Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra kvality a bezpecnosti potravin

Ceska zemédélska
univerzita v Praze

Antimykoticka aktivita konopnych extrakti
enkapsulovanych do mezoporézniho kiremicitého
materialu MCM-41

Diplomova prace

Autor prace: Bc. Anna Curevova

Obor studia: Vyziva a potraviny (N-NUTRIM)

Vedouci prace: Ing. Anezka Janatova, Ph.D.

© 2022 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou diplomovou préaci " Antimykotickad aktivita konopnych extraktt
enkapsulovanych do mezoporézniho kifemicit¢tho materiallu MCM-41" jsem vypracovala
samostatné pod vedenim vedouciho diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich
informacnich zdroja, které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace.
Jako autorka uvedené diplomové prace dale prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim
neporusila autorska prava tietich osob.

V Praze dne 14.04.2022




Podékovani

Réda bych touto cestou podckovala Ing. Anezce Janatové, Ph.D. nejen jako mé vedouci
prace za jeji trpélivost, ochotu a cenné rady pfi zpracovani mé diplomové prace. PredevSim
jsem ji moc vdécna za nepfetrzitou pomoc pii praci v laboratofi v ramci vyzkumu. Déle bych
chtéla pod€kovat Ing. Zdenice Kahankové a Ing. TomasSovi Skalovi za jejich hodnotné rady
a pomoc pii praci v laboratoii béhem vyzkumu.



Antimykoticka aktivita konopnych extrakti enkapsulovanych do
mezoporézniho kiemicitého materialu MCM-41

Souhrn

V poslednich letech se konopi dostava stile vice do poptedi predev§im z divodu jeho
l1écebnych ucinki napf. na kozni onemocnéni. Existuje nespocet studii, které potvrzuji pozitivni
ucinky ucinnych latek konopi, kterymi jsou napf. kanabinoidy — tetrahydrokanabinol,
kanabidiol a kanabinol nebo terpeny.

Tato diplomova prace ma za kol obeznamit ctendie s [éCebnym vyuZitim rostliny konopi.

Prakticka ¢ast prace se vénuje konkrétnimu piipadu piisobeni silic konopi a jejich hlavnich
ucinnych latek na plisenn Epidermophyton floccosum. Pracovalo se se 17-ti latkami v Cisté
a enkapsulované form¢, které mély zpomalit nebo inhibovat rist této plisné. Aplikace téchto
latek na Petriho misku byla provedena pomoci sprejové pistole. Diky mezoporéznimu
kfemicitému materidlu MCM-41 by se mélo téchto 17 latek postupné fizen¢ uvoliiovat pro
zajisténi dlouhodobégjsich tcinktl. Celkové vyhodnoceni latek se lisi v zavislosti na koncentraci,
ve které¢ byly aplikovany.

Nejlépe hodnocena latka v obou koncentracich (8 a 4 mg/ml) byl enkapsulovany guaiol.
Jedina latka, kterd pulsobila 1épe v enkapsulovaném stavu oproti Cistému, byl terpinolen
(4 mg/ml). Na konci méfeni (8 mg/ml, 45 den) nejlépe pusobil proti nartstu E. floccosum
B-myrcen a enkapsulovany B-karyofylen. Dalsi latky, které rovnéz uspé$né inhibovaly riist po
45 dnech pti 8 mg/ml jsou enkapsulovany karvakrol, linalol a v ¢isté formé terpinolen. Naproti
tomu u koncentrace 4 mg/ml nejvice inhibovala rist plisné enkapsulovand silice Forbidden
Fruit, nerolidol a terpinolen. Jako téméf neuclinné se jevily u koncentrace 8 mg/ml
enkapsulovany nerolidol, v €isté formé karvakrol, silice Green Poison, Gorilla Glue a v obou
formach silice Forbidden Fruit a Tangie. U koncentrace 4 mg/ml témét neinhibovaly rist v ¢isté
form¢ B-pinen, limonen, terpinolen, silice Green Poison, Critical Hog, Chocolope, Forbidden
Fruit, a-pinen, nerolidol a enkapsulovany karvakrol, B-myrcen, silice Gorilla Glue, Tangie
a linalol. V tomto pfipad¢ nelze s urcitosti konstatovat, Ze by u latek v enkapsulované formeé
byla zajiSténa dlouhodobd ucinnost, aniz by na ni méla vliv fungicidni aktivita. Metodika
pouzitd v této studii byla v jejim pribéhu mnohokrat riznymi zpisoby optimalizovana, ale stale
se objevuji urcité prekazky, které mohou vyrazné ovlivnit vysledky. Je zapotiebi dalSich
navazujicich experimetnd, které by pomohly metodiku zcela optimalizovat a alespofi in-vitro
potvrdit 1é¢ebny potencidl konopi. Dle mého ndzoru miize mit technologie enkapsulace velkou
budoucnost nejen v tomto odvetvi.

