstvu, stfedni vodnou slozku a vnitfni mucinovou vrstvu. (Willcox a kol. 2017)
V soucasné dob¢ se v§eobecné uznava, ze vodni a mucinova vrstva jsou spojeny do jedné
mukovodné gelovité vrstvy s postupné klesajicim hlenovym gradientem od epitelu
rohovky k vnéj§i ochranné lipidové vrstvé. Struktura, umisténi a vyznam lipidové vrstvy
s pfechodem na tento novy model zistavaji nezménény. Cilem dvoufazového modelu je
zduraznit, Ze mucinova a vodna vrstva nejsou anatomicky ani funk¢né odlisné. (Cohen

a kol. 2020, Pflugfelder & Stern 2020, Foster & Lee 2013)

3.3.1 Lipidova vrstva

Lipidova vrstva o tloustce 40—160 nm se nachazi na povrchu SF. (Masoudi 2022)
Jeji hlavni funkci je zpomalovani odpafovani slz a poskytnuti transportu pro molekuly
kysliku, viz kapitola 3.5. (Pflugfelder & Stern 2020) Nizké povrchové napéti lipidové
vrstvy umoziuje rovhomeérné rozprostieni SF, a tak poskytuje opticky hladky povrch oka.
(Foster & Lee 2013)

Primarnim zdrojem lipidd je olejovy sekret oznacovan jako ,,meibum‘ vyluCovany
Meibomskymi zlazami, které se nachazeji za linii fas v hornich a dolnich vickach.
K dal$im zdrojam, jez mohou také pfispivat k produkci a interakci nékterych lipida slz,
se fadi bunééné membrany a proteiny vazajici lipidy. (Foster & Lee 2013, Masoudi 2022)
Publikace (Chang & Purt 2023, Dartt & Willcox 2013, Lam a kol. 2014) identifikovali
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v SF vice nez 600 jedinecnych lipida ze 17 raznych tfid. Lze je rozdélit na tenké vrstvy
polarnich lipida propojenych s vrstvou sekrecniho hlenu a silngjsi vrstvy nepolarnich
lipidG na rozhrani se vzduchem. (Pflugfelder & Stern 2020) Pfitomnost dostate¢ného
mnozstvi kazdého z lipida se spravnou chemickou strukturou a distribuci je nezbytna
pro efektivni funkci této vrstvy. (Masoudi 2022)

Nepolarni vrstva tvoii cca 82 % lipida v slzach a je tak hlavni slozkou lipidové
vrstvy. Ma zésadni vyznam pro zabranéni odpafovani slz, protoze se jedna
o nejpovrchnéj§i vrstvu, kterd je v kontaktu s atmosférou. (Glasgow & Abduragimov
2018) Vyskytuji se zde smési voskovych esteri, estery cholesterolu, diestery,
triacylglyceroly, volné cholesteroly a skvalen. (Ivanova a kol. 2015) Smési voskovych
esteri vznikaji kondenzaci mezi mastnou kyselinou a mastnym alkoholem. Maji
schopnost vytvaret dlouhé uhlikové retézce, diky kterym jsou hydrofobni. Délka fetézce
a stupefi nasyceni urcuji tekutost a integritu lipidové vrstvy. (Masoudi 2022)

Polarni vrstva tvori mensi frakci lipidd slz a to cca 8-18 %. Sklada se z fosfolipid,
ceramidu, cerebrosidi, volnych mastnych kyselin, sfingomyelinu a (O-Acyl)-w-hydroxy
mastné kyseliny. (Brown a kol. 2013) Polarni povaha fosfolipidii pomaha s rozpousténim
a transportem latek ve vodné Casti mukovodné vrstvy. Fosfolipidy ve spojeni s jinymi
polarnimi lipidy pusobi jako povrchové aktivni latky a pomahaji udrzovat nizké
povrchové napéti snizenim volné energie o¢niho povrchu. (Masoudi 2022, Foster & Lee

2013)

3.3.2 Mukovodna gelova vrstva

Vodna ¢ast mukovodné gelové vrstvy tvori vétSinu objemu slzného filmu a je
nezbytna pro udrZeni lubrikace, ochrany o€niho povrchu pted patogeny a pro odplavovani
necistot. Objem vodné slozky SF je neustale dopliiovan hlavnimi a vedlej§imi slznymi
zlazami. VétSina nestimulovanych slz pochazi z Wolfringovych a Krauseho zlazek. Tato
vrstva obsahuje proteiny, peptidy, mediatory zanétu, sacharidy, mocovinu, glukédzu,
kyslik a elektrolyty, jak 1ze vidét na obr. 4, str. 23. (Foster & Lee 2013, Chang & Purt
2023, Masoudi 2022)
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Spojivka

Lipidova
vrstva

1LMUC-1, MUC-4, MUC-16
1 MUC-5AC

13tépené membr. muciny

Glykokalyx

. EGF = Laktoferin

O TGF-B Defensin
o IL-1IRA @ MMP-9
A IgA < TIMP1

Obr. 4: Slozky SF produkované povrchovym epitelem, slznymi Zlazami a pohdarkovymi buiikami spojivky.
Obsazené slozky zajistuji lubrikaci (MUC-1, -4, -16), sniZuji povrchové napéti (MUC-5AC), chrani pred zdnétem (TGF-
L IL-1RA, TIMPI), bojuji s infekci (IgA, laktoferin, defensin) a podporuji hojeni (EGEF) (upraveno). (Foster & Lee
2013)

Normalni osmolarita je udrzovana pfedev§im elektrolyty jako je Na*, CI~, HCOs",
Ca®*, Mg?*, K*. Je nezbytna pro udrzeni bun&ného objemu, enzymatické aktivity
a bunééné homeostazy. Jeji hodnota je 296-336 mOsm/dm® pro vzorky odebrané z
dolniho slzného menisku. Pomér dvojmocnych a monovalentnich kationt( udrzuji pH
prostredi (7 — 7,3), tidi tok vody a urcujici tonicitu slz. (Stahl a kol. 2012)

Lidské slzy obsahuji vice nez 1800 bilkovin. Za zdroje slznych proteinu je
povazovana slzna zlaza, epitel rohovky a spojivkové krevni cévy. Mezi hlavni proteiny
se fadi laktoferin, lysozym, albumin, lipokalin a sekre¢ni imunoglobulin A. (McDermott
2013, Masoudi 2022) Proteiny, jez funguji jako biologické katalyzatory, jsou oznaCovany
jako enzymy. (Robinson 2015) Aktivné se podileji na rozkladu bunéénych
mikroorganismi a deskvamaci epitelialnich bunék. Nejhojnéjsim enzymem v lidském SF
je lysozym. Peptidy hraji dulezitou roli v biologickych procesech, jako je mezibunécna
signalizace. Rada malych kationtovych peptidd v slzach, jako jsou katelicidiny, lakritiny
a defensiny, maji Siroké spektrum antimikrobialni ochrany o¢niho povrchu (Lee a kol.
2020). Mezi mediatory zanétu patii cytokiny a chemokiny. Jejich hladinové zmény
odrazeji stav zanétu, poskozeni ocniho povrchu a zdvaznost onemocnéni. (Huang a kol.
2012)
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Prevladajicim sacharidem v SF je glukoza. Koncentrace glukozy v slzach koreluji
s koncentracemi v krvi. (Baca a kol. 2007) Ve zdravych lidskych slzach byla ve vysoké
koncentraci detekovana kyselina askorbova. Ma dulezitou roli pfi ochrané ocniho
povrchu pied Skodlivymi Uc€inky zareni a toxicity kysliku. Hlavni latkou obsahujici dusik
v SF je mocovina, ktera je vyluCovana spojivkou. Je jednim z faktort, které udrzuji
povrchovou vlhkost oka, proto ji lze pouzit v ramci potencialniho diagnostického testu
pro zhodnoceni suchosti povrchu oka. (Velamakanni a kol. 2021)