Klic¢ova slova: 1écebné konopi, extrahované a t€kavé latky, antifungalni aktivita, enkapsulace,
MCM-41, Epidermophyton floccosum



Antifungal activity of cannabis extracts encapsulated into
mesoporous silica material MCM-41

Summary

In recent years, cannabis has been gaining more and more attention, especially because of
its therapeutic effects, e.g. on skin diseases. There are countless studies confirming the positive
effects of the active substances in cannabis, such as the cannabinoids — tetrahydrocannabinol,
cannabidiol and cannabinol or terpenes.

This thesis aims to familiarize the reader with the medicinal uses of the cannabis plant. The
practical part of the thesis is devoted to the specific case of the action of cannabis essential oils
and their main active substances on the fungus Epidermophyton floccosum. Seventeen
substances in pure and encapsulated form were used to slow or inhibit the growth of this fungus.
The application of these substances to the Petri dish was carried out using a spray gun. Thanks
to the mesoporous silica material MCM-41, these 17 substances should be gradually released
in a controlled manner to ensure longer lasting effects. The overall evaluation of the substances
varies depending on the concentration at which they were applied.

The best evaluated substance at both concentrations (8 and 4 mg/ml) was encapsulated
guaiol. The only substance that performed better in the encapsulated state compared to the pure
state was terpinolene (4 mg/ml). At the end of the measurements (8 mg/ml, day 45), f-myrcene
and encapsulated B-caryophyllene had the best effect against E. floccosum growth. Other
substances that also successfully inhibited growth after 45 days at 8 mg/ml were encapsulated
carvacrol, linalool and, in pure form, terpinolene. In contrast, at a concentration of 4 mg/ml,
encapsulated Forbidden Fruit essential oil, nerolidol and terpinolene inhibited fungal growth
the most. At a concentration of 8§ mg/ml, encapsulated nerolidol, carvacrol in pure form, Green
Poison essential oil, Gorilla Glue, and Forbidden Fruit and Tangie essential oils in both forms
appeared to be almost ineffective. At a concentration of 4 mg/ml, B-pinene, limonene,
terpinolene, Green Poison, Critical Hog, Chocolope, Forbidden Fruit, a-pinene, nerolidol and
encapsulated carvacrol, B-myrcene, Gorilla Glue, Tangie and linalool essential oils showed
almost no growth inhibition in pure form. In this case, it cannot be stated with certainty that the
encapsulated formulation would provide long-term efficacy without affecting fungicidal
activity. The methodology used in this study has been optimised many times in various ways
during the course of the study, but there are still some obstacles that can significantly affect the
results. Further follow-up experiments are needed to fully optimise the methodology and to
confirm the therapeutic potential of cannabis at least in-vitro. In my opinion, encapsulation
technology may have a great future not only in this field.

Keywords: medicinal cannabis, extracted and volatile substances, antifungal activity,
encapsulation, MCM-41, Epidermophyton floccosum
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1 Uvod

Konopi je rostlina, ktera byla ¢lovékem zpracovavédna a nasledné vyuzivana k lé€ebnym
ucelim jako jedna z prvnich v historii. Nejstar§i zdznamy o zdravotnickém vyuziti této rostliny
pochazi ze starovéké Ciny, odkud se v priibéhu staleti vyznamné rozsitila nejen po Asii, ale po
celém svéte. Konopi je dnes vnimano nejen jako zdroj zdravotné prospésnych latek, ale také
jako zdroj tetrahydrokanabinolu (THC). Tato latka ma zna¢né psychoaktivni Gi€inky, pro které
je Casto zneuzivdna. Z tohoto ditvodu jsou Casto produkty z konopi oznacovany jako drogy
a nakladdani s nimi je velmi pfisné pravné regulovano. V poslednich letech se vSak 1écebny,
potazmo zdravotnicky vyznam rostliny vraci zpatky do povédomi nejen odborné spolecnosti.
Pro potvrzeni skuteCnosti, ze tato rostlina opravdu disponuje lécebnymi ucinky, bylo
publikovano mnoho odbornych ¢lankti a analyz vychazejicich z dlouholetych studii. Ty se
vénovaly pfedevSim slozeni a pfimym ucinkiim proti riznym typim onemocnéni a jejich
ptiznaklim. Pravé na zékladé téchto studii a zpétné vazby od pacientli je mozné konstatovat, ze
znané vyuziti ma rostlina konopi pii 1ébé onemocnéni doprovazenych neutiSitelnou
chronickou bolesti jako je rakovina ¢i roztrouSena sklerdza a dalsi. V neposledni fadé konopi
nezpochybnitelné pomaha pii 1écbeé koznich onemocnéni, jako je psoridza, atopicky ekzém
a rizné mykozy.

Nejpocetngjsi a nejrozsitenéjsi skupinu mykoz predstavuji mykotické infekce kiize a nehta.
Vyskyt téchto onemocnéni se razantné zvysuje, a to i diky zvySenému zajmu o cestovani. Diky
nému se mykozy mohou piendset snadnéji a vyskytuji se téméf po celém svéteé, 1 kdyz primarni
mista vyskytu byly tropy a subtropy. Hlavni zastupci pivodci mykoz jsou azofilni a antropofilni
dermatofyty z rodt Microsporum, Trichophyton a Epidermophyton; z nedermatofytii je hlavni
rod Candida. V ptipadé¢ dermatologickych onemocnéni studie prokdzaly, ze existuji
mechanismy, diky nimzZ ptsobi silice proti dermatofytim i nedermatofytim.

Terapie mykotickych onemocnéni zavisi na n€kolika faktorech — etiologické agens, rozsah
infekce atd. Casto se k 16¢bé pouzivaji konvenéni antimykotika. Ne vzdy jsou ale tyto moznosti
1€¢by pro pacienta vhodné. Diky ¢astému pouzivani antibiotik si mize télo vytvofit rezistenci,
a tak je potfeba mit moznost pouZit i néjaké ptirodni preparaty.

V tomto piipadé je enkapsulace idedlni forma, diky které se preparat s léCivymi ¢i
pozitivnimi U€inky po aplikaci (konzumaci) nevstieba hned, ale doputuje v organismu do mista
urceni, které je postizené a tam se postupné zacne uvolnovat. Diky tomuto pozvolnému
uvolnovani by mély mit preparaty lepsi a dlouhodobéjsi ucinnost, a jest¢ by nemély plsobit
jinde, nez je potieba. Tato metoda by se mohla vyuzit i u alternativniho zplsobu terapie
lécebnym konopim u dalSich onemocnéni.



2 Hypotéza a cile

Hlavnim cilem prace bylo enkapsulovat extrahované silice a jejich majoritni slozky
z ruznych odrid 1é¢ebného konopi do mezoporézniho materidlu MCM-41 a porovnat jejich
antifungdlni aktivitu se stejnymi latkami v ¢isté formée.
Hypotéza:

Enkapsulované silice a jejich majoritni slozky budou vykazovat antifungélni aktivitu pfi
srovnatelnych koncentracich jako stejné latky v €isté formé, ale v enkapsulované formé budou
ucinkovat fungistaticky podstatné déle.



3 Literarni piehled
3.1 Historie 1é¢ebného konopi

Existuje nékolik zdroji odkazujicich na historicka data, geografii a evolu¢ni modely, které
tvrdi, ze se konopi objevilo v dobé pleistocénu pied miliony lety. Paleobotanickd studie
prohlasuje, Zze konopi bylo pouzivano bé¢hem holocénské éry pfiblizné pred 11 700 lety.
Nejpravdépodobnéji se vyskytovalo na uzemi sttedni Asie v blizkosti Altajského pohoti, kde
se v soucasné dobé¢ stietdvaji zem& Mongolska, Kazachstanu a Sibife v oblasti jizni a vychodni
Asie (Tarasov et al. 2007; Voeks 2014). Diky postupné lidské adaptaci se konopi rozsitilo
Euroasii a pfizpisobilo se riznym klimatickym podminkdm, ve kterych bylo nasledné
pestovano (Pisanti & Bifulco 2019).