Mucinova slozka této vrstvy je tvofena heterogennimi skupiny glykoproteint, které
se skladaji z bilkovinnych sktruktur spojenych Sirokou Skalou oligosacharidovych
postrannich fetézcti obsahujicich také mocovinu a soli. (Foster & Lee 2013, Masoudi
2022) Povrchové epitelialni buriky rohovky a spojivky produkuji transmembranové
muciny MUC-1, MUC-4 a MUC-16, jez zajistuji ukotveni glykokalyxu k bunéénému
povrchu. Buiiky slzné zlazy a spojivkové poharkové buriky vylucuji gelotvorné muciny
MUC-5AC, MUC-5B a MUC-2. Muciny stabilizuji vodnou vrstvu snizenim povrchového
napéti a hraji tak dulezitou roli ve smacivosti a lubrikaci o¢niho povrchu. Poskytuji
viskozitu, ktera chrani epitel rohovky pied opakujicim se tlakem zpiisobenym mrkanim.
Gelotvorné muciny tvoti velmi velké struktury chranici povrch oka pied patogeny tim, ze
je zachycuji a pfesouvaji do nasolakrimalniho vyvodu pomoci mrkani. (Hodges & Dartt
2013, Foster & Lee 2013)

Apikalni povrch rohovky je tvotfen dlazdicovym epitelem s drobnymi bunécnymi
vybézky tzv. mikroklky (viz obr. 5). Vlakna mikroklki interaguji s muciny a vytvari
glykokalyxovy gel. Povrch mikroklki poskytuje silnou kotvu, ktera stabilizuje SF
a chrani rohovku. Epitelialni butiky rohovky Zziji pfiblizn€ 7 az 10 dni a poté podléhaji
organizované apoptdze a deskvamaci, kterd je vysoce regulovana metaloproteinazami

a jinymi signalnimi molekulami. (DelMonte & Kim 2011, Foster & Lee 2013)

Obr. 5: Mikroklky epitelu rohovky s transmembranovymi muciny, které zasahuji do mukovodné gelové vrstvy.
(Foster & Lee 2013)
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3.4 Stabilita a dynamika slzného filmu

Povrch oka vyzaduje dynamicky a zaroven stabilni SF, aby mohl Ccelit
environmentalnim, imunologickym a optickym vyzvam. (Foster & Lee 2013) Udrzeni
stability slz je nezbytné pro zachovani pohodli a kvalitniho vidéni. Stabilita slz vyzaduje
dynamickou interakci mezi hlavnimi slozkami slz popsanymi vySe. Nestabilni SF je
charakteristickym znakem dysfunkce/deficitu slz a udrzeni stability je hlavnim cilem
terapie. (Pflugfelder & Stern 2020) Nyni je k dispozici celd fada metod pro posouzeni
aspektd SF, které poskytuji pohled na jeho stabilitu. Vyvoj smétfoval k technikam, které
jsou neinvazivni, hodnoti Sirokou oblast o¢niho povrchu a umoziiuji zachytit a analyzovat
dynamickou povahu a casovou nestabilitu slzného filmu. (Sweeney a kol. 2013)

Nejcasteji pouzivanym diagnostickym testem pro stanoveni nestability SF je
Fluorescein break-up time test (FBUT). (Smith a kol. 2008, Korb 2000) Tato technika
zahrnuje instilaci fluoresceinu sodného na ocni povrch pomoci navlhéeného prouzku
nebo pipety. SF je pozorovan biomikroskopem s vyuzitim kobaltové modrého svétla
a Zlutého filtru. Po dobu méfeni se pacient vyhyba mrkani. Casovy interval v sekundach
nasledujici po mrknuti do prvni trhliny, diskontinuity nebo suché skvrny pozorované v SF
je definovan jako FBUT. Hodnoty FBUT niz8i nez 10 s naznacuji abnormalni SF
(Mengher a kol. 1985), pficemz hodnoty 5 s az 10 s jsou povazovany za hranicni
a hodnoty mensi nez 5 s svéd¢i o priznacich suchého oka. (Pflugfelder a kol. 1998)

Neinvazivni techniky zvané Non-invasive break-up time (NIBUT) obecné vyuzivaji
miizku nebo jiny obrazec namirfeny na prekornealni SF pro pozorovani zkresleni a/nebo
abnormalit ve vysledném obraze. Zaznamenava se opét Casovy interval. Tato metoda
eliminuje fyzikalni naruseni SF pii aplikaci fluoresceinu spolu s moznosti vyvolani
reflexniho slzeni. Méfeni NIBUT se proto jevi jako idealni teoreticka i realistiCte)jsi
metoda hodnoceni stability slzného filmu nez FBUT, u které 1ze ocekavat, ze poskytne
spolehlivéjsi a reprodukovatelnéjsi vysledky. (Korb a kol. 2002)

K dal§im obecné uznavanym metoddm hodnoceni objemu slzného filmu patii
méfeni vysky slzného menisku (TMH). Tento parametr miZze byt ovlivnén Casem
uplynulym po mrknuti, dennimi zménami, mistem mefeni podél vicek, piitomnosti
spojivkovych zahybt, klimatem a technickym osvétleni. Predpoklada se, ze TMH
o velikosti 0,2 mm a nizsi je indikatorem nedostatku vodné casti SF ¢i abnormality lipidi.
Mnozstvi slz ma zasadni vyznam pro udrzeni normalniho o¢niho povrchu. Tuto produkei

slz Ize diagnostikovat riznymi testy. K tém nejcastéji pouzivanym patii Schirmerav test.
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Jedna se o prouzek filtracniho papiru, jenz se na jednom konci ohne a umisti do dolniho
temporalniho spojivkového vaku. Zasadnim negativem tohoto testu je, ze dochazi
k podrazdéni spojivky a tim ke zvySené tvorbé slz, ktera ovlivni zaznamenané vysledky.
Z tohoto divodu se natrhu objevuji nové alternativni testy jako napriklad
meniskometrické prouzky nazyvané SMTube® (viz kap. 4.1.3). (Niedernolte a kol. 2021,
Korb a kol. 2002)

3.5 Vznik oxidac¢niho stresu

Jak jiz bylo uvedeno, rohovka ziskava potiebny piisun kysliku z riznych cest, avSak
pii otevienych ocich je primarnim zdrojem atmosféra. (Kayal 2021) Aby byly molekuly
O; snadno dostupné pro povrch rohovky, musi byt prevedeny z plynné faze (atmosférické
prostfedi) do faze kapalné (slzny film) prostfednictvim lipidové vrstvy. Propustnost
lipidové dvojvrstvy zavisi na difuzi a rozpustnosti molekuly kysliku, dale na jejim
fyzikalnim stavu a slozeni, zejména obsahu cholesterolu a nenasycenych mastnych
kyselin. (Moller a kol. 2016, Yazdani 2023)

Nedavna experimentalni studie (Al-Samir a kol. 2021) naznacila, ze ¢im vice je
ptitomen cholesterol v membranach, tim je dvojita lipidova vrstva propustnéjsi. Protoze
jsou bunky rohovky pfizpisobeny mnohem niz§im hladinam kysliku, musi byt obsah
cholesterolu ve fosfolipidovych membranach dobfe uzpisoben k tomu, aby dodaval
dostate¢né, nikoli nadmérné, mnozstvi Oz pro fyziologické potieby. (Yazdani 2023)