Mnoho terapeutickych vlastnosti konopi nepochazi znovodobych objevi, ale prameni
z empirickych pozorovani, ktera byla béhem staleti pouzivana k lécebnym ucelim ve vSech
hlavnich starovékych kulturdch (Cinské, indické, egyptské, fecké, latinské apod.) (Clark
& Merlin 2013).

Irsky lékat William Brooke O’shaughnessy (1839) byl jednim z prvnich, ktery popsal
terapeutické U¢inky konopi. Sezndmil Evropskou Iékatskou spolecnost s farmakologickymi
vlastnostmi konopi diky jeho praci v Indii. Zaznamenal pozitivni terapeutické uc¢inky indického
poddruhu Cannabis indica oproti poddruhu Cannabis sativa, které bylo péstovano v Evropé.
Provedl diikladnou studii vlastnosti konopi, kterou nejprve otestoval na riiznych zvifatech
a pravdépodobné byl prvni, kdo aplikoval experimentalni metodu pii studiu konopi. Poté, co se
ujistil o jeji bezpecnosti u zvifat, podal né€kterym vybranym pacientim alkoholické tinktury
konopi, kteti trpéli epilepsii, revmatismem, cholerou nebo tetanem a vyvodil, Ze rostlina mé
zajimavé analgetické a myorelaxacni vlastnosti. Na zdklad¢ tohoto pozorovani navrhl, Ze
konopi mtize byt silnym Iékem na zachvaty napf. pii epilepsii. Detailnéji se zaméfil na G€inky
konopi na tetanus. PfestoZze nebylo schopné infekci vylécit, zmirnilo nékteré zavazné
symptomy, coz naznacuje, ze by mohlo byt vyuZito jako prostfedek podporujici a doplitujici
zesilujici ucinek (adjuvans). Podobny experimentalni a systematicky pfistup pouzil také
francouzsky psychiatr Jacques-Joseph Moreau, povazovany za otce moderni
psychofarmakologie, ktery v roce 1840 zkousel konopi na sob€ a pozdéji na svych studentech
a podrobné popsal jeho akutni psychoaktivni ucinky, které predtim pozoroval u arabskych lidi,
ktefi byli zvykli uzivat hasi§ (Moreau 1973). Diky studiim, které provedl O’shaughnessy
v Britanii a Moreau ve Francii se zvysil zdjem o konopi, pfedev§im o jeho prysky¢ici
pojmenovanou ,,hasis* a rozsifil se do zbytku Evropy (Booth 2005).

Giovanni Polli, italsky 1ékar a teditel védeckého ¢asopisu Annals of Chemistry Applied to
Medicine, a Carlo Erba, italsky lékarnik, implementovali v Italii poznatky o vlastnostech
konopi. Jak Giovanni Polli, tak Carlo Erba testovali sami na sob¢ jeho c€inky, psychoaktivni
1 nepsychoaktivni, v ohlaSeném experimentu provedeném v Milané roku 1847. V Italii v oblasti
Kampénie byl péstovan druh Cannabis sativa a byl vyuzivan k 1é¢bé pacienti, ktefi trpéli
riznymi onemocnénimi jako napf. migrénou, nespavosti, astmatem apod. (Samorini 1996).

V roce 1899 poukdzal farmakolog Walter Ernest Dixon na zvlasStni i€¢innost konopi pfi uziti
formou inhalace pro dosazeni konzistentniho a rychlého farmakologického ucinku (Pisanti
& Bifulco 2017).



Na konci 19. stoleti se vSak 1é¢ebné konopi zacina vyuzivat vice sporadicky, protoze jeho
ucinky se pozoruhodné liSily napfi¢ pacienty a také mezi rliznymi preparaty konopi, nebot’
jejich farmakologicky aktivni principy nebyly znamy, a tudiZz nebyly kvantifikovany. Nebyl
vSak zaznamenan Zzadny ptipad otravy zuzivani konopi, takze o jeho bezpeCnosti se
nediskutovalo. Objevily se obavy z nekontrolovatelného Sifeni konopi a jeho zneuzivani, které
ptevysily jeho terapeutickou hodnotu, podpotfené ekonomickymi divody.

V roce 1912, v reakci na rostouci kritiku obchodu s opiem, se Spojené staty americké (USA),
Némecko, Velké Britanie, Francie, Italie, Nizozemsko, Portugalsko, Rusko, Cina, Japonsko,
Persie a Thajsko dohodly na prvnich mezindrodnich smlouvach o protidrogové kontrole opia
a podnikly kroky s cilem regulovat a kontrolovat jejich obchod i uzivani. Pfi revizi dohody,
podepsané v roce 1925 v Zenevé, kvili usili Egypta, USA a Ciny, bylo navrzeno omezeni
hasiSe ve vSech formach. Diky odporu Indie, kde bylo uZzivani konopi hluboce zakotfenéno
v kultute a lidovych tradicich, nebyl navrh schvalen, ale narody se dohodly na kompromisu, ze
zakdzou vyvoz konopi do zemi, kde bylo vyslovné zakdzano. (Pisanti & Bifulco 2017).

Nova éra zacala diky objeviim védcti Yehiela Gaoniho a Raphaela Mechoulama, kteti v roce
1964 v Izraeli poprvé identifikovali chemickou strukturu hlavnich kanabinoidd, ¢innych latek
ptfitomnych v rostliné, pojmenovanych A-9-tetrahydrokanabinol (Mechoulam & Gaoni 1967).
Studie pokracovaly az do 70. let 20. stoleti, kdy nastalo nové védecké obdobi klidu, protoze
aktivni slouc¢eniny konopi byly charakterizovany, ale jejich biologicky cil byl stidle neznamy.
Diky objevu receptori pro kanabinoidy a charakterizace endokanabinoidli (pfedevsSim
anandamidu a 2-arachidonoylglycerolu) a endokanabinoidniho systému (enzymi pro syntézu
a degradaci endokanabinoidi) a G¢innych biologickych cilii fytokannabinoidi v 90. letech
20. stoleti, byl obnoven védecky zajem o konopi, coz vedlo ke zvetejnéni tisict praci, které
jasné zduraznily farmakologicky potencial této rostliny (Pisanti et al. 2009a, 2013).

V poslednich dvou desetiletich, kromé studia farmakologickych vlastnosti fytokanabinoidd,
se vyzkumné usili zaméfilo na vyvoj syntetickych drog schopnych zasahovat do
endokanabinoidniho systému, posilovat nebo blokovat jeho funkce v zavislosti na
fyziopatologickém kontextu. Mezitim né€kolik zemi zménilo svou politiku ohledné¢ konopi
a schvdlilo zdkony, které umoznuji jeho dobfe zdokumentované terapeutické vyuziti
a dekriminalizuji ¢i dokonce legalizuji jeho uzivani pro rekreacni ucely, jako napt. v Uruguayi
a ve statech Washington, Colorado, Oregon a Aljaska v USA (Bifulco & Pisanti 2015).

Na zavér je dilezité si uvédomit, Ze ¢elime velkym kulturnim a védeckym zméndm tykajicim
se lécebného konopi. Jeho historie nés uci, jak Sirokou popularitu mize konopi mit a poté nahly
pokles v zavislosti na socidlnich, kulturnich a ekonomickych dévodech. V dne$ni dobé
ustoupily do pozadi moralni a socidlni obavy z divodu shromédzdéni védeckych dikazl
o famakologickém potencidlu konopi ve shod€¢ s ekonomickymi zajmy spojenymi s timto
obrovskym novym trhem. Pravé ted’ je ponauceni z minulosti stéZejni pro spravné zvladnuti
situace s konopim a zdlraziuje pfedev§im zdravotni pfinos pro pacienty (Pisanti & Bifulco
2017).
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3.2 Botanicka charakteristika konopi

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Konopi, lat. Cannabis, je jednoletd rostlina patiici do ¢eledi konopovitych (Cannabinaceae).
Kromé konopi do této celedi spada i chmel (Humulus). Rozdilem mezi témito rostlinami je
v absenci kanabinoidnich latek u chmelu, které maji psychotropni u¢inky. Hlavnim druhem
konopi je konopi seté, které se rozdeluje na tii poddruhy: konopi seté (C. sativa spp. sativa),
tzv. konopi indické (C. sativa spp. indica) a konopi rumistni/plané (C. sativa spp. ruderalis).
Posledni typ konopi se rovnéz da oznacit za poddruh konopi setého (Dupal 2010).