Zdroje volnych radikalti ve zrakovém aparatu mohou byt vn&j§i a vnitini, viz
kapitola 1.2.1. AvSak dalSim dulezitym aspektem je vys§i permeabilita lipidové
dvojvrstvy pro molekuly kysliku. (Zuniga-Hertz & Patel 2019) Ruznorodost délek
anasyceni lipidd v povrchové vrstvé SF miaze podléhat kvalitativnim nebo
kvantitativnim zménam vedoucim k nezadoucim u¢inkiim, jak ukazuje obr. 6, str. 27.
(Butovich 2013, Yazdani 2023) Na zakladé téchto zmén fosfolipidova vrstva propusti
do oka vétsi mnozstvi Oz. Dasledkem zvysené hladiny kysliku je nadprodukce volnych
radikalt, coz vede k jiz dfive zminénému oxida¢nimu stresu v bunkach, a tim k nékolika
zanétlivym onemocnéni povrchu oka. Lze tedy fici, ze zdravi pfedniho segmentu oka

Castené zavisi na existenci normalniho slzného filmu. (Yazdani 2023)
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Obr. 6: Normdini lipidova vrstva SF (4) a jeji ekvivalentni narusend forma (B) v diisledku zmén délky mastnych
kyselin (zeleny ctverec), poctu jednotek cholesterolu ( ) a nenasycenych mastnych kyselin (Cerveny

trojuthelnik), coz vede k nadmérné difuzi Oz a ndslednému vzniku oxidacniho stresu. Barevné spektrum na pozadi
predstavuje gradient polarity lipidii v lipidové vrstvé SE. Zkratky: cholesterol estery (Chl-E), voskové estery (WE),
voskové diestery (WdiE), (O-Acyl)-cw-hydroxy mastné kyseliny (Chl-OAHFA), triacylglyceroly (1TAG), fosfolipidy (Pl),
cholesterol (Chl), volné mastné kyseliny (FFA), ceramidy (Cer) (upraveno). (Yazdani 2023)

3.5.1 Syndrom suchého oka

Chronicky stav oxidacniho stresu je spojen se zanétlivymi zmeénami na povrchu
oka, které jsou zodpovédné za onemocnéni, jako je syndrom suchého oka (SSO). (Perez-
Garmendia a kol. 2020) SSO je povazovan za jeden z nejrozsifenéjsich o¢nich syndromd.
V poslednich letech se celosvétove zvysil dopad této poruchy az na 50 %, a to zejména
u mladsi populace. (Stapleton a kol. 2017) Spolecnost The Tear Film & Ocular Surface
Society definovala toto onemocnéni jako: ,,Multifaktorialni onemocnéni o¢niho povrchu
charakterizované ztratou homeostazy slzného filmu doprovazené ocnimi pfiznaky.
Etiologickou roli zde hraje nestabilita a hyperosmolarita slzného filmu, zanét, poskozeni
povrchu oka a neurosenzorické abnormality. To ma za nésledek ptiznaky diskomfortu,
poruchy vidéni a nestabilitu SF s moznym poskozenim o¢niho povrchu. (Craig a kol.
2017, Seen & Tong 2018)

Klinické hodnoceni tohoto onemocnéni je kvali rozmanitym piiznakiim
a neexistenci jediného spolehlivého klinického testu narocné. (Bartlett a kol. 2015)
V soucasné dobé predstavuji umélé slzy prvni volbu terapie SSO. Tato 1é¢ba nemusi byt
nutné adekvatni ¢i G€inna, prestoze je cilem konstrukce vyrobki na bazi lipidi napodobit
SF, pocet inkorporovanych lipidi je omezeny a neni tak jisté, zda jsou lipidy plné
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doplnény. (Garrigue a kol. 2017) Lécbu narusSené lipidové vrstvy vyvolané oxida¢nim
stresem (a tak i SSO) lze zlep§it zhodnocenim funkce Meibomskych Zzlaz, identifikaci
dotéenych lipidovych slozek a jejich dodavanim do SF. Pro dosazeni uspokojivych
vysledkti lze slozeni slznych nahrad kombinovat s dalSimi slozkami, jako jsou
antioxidanty, elektrolyty a osmoochranné latky. Maly pocet intervencnich studii (Macri
a kol. 2015, Horwath-Winter a kol. 2005, Rieger a kol. 2010, Jee a kol. 2015) naznacuje,
ze terapii suchého oka lze pifimo zaméfit na oxidacni stres. Pro dal§i vyzkum tohoto
tématu je nezbytny vyvoj pfistrojové techniky. (Labetoulle a kol. 2022)

Cilem studie Kubota a kol. (2021), Lékarska fakulta Keio University, bylo
vyhodnotit zmény koncentrace molekuly H; obsazené ve vydechnutém vzduchu
a nasledné zmény v SF. Prijem H, byl zaji§tén vodou nasycenou vodikem pomoci
specialnich tablet SUPER H2. Kontrolni skupiné byla podavana mineralni voda.
Vyzkumu se zucastnilo 10 dospélych japonskych dobrovolnikii ve véku 20-50 let.
Pro méfeni doby rozpadu SF byla vyuzita invazivni metoda FBUT (podrobnéji popsana
v kap. 3.4) a TMH byla méfena standardné dle doporuceni vyrobce. FBUT a TMH byly
zaznamenany 10 min pfed aplikaci H, nasledné po vypiti hydrogenové vody, a to
v ¢asech 0 min, 10 min, 30 min a 60 min.

Po 30 minutach od aplikace H byla zjiSténa vyznamné vysSi koncentrace
vydechovaného vodiku ve srovnani pii podani mineralni vody (p = 0,006). FBUT byl
po podani vodiku v Case 30 min vyznamné del§i nez po podani minerdlni vody
(p =0,00041), navic byl vyznamné prodlouzen oproti dobé pied podanim vodiku
(p = 0,00000000006). TMH byl v ¢asech 30 min a 60 min vyznamné vyssi po podani
SUPER H, ve srovnani s kontrolni skupinou (v obou piipadech p = 0,042). Ugastnici
udavali vyznamny rozdil pocitu suchého oka a o¢ni inavy pred a po podani vodiku, a to
vyznamné niz§i. Nebyly pozorovany ani hlaSeny zadné nezadouci ucinky.

Zavér tohoto vyzkumu fiké, ze H> vyznamné a bezpecné zlepsil stabilitu slz,
ptiznaky suchého oka a zlepsil sekreci slz. Tato studie ukazuje, ze vodik pravdépodobné
ovliviiuje obé patologie SSO soucasné, a to nedostatek sekrece slz a dysfunkei lipidové
vrstvy. Vzhledem k tomu, ze H; je bezpecny a levny, mélo by byt jeho klinické pouziti

u symptomt SSO dale zkoumano v ramci rozsahlych studii.
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4 EXPERIMENTALNI OVERENI VLIVU INHALACE H,
NA SLZNY FILM

Mimo celkovych ucinkd molekularniho vodiku na organismus nékteré studie
(Oharazawa a kol. 2010, Wei a kol. 2012, Tian a kol. 2013, Feng a kol. 2012, Yokota
a kol. 2015, Sun a kol. 2014, Tao a kol. 2016, Huang a kol. 2012, Kubota a kol. 2011,
Igarashi a kol. 2016) poukazuji 1 na vliv na zrakovy aparat, viz kapitola 2.2.2. Zdravi
predniho segmentu oka také castecné zavisi na existenci normalniho slzného filmu, uvadi
ve svém zaveru prace Yazdani (2023). Na zakladé diskuzi ve studiich (Macri a kol. 2015,
Horwath-Winter a kol. 2005, Rieger a kol. 2010, Jee a kol. 2015) 1ze predpokladat i vliv
H; pfi terapii syndromu suchého oka. Pfimo vlivem na slzny film se vSak zabyvala jedina
studie (Kubota a kol. 2021), ktera hodnotila zmény SF po pfijmu hydrogenované vody.

Cilem nasi studie je sledovat okamzity dopad inhalace molekularniho vodiku na SF.
Pfitom jsme se zaméfili na inhalaci H, do plic a inhalaci specidlnimi brylemi.
Sledovanymi parametry byly doba rozpadu SF (dale ozn. jako NIKBUT), TMH
a objemova slozka slzného menisku [dale ozn. jako SMTV (Strip Meniscometry Tear
Volume)]. Na zaklad¢ vysledka predchozi studie (Kubota a kol. 2021) predpokladame, ze
dojde k vyznamné delsi dobé rozpadu SF a statisticky vétsim hodnotam vysky slzného

menisku po podani H; oproti kontrolni skuping.

4.1 Metodika a subjekty

4.1.1 Subjekty

Pro ucast v této studii byly zahrnuty pouze osoby, které mély pii itvodnim méfeni
(neni zahrnuto do prace) NIKBUT na alesponl jednom oku pod 15 s (hodnota prvniho
roztrzeni). Do vyzkumu bylo celkem zafazeno 10 probandi ve véku od 20 do 24 let
zenského pohlavi. Primérny vék probandu byl 22,3 let se smérodatnou odchylkou (SD)
1,4 let. Uzivatelé kontaktnich cocek byli pozadani, aby nejméné 24 hodin pfed kazdym
sezenim neméli kontaktni coCky nasazené. Kontraindikaci G€asti v této studii bylo akutni
o¢ni onemocnéni, které ovliviiuje SF.

Pred zacatkem prvniho méfeni byl kazdy proband podrobné seznamen s cili
vyzkumu, s jeho jednotlivymi ¢astmi, s pfipadnymi riziky a s asovou naroc¢nosti méteni.
Na zakladé¢ téchto informaci nasledné sviij souhlas s Gcasti ve studii stvrdil podpisem

informovaného souhlasu.
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4.1.2 Popis experimentu

Vsechna méfeni probihala od fijna 2023 do tinora 2024 v odborné laboratofi katedry
optiky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Cela studie se skladala
ze dvou casti, prvni ¢ast predstavovala inhalaci molekularniho vodiku do plic, druhé ¢ast
inhalaci brylemi. Obou casti studie se zcastnili vSichni probandi. Kazda z ¢asti
zahrnovala inhalaci placeba (tj. vzduchu, kontrolni meéfeni) a inhalaci smési
s molekularnim vodikem (experimentalni méfeni). V piipade inhalace do plic byla studie
koncipovana jako jedenkrat zaslepena (proband nevédél, jaké méfeni probiha — placebo
x smés s Hy), experimentator ano. Inhalace brylemi byla dvojité zaslepenou studii, kdy
ani proband ani experimentator neveédéli, zda je inhalovano placebo nebo smeés s Ha.

Kompletni méfeni tedy probihalo celkem ve Ctyfech sezenich (inhalace do plic
x inhalace brylemi, placebo x smés s Hy). Na prvnim setkani byli probandi pozadani
o vyplnéni dotazniku Ocular Surface Disease Index“(dale ozn. jako OSDI®). Jednotliva
sezeni zahrnovala Sminutovou Uvodni adaptaci na podminky laboratore nasledované
palhodinovou (prvni Cast experimentu) nebo hodinovou (druha cCast experimentu)
inhalaci smési (placebo nebo smés s H») (inhalacni faze), ktera byla nasledovana
palhodinovou fazi bez inhalace. Poradi obou ¢asti experimentu bylo nahodné, stejné tak
poradi inhalace placeba nebo smési s H» v dané Casti experimentu.

Pted zah4jenim kazdého sezeni byla v laboratofi vzdy zmétena vlhkost a teplota
vzduchu. Jejich primérné hodnoty a SD béhem experimentu byly 34 %, SD = 10 %
a229°C,SD=1,4°Cv prvni ¢asti a 24,9 %, SD=8,6 % a 23,2 °C, SD=1,1 °C ve druhé
Casti. Pfitom maximalni zmény vlhkosti béhem jednoho sezeni dosahovaly hodnot =3 %
a maximalni zmény teploty + 3,4 °C.

Inhalace a méfeni parametri SF probéhla v sedé, aniz by byl zatéZovan zrak
pohledem do blizka. Béhem kazdého sezeni probihalo neinvazivni méteni parametrti SF
pravého i levého oka, zahrnujici jeho kvalitu, vySku a objem slzného menisku. Méteni
NIKBUT a TMH byla provedena na Keratografu SM OCULUS (déle ozn. jako K5M,
blizs§i informace o pfistroji a méfeni viz kap. 4.1.3). SMTV byl hodnocen pomoci
meniskometrickych prouzkii Strip Meniscometry Tube® (dale ozn. jako SMTube®, viz
kapitola 4.1.3), a to celkem dvakrat beéhem kazdého sezeni, a to vzdy na zacatku
a na konci u obou o¢i v nahodném potradi.

K inhalaci do plic byl pouzit komeréné dostupny H» generator 1600 (blize popsany
v odstavci  4.1.3). Inhalovand smés (placebo nebo témér Cisty vodik

o koncentraci > 99,99 %) byla inhalovana nosem pomoci specialni jednorazové nosni
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inhala¢ni kanyly s vydatnosti toku 600 ml/min po dobu 30 min, zndzornéno na obr. 7-A.
Dil¢i méfeni NIKBUT probéhla pétkrat pro kazdé oko, a to na zacatku experimentu
(0 min) a dale v ¢asech 15 min (v pribéhu inhalace), 30 min (v okamziku ukonceni
inhalace), 45 min a 60 min (tj. jiz bez inhalace) od zahajeni experimentu. Pfitom
u kazdého oka byl vzdy tfikrat po sobé mefen NIKBUT (jako vysledek byl uvazovan
prumér) a jednou TMH. Sledovana byla doba prvniho i primérmého NIKBUT. Jedno dil¢i
meéteni (4. 3x levé oko NIKBUT, 1x levé oko TMH, 3x pravé oko NIKBUT, 1x pravé
oko TMH) trvalo maximalné 6 min.

K inhalaci brylemi byly pouzity specialni inhalacni bryle ve spojeni s inhalatorem
H; generator 1300 (viz 4.1.3), jak 1ze vidét na obr. 7-B, ktery diky specialni vyrobni tprave
generuje vodik v bezpecné koncentraci 3,82 % (zbytek smeési s vodikem tvoftil vzduch).
Inhalace smési (placebo nebo smeés s Hz) s vydatnosti toku 60 ml/min trvala 1 h.
Jednotliva méfeni NIKBUT probéhla ctytikrat pro kazdé oko, a to na zaatku experimentu
(0 min) a dale v ¢asech 60 min (v okamziku ukonceni inhalace), 75 min a 90 min (4. jiz
bez inhalace) od zahdjeni experimentu. Pfitom u kazdého oka byl vzdy tfikrat po sobé
meéfen NIKBUT (jako vysledek byl uvazovan primér) a jednou TMH. Sledovana byla
doba prvniho i primérného NIKBUT. Jedno dil¢i méfeni (tj. 3x levé oko NIKBUT, 1x
levé oko TMH, 3x pravé oko NIKBUT, 1x pravé oko TMH) trvalo maximalné 6 min.

Obr. 7: Inhalace pomoci nosni kanyly (4), inhalace pomoci specialnich bryli (B).
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4.1.3 Pouzita zafizeni a metody méfeni
Usporadani experimentalniho pracovi§té s jednotlivymi pouzitymi piistroji

zachycuje obrazek 8.

J] =
- |

ey

Obr. 8: Jednotlivé usporadani pouZitych pristrojii v laboratori. Zleva — Keratograf SM OCULUS, vodikovy
generator i600 a vodikovy generdtor i300.