Konopi se z morfologického hlediska rozd€luje na dva hlavni typy, kterymi jsou konopi seté
a konopi indické. Hlavni morfologicky rozdil mezi indickym a setym typem spociva v jejich
listech. Listy konopi setého byvaji mnohem mensi a tenci, zatimco listy konopi indického mayji
Siroké pruhy a jsou syté zelené, Casto s nadechem purpuru; v dospélosti prechézeji do tmave
purpurové. Konopi indické je kratsi a bujnéjsi, obvykle dortistd do 1,8 m, ale ve vyjimecnych
ptipadech i nad 2,4 m. Konopi indické ma kratké vétveni stonku obtézkané hustymi pupeny.
Pupeny indického konopi se obvykle lisi barvou, ktera miize pfechazet od tmavé zelené po
fialovou, pfi¢emz chladnéjsi podminky vyvolavaji intenzivnéjsi zbarveni. Konopi indické kvete
diive.

Konopi seté ma dlouhé vétveni stonku, pficemz spodni ¢ast se od stitedové stopky rozprostira
1,2 m nebo vice. Vyska kolisa od 1,8 m do vice nez 6 m. Pupeny jsou dlouhé a tenké a mnohem
mén¢ hust¢ osidlené nez u indického typu, ale delsi, nékdy i 1 m a vice. Doba zrani se znacné
1i$i v zavislosti na odriidé a podminkach prostfedi. Pupeny setého typu vyzaduji intenzivni
svétlo, aby ztloustly a nabobtnaly; indického typu nikoli. Konopi set¢ mé vétSinou veEtsi
zastoupeni tetrahydrokanabinolu (THC) a niz$i kanabidiolu (CBD) nez konopi indické
(Thomas & ElSohly 2016).

V%

Konopi seté

Konopi indické

\

P Konopi Konopi Konopi
Konopi rumistni seté indické rumistni

Obrazek 1: Zakladni poddruhy konopi (Ruman 2014; Kreol International Magazine 2015)
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3.2.2 Morfologicka charakteristika

Konopi se fadi mezi kratkodenni rostliny, které k ristu vyzaduji dlouhé zatemnéni trvajici
zpravidla ¢trnact hodin a méné. Je potfeba omezit denni svétlo, aby se rostlina z vegetativni
faze dostala do reprodukcni. Po pfechodu do reprodukéni faze se obméni uspotadani listil
(Holland et al. 2010).

Konopi je obvykle oznacovano za dvoudomy druh, tj. sam¢i a sami¢i kvéty se vyvijeji na
samostatnych rostlinach. Existuji i n€které rostliny, které mohou byt jednodomé. Morfologicky
je obtizné identifikovat samc¢i a samici rostliny ve vegetativnim stddiu. Se sexudlnim
dimorfismem, ktery se objevuje ve vyvoji rostlin pozdéji, 1ze odlisit sam¢i rostliny od samicich
rostlin po zacatku kveteni. Konopi miize mit rovnéz sklony k hermafroditismu (ElSohly et al.
2017).

Obrazek 2: Cannabis sativa (PHOENIX 1ékarensky velkoobchod 2013)
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33 Legislativa 1é¢ebného konopi

Prvni statem, ktery povolil vyuZivat konopi pro lécebné ucely, byla Kalifornie. A to jiz v roce
1996. Do tnora roku 2022 bylo pouZzivani konopi pro lécebné ucely povoleno v 37 statech,
Ctyfech teritoriich a Washingtonu DC. Na téchto uzemich je produkce a distribuce konopi fizena
vlastnimi zdkony jednotlivych stath. VétSinovou je vSak podavano kvalifikovanymi
zdravotnickymi osobami. Na dal$ich 11-ti uzemnich celcich je povoleno z I¢kaiskych divoda
a v omezenych situacich vyuzivat produkty s nizkym obsahem THC, ale vysokym obsahem
CBD. Americka legislativa takovéto programy, které pouzivaji konopi s pouze velmi malym
obsahem THC, nezapocitavaji do komplexniho programu lé¢ebného konopi (National
Conference of State Legislatures 2022).

Kanada legalizovala vyuzivani konopi pro 1ékatiské ucely jiz v roce 2001 a to konkrétné ke
snizeni bolesti predev§im u nevylécitelnych onemocnéni. Lidé, ktefi chtéji uzivat konopi pro
1¢katské ucely, musi ziskat dokument (nejCastéji predpis) od 1ékate ¢i zdravotni sestry. S timto
dokumentem mohou nésledné nakupovat konopi pro Iékaiské ucely prostiednictvim
licencovanych kanadskych producenti. Ti ho dodévaji v riznych formach vcetné susené¢ho
konopi ¢i konopného oleje (Canadian Cancer Society 2022).