Vodikové generatory

Generatory, nosni kanyly 1 bryle byly dodany firmou H2 MEDICAL®
TECHNOLOGIES (Ostrava, Ceska republika; h2medical.com). Podle navodu k obsluze
vznika Hz v generatoru elektrolyzou demineralizované vody pomoci membranové
elektrody. Pro inhalaci do plic byl pouzit vodikovy generator 1600, pro inhalaci pomoci
bryli vodikovy generator 1300, avSak technicky upravené pro vyzkumna pouziti. Rozdil
mezi témito dvéma generatory je v koncentraci vodiku. Koncentrace H» u vodikového
generatoru 1600 je 99,99 % (uvedena koncentrace je dodrzena pii vSech moznych volbach
vydatnosti toku smési). U vodikového generatoru 1300 je koncentrace H bezpecné
snizena na 3,82 % (uvedena koncentrace je dodrzena pouze pii vydatnosti toku smési 60
ml/min, pfi vy$Sich hodnotach klesa). Specialni inhala¢ni bryle Hydrogen Eye Massager
od stejného vyrobce jako generatory priléhaji na obliCej ,,pénovym* vypolstrovanim, skrz
které inhalovand smé&s unika do okoli. Tyto bryle mimo jiné lze vyuzit jako masazni

pfistroj, ktery podporuje prokrveni okoli o¢i, pfipadné umoziuji béhem inhalace
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generovat vodni mlhu — tyto funkce nebyly v experimentu vyuzity. (H2 Medical
Technologies s.r.0. 2023a, H2 Medical Technologies s.r.o. 2023b)

Keratograf SM OCULUS

Keratograf K5M je vice ucelovy videotopograf spolecnosti OCULUS GmbH
(Wetzlar, Némecko). Bilé osvétleni se vyuziva k méfeni tisici bodd na celém povrchu
rohovky. K dispozici je také infracervené kruhové osvétleni (880 nm) pro analyzu SF,
které zabrariuje tepelnym zménam a reflexnimu vylucovani slz zptisobenému oslnénim.
Software KSM obsahuje screeningovy balicek pro detekci onemocnéni rohovky, refrakéni
chirurgii a prizptasobeni kontaktnich Cocek, vCetné vizualizace propustnosti kysliku.
Komplexni struktura povrchu rohovky je méfena pomoci matematickych analyz, které
slouzi jako zaklad pro presné odhaleni nepravidelnosti, jako je keratokonus. Ptistroj KSM
umoziuje automatické, neinvazivni a objektivni vySeteni parametrti SF, jako NIKBUT,
TMH, interferencni vzorce lipidové vrstvy, zarudnuti oka nebo stav Meibomskych zlaz.
Meétreni NIKBUT a TMH probihalo standardné dle doporuceni vyrobce. Pii vySetfeni
NIKBUT se nékolik sekund na ptedni plochu rohovky promita obrazec ¢ernych a bilych
koncentrickych kruznic tzv. Placidiv disk. Ten je nasledné zpétné analyzovan a jeho
naruSeni je registrovano jako rozpad SF. Diky barevné kamefe s vysokym rozli§enim jsou
viditelné 1 ty nejmensi struktury. To umoziuje mefit TMH a vyhodnocovat lipidovou
vrstvu. V tomto experimentu byla TMH méfena ve stfedu okraje dolniho vicka, jak je

znazornéno na obr. 9. (Garcia-Marqués a kol. 2021, OCULUS 2024)

E-E ‘ Y '\

Obr. 9: Vyska slzného menisku pravého oka.
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Meniskometrické prouzky SMTube®

Diagnosticky zdravotnicky prosttedek SMTube®, vyvinuty spolecnosti Echo
Electricity Co., Ltd. (Tokio, Japonsko), je uréen pro jednoduché, ptesné, rychlé
a minimalné invazivni hodnoceni objemu slz. SMTube® je vyroben ze smeési polyuretanu
a polyesteru. Meniskometrické prouzky jsou z obou stran potazeny hydrofobni izolacni
membranou s centralni ryhou. Adsorbent, na némz je nanesena tenkd vrstva modrého
barviva, je tvofen propletenymi vlakny z hedvabi a celul6zy. Na obou stranach absorbéru
je vyti§téna stupnice pro méfeni objemu slz. SMTube® je ptilozen na lateralni meniskus
dolniho vicka, aniz by se dotykal povrchu oka. Slzy jsou vstiebavany kapilarnim
pusobenim stfedu prouzku. Modré barvivo je nasledné€ rozpusténo v absorbovanych
slzach. Po 5 sekundéch je zaznamenéna délka obarveného slzného sloupce v milimetrech.
Tato délka odpovida kvantité slzného menisku a je v této diplomové praci oznaCovana
jako SMTV (Strip Meniscometry Tear Volume). Délka sloupce o pfiblizn€¢ 5 mm a vice
je povazovana za normalni hodnoty, zatimco délka krat§i nez 5 mm je povazovana
za nedostatecny objem slzného menisku. (Dogru a kol. 2006, Ibrahim a kol. 2011,
Shinzawa a kol. 2018, Alshammeri a kol. 2020)

4.1.4 Analyza dat

Data byla charakterizovana pomoci prumérnych hodnot a smérodatnych odchylek,
v ptipadé dat vyrazné se odchylujicich od norméalniho rozdéleni téz pomoci medianu
a 1. a 3. kvartilu. Normalita studovanych dat byla hodnocena pomoci Shapiro-Wilkova
testu.

Jelikoz v kazdé Casti experimentu mohly byt u daného subjektu odlisné vychozi
hodnoty, byla pro ucely statistického testovani kazda ¢ast experimentu charakterizovana
rozdily naméfenych dat od pfislusné vychozi hodnoty. VSechny statistické testy byly
provadény na hladin€ vyznamnosti 0,05. Statistické hypotézy byly testovany v programu
STATISTICA 13.4 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA), pomocné vypocty byly
provedeny v programu MS Excel 2016 (Microsoft Corporation, Remond, WA, USA).

Analyza OSDI®

Data piedstavujici OSDI® skére byla hodnocena na stupnici od 0 do 100, dle
doporuc¢eného postupu vyrobce, pficemz Cim vyS§i hodnota tim véEtsi postizeni.
Na zakladé tohoto skore byla data rozdélena do 4 kategorii, a to normalni, mirné,

stfedné zavazné nebo zavazné onemocnéni suchého oka.
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Analyza NIKBUT

Rozdilova data byla ve vétSiné pripadi normalni. V pfipad€ inhalace do plic se
odchylovala pouze jedna hodnota v experimentalnim méfeni (p = 0,034) a jedna
v kontrolnim méfeni (p = 0,044), u inhalace brylemi byla vSechna rozdéleni normalni.
Proto byla pro vyhodnoceni jejich ¢asového prubéhu a porovnani mezi obéma ¢astmi
experimentu zvolena metoda analyzy rozptylu (ANOVA) pro opakovand méfeni. Mimo
faktoru Casu a typu inhalované smési byl téz sledovan vliv pocatecni hodnoty, ktera
pro tento ucel byla u kazdého subjektu stanovena jako prumér z obou Casti experimentu,
pfiCemz byly uvazovany dvé urovné: nizka pro NIKBUT < 10 su prvniho,
resp. < 15 s u primérného Casu roztrzeni a vysoka v ostatnich pifipadech. Uvedené
hrani¢ni hodnoty pfiblizné odpovidaji medianim ze vSech pfislusnych pocatecnich
hodnot (9,18 s a 14,99 s pro inhalaci do plic a 8,11 sa 14,21 s pro inhalaci brylemi).

Hodnota 10 s byva také uvazovana za hranici normalnich hodnot BUT. (Rozsival 2006)

Analyza TMH
Ve vétsing pripadi neméla rozdilova data normalni rozdéleni, proto byly rozdily
mezi jednotlivymi meéfenimi (v Case 1 vobou Castech experimentu) souhrnné

vyhodnoceny pomoci jediného Friedmanova neparametrického testu.

Analyza SMTV
Pro srovnani hodnot v obou ¢astech experimentu byl vyuzit parovy t-test, jelikoz
rozdilova data byla normalni. Vyznamnost odchylek rozdili od nuly byla hodnocena

jednovybérovym t-testem na stfedni hodnotu.

4.2 Vysledky

OSDI*

Tab. 2 zobrazuje sefazena data predstavujici OSDI® skore. Kazdému OSDI® skore
byl pfifazen jeden za Ctyf stupnll zavaznosti onemocnéni SSO, a to normalni (a),
mirny (b), stfedné zavazny (c) nebo zavazny (d). Z tabulky je vidét, ze vSichni
dobrovolnici, az na jednoho, maji mirné onemocnéni SSO.

Tab. 2: Hodnoty OSDI® skore s pFiFfazenym stupném zdavaznosti onemocnéni SSO — normalni (a), mirny (b),
stredné zavazny (c), zavazny (d).

Proband 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

OSDI© skore 14,6 | 22,7 | 27,3 | 29,2 | 29,2 | 31,3 | 33,3 | 35,4 | 45,5 | 47,9
Kategorie SSO b b b b b b b b b (o
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4.2.1 Inhalace do plic

NIKBUT

Souhrnnou  statistickou  charakteristiku  naméfenych  hodnot NIKBUT
v jednotlivych Castech experimentu uvadi tab. 3 a 4 ve formé priméra a smérodatnych
odchylek. Z tabulek je wvidét, ze mezi jednotlivymi cCasy meéfeni nedochazelo
k podstatnym odchylkam od vychozi hodnoty, a to ani v pfipadé experimentalniho ani
kontrolniho méfeni. Experimentalni méfeni vykazuje v priméru mirné€ nizs§i hodnoty.
Rozdilova data jsou ve formé pramért a standardni chyby praméru vynesena do obr. 10
a 11, str. 37. Z obrazka je vidét, ze v piipadé inhalace vodiku doslo k mirnému poklesu
a naslednému navySeni hodnot, uinhalace placeba tomu bylo obracené, a to jak
u prvniho, tak primérného NIKBUT. Uvedené primérné zmeény jsou minimalni
a statisticka analyza je nevyhodnotila jako statisticky vyznamné. V piipadé prvniho
roztrzeni NIKBUT byl signifikantni pouze vliv vychozi hodnoty (p =0,03), pfi vyssi
vychozi hodnoté Casu prvniho roztrzeni NIKBUT byly prumérné rozdily nizsi nez
pfi nizsi vychozi hodnotg, u které byly primeérné rozdily zaznamenany naopak vyssi. Tato
informace vSak nema podstatny vyznam. V piipadé primérného Casu roztrzeni nebyla ani
tato hodnota vyznamna (p =0,21). V obou pfipadech pak nebyl zjistén vliv typu
inhalované smési a vliv ¢asu méteni nebyl signifikantni (p = 0,61, p = 0,84 pro prvni
NIKBUT a p = 0,89, p= 0,99 pro prumérny NIKBUT). Stejné tak nebyla signifikantni
ani jejich vzajemna interakce (p = 0,46 prvni NIKBUT, p = 0,64 prumérny NIKBUT)
a interakce s vychozi hodnotou (ve vsech piipadech p > 0,35).

Tab. 3: Priimérné hodnoty (PR UMER) a smérodatné odchylky (SD) pitvodnich dat v jednotlivych casech méreni
pri inhalaci smési s H> v pripadé prvniho (NIKBUT 1st) a priimérného (NIKBUT avg) roztrzeni slzného filmu.

. ) 0 15 30 a5 60
Cas (min) — — — — —

PRUMER | SD | PRUMER | SD | PRUMER | SD | PRUMER | SD | PRUMER | SD

NIKBUT 1st (s) 9,1 4,4 9,6 3,9 8,5 3,3 8,3 3,3 9,9 5,1

NIKBUT avg (s) 12,0 4,7 13,2 4,1 12,4 4,7 12,2 4,4 12,9 5,3

Tab. 4: Priimérné hodnoty (PR UMER) a smérodatné odchylky (SD) pitvodnich dat v jednotlivych casech méreni
pri inhalaci placeba v pripadé prvniho (NIKBUT Ist) a priimérného (NIKBUT avg) roztrZeni slzného filmu.

. ) 0 15 30 a5 60
Cas (min) — — — — —

PRUMER | SD | PRUMER | SD | PRUMER | SD | PRUMER | SD | PRUMER | SD

NIKBUT 1st (s) 10,3 |4,9| 105 |63| 105 |58 11,2 |73| 105 |50

NIKBUTavg(s)| 133 |51| 13,9 |58| 145 |59| 143 |67| 139 |53
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Obr. 10: Rozdily NIKBUT (prvni roztrZeni) od vychozi hodnoty v jednotlivych casech méreni pri inhalaci smési
s > (modie) a placeba (zelené). Krouzky predstavuji primeérné rozdily, prerusovand cara vyznacuje nulovy rozdil,
chybové iisecky reprezentuji standardni chybu priimeru.
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Obr. 11: Rozdily NIKBUT (primérny cas roztrZeni) od vychozi hodnoty v jednotlivych casech méreni
pFi inhalaci smési s > (modfe) a placeba (zelené). Krouzky predstavuji priimérné rozdily, prerusovand cdra vyznacuje
nulovy rozdil, chybové usecky reprezentuji standardni chybu priiméru.
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TMH
Naméfena data jsou ve forme mediana a kvartili uvedena v tab. 5 a 6 pro inhalaci
smési s Hy a placeba. Rozdily od vychozi hodnoty podavaji tab. 7 a 8. Statisticka analyza

nezjistila mezi hodnotami statisticky vyznamné rozdily (p = 0,51).

Tab. 5: Mediany, 1. a 3. kvartily pitvodnich dat v jednotlivych casech méreni pri inhalaci smési s > u hodnoceni

TMH.

Cas (min) 0 15 30 45 60
Median (mm) 0,40 0,35 0,38 0,34 0,43
1. kvartil (mm) 0,31 0,29 0,33 0,31 0,31
3. kvartil (mm) 0,46 0,50 0,57 0,61 0,61

Tab. 6: Medidny, 1. a 3. kvartily pitvodnich dat v jednotlivych casech méreni pri inhalaci placeba u hodnoceni

TMH.

Cas (min) 0 15 30 45 60
Median (mm) 0,38 0,34 0,39 0,33 0,39
1. kvartil (mm) 0,27 0,30 0,33 0,28 0,32
3. kvartil (mm) 0,54 0,57 0,55 0,52 0,53

Tab. 7: Mediany, 1. a 3. kvartily rozdilovych dat v jednotlivych casech méreni pri inhalaci smési s H>

u hodnoceni TMH.

Cas (min) 15 30 45 60
Median (mm) -0,03 0,05 0,03 0
1. kvartil (mm) -0,10 -0,08 -0,07 -0,07
3. kvartil (mm) 0,06 0,11 0,13 0,15

Tab. 8: Mediany, 1. a 3. kvartily rozdilovych dat v jednotlivych casech méreni pri inhalaci placeba u hodnoceni

TMH.