Nizozemsko se tradi¢né vyznacuje velmi osobitym pfistupem na poli socialnich reforem.
Co se tyce samotné produkce a distribuce konopi pro 1ékatské ucely, stalo se Nizozemsko viibec
prvni zemi svéta, kterd umoznila prodavat konopi na l€kaisky predpis v 1ékarnach. Nizozemsky
Utad pro lékai'ské pouzivani konopi (BMC) schvalil toto jednani uz v roce 2003. Kromé lékaren
mohou konopi pacientim vydavat také nékteti 1ékati a zdravotnicka zatfizeni (Emcdda 2018).

Velmi Cerstvym institutem v ¢eském pravnim prostiedi, ktery se zaobird problematikou
legalizace konopi, je zdkon €. 366/2021 Sb., ktery podstatnou mirou novelizuje predevsim
zakon €. 167/1998 Sb., o navykovych latkach a o zméné nekterych dalsich zdkont. Tento zakon
ve svych tivodnich paragrafech nové napiimo definuje zékladni pojmy, jako napftiklad konopi
pro lékatské pouziti, technické konopi apod. Dle §2 zminéného zakona je konopi pro 1ékarské
pouziti definovano jako: ,,konopi, které je vyrobcem urceno k terapeutickému vicelu u lidi nebo
ke zpracovani za timto ucelem. “ Déle zakonodarce uvadi i samotné vymezeni rostliny konopi
pro lécebné pouziti. Ta je vymezena jako: ,, rostlina z rodu konopi, ktera je péstovana za ucelem
produkce konopi pro lécebné pouziti* (Ministersto zdravotnictvi CR 2013).

Hlavni nosnou myslenkou celé novely zdkona je vSak zména subjektu, ktery bude noveé moci
legalné péstovat konopi pro 1é¢ebné ucely. Podle soucasné pravni upravy muze takovéto konopi
péstovat ten, ktery ziska licenci od Statniho ustavu pro kontrolu 16¢iv (SUKL) a dale povoleni
k zachdzeni s navykovymi latkami a piipravky vydavaného Ministerstvem zdravotnictvi CR.
V tomto sméru se novela zasadné nelisi od piedeslé pravni Gpravy. Vyraznou zménu je vSak
mozné sledovat u poskytovani licence od SUKLu. V sou¢asné ¢inné pravni pravé SUKL
udéli licenci k péstovani konopi pro 1ékaiské pouziti kazdé pravnické ¢i fyzické osobé, ktera
o takovou licenci pozada, a dale pak za dodrzeni zakonnych podminek. Dal$i vyraznou zménou
je fakt, Ze péstitelé jiz nejsou povinni prodavat své produkty napiimo SUKLu, ale viem, kteii
maji kompetenci k zachazeni stakovymi latkami. Tato zména se snazi podpofit trzni
ekonomiku na poli obchodu s konopim pro 1ékatské pouziti, ¢imz si zakonodarci slibuji vyrazné
snizeni ceny a tim i zlepSeni dostupnosti pro obfany Dal§im vyraznym pravnim nastrojem,
ktery spravuje problematiku distribuce konopi pro 1éebné ucely, je vyhlaSka Ministerstva
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zdravotnictvi Ceské republiky &. 236/2015., ktera popisuje podminky, za kterych je mozné
takovéto konopi predepisovat, pfipravovat, vydavat a pouzivat individudlné pfipravené 1é€ivé
ptipravky. Tato vyhlaSka také hned ve svém druhém paragrafu uvadi, Ze je mozné pouzit
nejvyse 180 g/mésic ususeného konopi pro 1éebné ucinky. I ztohoto je patrné, ze Ceska
republika se snazi reagovat na zmény v legalizacni politice nejen 1é€ebného konopi, ktera je
patrnd v evropském prostiedi (Ecovis jezek 2019).
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34 U&inné latky lé€ebného konopi

Konopi obsahuje nejen kanabinoidy jako klicové slozky, ale i dal§i nekanabinoidni latky,
které hraji dilezitou roli jako synergické nebo doprovodné slouceniny (Hanu§ & Hod 2020).
Konopi obsahuje mnoho biologicky aktivnich sloucenin piedstavujicich rizné chemické tridy.
Nékteré z nich ndlezi k primdrnim metabolitim, napfiklad aminokyseliny, mastné kyseliny
a steroidy, zatimco kanabinoidy, flavonoidy, lignany, terpenoidy a alkaloidy jsou sekundarnimi
metabolity (Vickery et al. 2016; Borille et al. 2017). Metabolicky profil této rostliny je tak velmi
pestry (Pollio 2016).