Cas (min) 15 30 45 60
Medién (mm) 0,01 0 0,01 0,03
1. kvartil (mm) -0,05 -0,07 -0,10 -0,04
3. kvartil (mm) 0,04 0,09 0,04 0,12

SMTV

Pivodni naméfena data jsou ve formé pramért a smérodatnych odchylek uvedena
v tab. 9, str. 39 (spolecné pro inhalaci smési Hz 1 placeba). V ptfipadé rozdilovych dat byl
zjistén u inhalace vodiku primeérny rozdil -1,2 mm se SD 3,7 mm, v ptipadé placeba
0,6 mm a SD 2,1 mm. Péarovy t-test zjistil, Ze rozdilova data se mezi obéma cCastmi

experimentu li§i (p =0,014), pficemz po inhalaci vodiku doslo k poklesu hodnoty.
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Nasledna analyza jednovybérovym t-testem na stfedni hodnotu vSak nevykazala, ze by se
rozdily v nékteré Casti experimentu vyznamné lisily od nuly (p =0,16 ap =0,21 pro vodik
a placebo).

Tab. 9: Priimérné hodnoty (PRUMER) a smérodamné odchylky (SD) pitvodnich dat SMTV v jednotlivych casech
mérent pri inhalaci smési s > a placeba.

. . 0 60
Cas (min) — —

PRUMER SD PRUMER SD

Smés s H, (mm) 8,7 4,0 7,5 3,9

Placebo (mm) 6,6 3,4 7,2 3,7

4.2.2 Inhalace pomoci bryli
Studie byla dvojité zaslepena, kontrolni a experimentalni méfeni bylo oznaceno
hodnotou pozice piepinaci paky mezi placebem a smési s vodikem (pozice 1 a pozice 2).

Toto oznaceni je dodrzeno i1 v nasledujicim textu.

NIKBUT

Tab. 10 a 11, str. 40 uvadi ve form¢é pramért a smérodatnych odchylek souhrnnou
statistickou charakteristiku naméfenych hodnot NIKBUT v jednotlivych ¢asech a ¢astech
experimentu. Z tabulek je vidét, ze mezi jednotlivymi Casy méfeni nedochazelo
k podstatnym odchylkam od vychozi hodnoty, a to ani v pfipadé experimentalniho ani
kontrolniho méfeni. Inhalace brylemi pii pozici 1 vykazuje v priméru mirn€ nizsi
hodnoty. Rozdilova data jsou ve formé pruméru a standardni chyby priméru vynesena
na obr. 12, str. 40 a obr. 13, str. 41. Z obrazku je vidét, ze v ptipad€ pozice 11 2 doslo
k mirnému navyseni hodnot u prvniho NIKBUT, u primérného NIKBUT bylo mirné
navyseni hodnot u pozice 1, avSak u pozice 2 doslo k mirnému poklesu. Rozdily jsou opét
malé, v pfipadé prvniho roztrzeni NIKBUT, ani v pfipadé prumérného Casu roztrzeni
statistickd analyza nenasla signifikantni vliv vychozi hodnoty (p = 0,58 a p = 0,20).
V zadném z pripadd nebyl zjistén vliv typu inhalované smési a vliv ¢asu méfeni nebyl
signifikantni (p = 0,85, p = 0,56 pro prvni NIKBUT a p = 0,40, p = 0,65 pro primérny
NIKBUT). Stejné tak nebyla signifikantni ani jejich vzdjemna interakce (p = 0,86 prvni
NIKBUT, p= 0,59 primérny NIKBUT) a interakce s vychozi hodnotou (ve vSech
ptipadech p > 0,34).
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Tab. 10: Priimérné hodnoty (PRUMER) a smérodatné odchylky (SD) piivodnich dat v jednotlivych casech
meéreni pri inhalaci pomoci bryli (pozice 1) v pripadé prvniho (NIKBUT 1st) a primérného (NIKBUT avg) roztrZeni

slzného filmu.

. . 0 60 75 a0
Cas (min) — — — I
PRUMER SD PRUMER SD PRUMER SD PRUMER SD
NIKBUT 1st (s) 7,9 4,9 8,2 5,2 8,6 5,0 9,0 5,6
NIKBUT avg (s) 12,2 4,5 12,0 51 12,0 5,2 12,3 6,0

Tab. 11: Primérné hodnoty (PRUMER) a smérodatné odchylky (SD) piivodnich dat v jednotlivych casech
meéreni pri inhalaci pomoci bryli (pozice 2) v pripadé prvniho (NIKBUT 1st) a primérného (NIKBUT avg) roztrZeni

slzného filmu.

¢as méreni (min)

. . 0 60 75 90
Cas (min) — P P P
PRUMER SD PRUMER SD PRUMER SD PRUMER SD
NIKBUT 1st (s) 9,2 3,8 9,8 4,6 9,9 5,6 10,0 5,9
NIKBUT avg (s) 12,1 5,0 12,8 4,5 13,5 5,7 13,0 6,0
0 2,00 T
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Obr. 12: Rozdily NIKBUT (prvni roztrZeni) od vychozi hodnoty v jednotlivych casech méreni pri pozici 1
(modfre) a pozici 2 (zelené). KrouZky predstavuji priimérné rozdily, prerusovand cara vyznacuje nulovy rozdil, chybové

usecky reprezentuji standardni chybu priiméru.
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Obr. 13: Rozdily NIKBUT (primérny cas rozirZeni) od vychozi hodnoty v jednotlivych casech méreni
pFi pozici 1 (modie) a pozici 2 (zelené). Krouzky predstavuji priimérné rozdily, prerusovana cdra vyznacuje nulovy
rozdil, chybové uisecky reprezentuji standardni chybu priiméru.

TMH

Tab. 12 a 13 podavaji naméfena data ve formé mediant a kvartild pro inhalaci

pfi pozici 1 a 2. Rozdily od vychozi hodnoty jsou uvedena v tab. 14 a tab. 15, str. 42.

Statisticka analyza nezjistila mezi hodnotami statisticky vyznamné rozdily (p = 0,94).

Tab. 12: Mediany, 1. a 3. kvartily pitvodnich dat v jednotlivych casech méreni pri pozici 1 u hodnoceni TMI.

Cas (min) 0 60 75 90
Median (mm) 0,38 0,40 0,40 0,37
1. kvartil (mm) 0,30 0,31 0,29 0,30
3. kvartil (mm) 0,48 0,55 0,49 0,53

Tab. 13: Mediany, 1. a 3. kvartily pitvodnich dat v jednotlivych casech méreni pri pozici 2 u hodnoceni TMI.

Cas (min) 0 60 75 90
Median (mm) 0,36 0,37 0,33 0,38
1. kvartil (mm) 0,27 0,26 0,26 0,30
3. kvartil (mm) 0,45 0,44 0,40 0,42

Tab. 14: Mediany, 1. a 3. kvartily rozdilovych dat v jednotlivych casech méreni pri pozici 1 u hodnoceni TMH.

Cas (min) 60 75 90
Median (mm) 0,03 -0,01 -0,03
1. kvartil (mm) -0,07 -0,07 -0,07
3. kvartil (mm) 0,05 0,06 0,06
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Tab. 15: Medidny, 1. a 3. kvartily rozdilovych dat v jednotlivych casech méreni pri pozici 2 u hodnoceni TMH.

Cas (min) 60 75 90
Median (mm) -0,05 -0,04 -0,01
1. kvartil (mm) -0,07 -0,06 -0,06
3. kvartil (mm) 0,06 0,03 0,03

SMTV

Pivodni naméfena data jsou ve formé pramért a smérodatnych odchylek uvedena
v tab. 16 (spolecné pro obé pozice). V piipadé rozdilovych dat byl zjistén u pozice 1
prumérny rozdil 0,7 mm se SD 4,2 mm, v pfipadé druhé pozice 1,3 mm a SD 5,1 mm.
Parovy t-test zjistil, Ze rozdilova data se mezi obéma ¢astmi experimentu nelisi (p = 0,18).

Tab. 16: Priimérné hodnoty (PRUMER) a smérodatné odchylky (SD) piivodnich dat SMTV v jednotlivych
Casech méreni pri inhalaci obou smési.

. . 0 90
Cas (min) — —
PRUMER SD PRUMER SD
Pozice 1 (mm) 7,5 8,2 3,3 3,3
Pozice 2 (mm) 8,4 4,8 7,1 3,6
4 3 Diskuze

Cilem tohoto experimentu bylo sledovat okamzity dopad inhalace molekularniho
vodiku na SF. Jako aplikace H» byla zvolena inhalace do plic a inhalace pomoci
specialnich bryli. Byla hodnocena doba rozpadu SF (NIKBUT), vyska slzného menisku
(TMH) a objemova slozka slzného menisku (SMTV). Provedena studie neprokézala, ze
by u sledovanych parametrt slzného filmu doslo vlivem inhalace molekularniho vodiku
k vyznamnym zménam v SF.

Byla dohledana jedina podobna studie (Kubota a kol. 2021), ktera je zaméfena
na problematiku SF a pfijmu H,. Pfijem vodiku zde byl zajistén vypitim vody nasycené
vodikem pomoci specialnich tablet oproti placebu. Studie dosla k odlisSnym vysledkiim
oproti této diplomové praci. FBUT a TMH byly zaznamenany 10 min pted aplikaci Ha,
nasledné po vypiti hydrogenové vody, a to v ¢asech 0 min, 10 min, 30 min a 60 min.
Signifikantni vys§i hodnoty FBUT (p = 0,00041) byly po podani hydrogenové vody
v Case 30 min ve srovnani s kontrolni skupinou, a zarovel byly vyznamné vySsi

(p = 0,00000000006) oproti FBUT mérenému 10 min pied aplikaci Hz. V ¢asech 30 min
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a 60 min po podani H» udavala vyznamné vyssi hodnoty 1 TMH oproti kontrolni skupiné
(v obou pripadech p = 0,042).

Pricinou odlisnych vysledki mezi experimentalnim méfeni této diplomové prace
a studii Kubota a kol. (2021) mohou byt né€které z nize uvedenych rozdilt. Sté€zejnim
rozdilem byl zvoleny typ aplikace molekularniho vodiku do lidského organismu.
V provedené studii na Univerzité Palackého v Olomouci byla v prvni ¢asti experimentu
zvolena inhalace H» do plic, u které Ize prfedpokladat, ze se molekularni vodik do téla
vstfeba rychleji. Studie (Sano a kol. 2020) uvadi, ze inhalace 99,99 % H,, a to i pfi nizkém
prutoku (250 ml/min), mize zvysit koncentraci molekularniho vodiku v krvi na hodnoty,
které se prokazaly jako terapeuticky ucinné. Ve druhé Casti experimentu byla u inhalace
brylemi nastavena nizka koncentrace H,, coz muze byt jednou z pfi€in, proC tato
diplomova prace neprokazala vyznamné zmény u sledovanych parametra SF. V japonské
studii (Kubota a kol. 2021) byla pouzita invazivni metoda vySetfeni SF (FBUT), zatimco
v této diplomové praci byla doba rozpadu SF meéfena neinvazivné (NIKBUT). Vék
ve sledovaném vzorku byl v praiméru vyssi (35,3 let, SD + 4.2) oproti této diplomové
praci. Také 1ze oCekavat mozny vliv odlisné rasy ve sledované skupiné. U probandu studie
Kubota a kol. (2021) byly zaznamenany v priméru niz§i vstupni hodnoty FBUT. Tyto
niz§i vstupni hodnoty vykazuji vyraznéj§i zmeény, jez mohou byt rovnéz jednim
z predpokladanych faktorti ovliviyjici vysledné rozdily. Dobrovolnikiim byl prikazan
pust alespon 12 h pied podanim hydrogenové vody, aby se tak vyloucil mozny vliv stravy,
na rozdil od tohoto experimentu.

Jednim z limitd experimentalniho méfeni této diplomové prace byl nizky pocet
probandl, ktery vnikl z davodu obtizného shanéni dobrovolnikd s pozadovanymi
hodnotami SF. Nékteré studie (Brzuchanska 2024) naznacuji, ze méfeni objemové slozky
SF pomoci SMTube® muze vyznamné ovlivnit stav SF. Nicméné toto meéfeni bylo
provedeno jak u kontrolniho, tak experimentalniho meéteni, a tedy by mélo mit stejny
dopad. Ve studii (Vodickova a kol. 2023) se prokazala omezena opakovatelnost méfeni
NIKBUT, a to lepsi u nizs§ich hodnot. Proto by bylo dobré provést tuto studii na vzorku
s jesté niz§imi hodnotami NIKBUT, nejlépe vyznamné niz§imi nez 10 s.

Inhalace vodiku jak do plic, tak brylemi, v daném casovém rozmezi a pii dané
intenzité€ sice neprokazala pozitivni vliv na slzny film, nicméné vysledky ani nenaznacuji
opak. Jednorazova inhalace vodiku obéma zptisoby se tedy jevi jako bezpecna s ohledem
na parametry SF. Vzhledem k tomu, Ze nebyla nalezena vyznamna interakce mezi vychozi

hodnotou NIKBUT a ¢asovym prubéhem jak v pfipadé experimentalnim, tak kontrolnim,
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lze bezpecnost inhalace vodiku uvazovat i u osob s nizkymi parametry SF, tj. u osob

trpicich SSO.
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ZAVER

Tato diplomova prace pojednava o vlivu inhalace vodiku na slzny film. Je rozd€lena
na cast teoretickou, kterd se sklada ze ti hlavnich kapitol, a cast experimentalni. Prvni
kapitola teoretické Casti popisuje molekularni vodik jako G¢inny antioxidant a jeho funkce
v lidském organismu. Ve druhé kapitole teoretické Casti diky studiim, které jsou na toto
téma zpracovany, jsou uvedeny konkrétni protizanétlivé, protialergické a antiapoptotické
ucinky molekularniho vodiku téméf ve vSech organech, véetné zrakového aparatu. Treti
kapitola teoretické Casti je vénovana slznému filmu, konkrétn€ jeho funkci, struktute,
stabilit¢ a mozného vzniku oxida¢niho stresu v lipidové dvojvrstvé se zaméfenim
na problematiku syndromu suchého oka.

Cilem experimentalni casti této prace bylo sledovat okamzity dopad inhalace
molekularniho vodiku na SF. Jako aplikace H» byla zvolena inhalace do plic a také
inhalace pomoci specidlnich bryli. Byla hodnocena doba rozpadu SF, vyska a objemova
slozka slzného menisku. V daném Casovém rozmezi a pii dané intenzité inhalace vodiku
jak do plic, tak brylemi sice nebyl prokazan pozitivni vliv na SF, nicmén¢ vysledky ani
nenaznacovaly opak. Lze tedy fict, ze jednorazova inhalace vodiku obéma zptisoby se
jevi jako bezpecna.

Inhalaci vodiku 1ze oznacit za bezproblémovou i u osob s nizkymi parametry SF,
vzhledem k tomu, ze nebyly nalezeny zadné vyznamné interakce mezi vychozi hodnotou
roztrzeni SF a Casovym prubéhem jak u experimentalniho, tak ani u kontrolniho méfeni.
Pro dal§i pozorovani okamzitého dopadu inhalace molekularniho vodiku, 1ze navysit
pocet subjektt, prodlouzit délku jednotlivych inhalaci H,, popifipadé kombinovat inhalaci
s dal§i aplikaci vodiku (napf. pitim hydrogenové vody). Dopady dlouhodobé inhalace

na slzny film je vSak nutné ovéfit dal§imi studiemi.
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