3.4.1 Kanabinoidni latky

Konopi obsahuje pfiblizn¢ 150 latek kanabinoidniho typu (Landa et al. 2020).
K nejprozkoumanéj$§im kanabinoidim z hlediska farmakodynamického ptlisobeni se ftadi
tetrahydrokanabinol (THC) a kanabidiol (CBD).

Rostlinné kanabinoidy jsou terpenofenolové slouceniny slozenych z 21 atomii uhliku (C21)
a vyskytuji se v rostlin€ ve formé¢ karboxylovych kyselin. Kanabinoidy jsou dobfe zndmy mezi
sekundarnimi metabolity konopi (Turner et al. 2017). Klasické fytokanabinoidy se obvykle
soustfedi na viskdzni pryskyfici vytvofenou a izolovanou ve strukturdch zndmych jako
glandularni sekre¢ni vlasové folikuly — trichomy (Lewis et al. 2018). Dosud bylo v rostlinach
rozpoznano asi 100 fytokanabinoidii (Russo & Marcu 2017). Jejich produkce se zvySuje ve
stresovych podminkach (Zielonka et al. 2020).

Fytokanabinoidy, prenylované polyketidy smiSeného biosyntetického pivodu, jsou
syntetizovany z prekurzori mastnych kyselin a isoprenoidi. VSechny fytokanabinoidové
struktury obsahuji monoterpenickou jednotku piipojenou k fenolickému kruhu obsahujicimu
alkylovany uhlik C3 (Dewick 2009). Bo¢ni fetézec alkylu se mtize liSit délkou od jednoho do
péti uhlikl, z nichZ n-pentyl byva nejhojnéjsi (ElSohly & Slade 2005). Tetrahydrokanabivarin
(THCV), analog THC s n-propylovym postrannim fetézcem, se Casto vyskytuje v konopi
(Hillig & Mahlberg 2004). Fytokanabinoidy 1ze rozdélit do dvou skupin neutralni kanabinoidy
a kanabinoidni kyseliny. Diverzifikace je zalozena na tom, kolik karboxylovych skupin
molekula ma. Neenzymaticka dekarboxylace muze nastat béhem skladovani a zejména pfi
zvySenych teplotach pfi uzeni konopi (Kimura & Okamoto 1970; Shoyama et al. 1970).

Tetrahydrokanabinol (THC)

THC je povazovan za hlavni uc¢innou psychoaktivni slozku konopi, z niz pochazi ptiblizné
70—-100 % téchto ucinkli. THC je pfitomen témét ve vSech odriidach a typech. Rozdilem je
mnozstvi v dané odrade, které se pohybuje od nepatrnych stop az po 95 % ze vsech
kanabinoidi. THC vykazuje mechanismy zéavislé i nezavislé na kanabinoidnich receptorech.
Ovlivnéni prostfedi pfi péstovani anebo umely zasah pfi sklizni a zpracované produkci mlize
vést k dosazeni optimalniho obsahu THC.

THC disponuje Sirokym spektrem mnohotvarnych t¢inkd. THC mé kromé psychoaktivnich
vlastnosti 1 pozitivni u€inky v oblasti mediciny. Pasobi pfiznivé na svaly, které uvolnuje,
antibioticky, rozSifuje bronchy, protiepilepticky, snizuje horecku a nitroo¢ni tlak, uklidituje
a zmiriiuje bolest aj. (Grotenhermen 2009; Dupal 2010).
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THC G¢inné interaguje s receptory CB1 a CBa, coz je zékladem jeho plisobeni pii regulaci
bolesti, kie¢i, chuti k jidlu a nalady (Russo 2011). THC ma 20krat vyssi protizanétlivou
ucinnost nez aspirin a dvakrat vyssi nez hydrokortizon (Evans 1991).

‘ I

HO
Obrazek 3: Strukturni vzorec THC (PngEgg 2021)

Kanabidiol (CBD)

CBD se rovnéz vyskytuje prakticky ve vSech odridach a druzich konopi. CBD nevykazuje
psychoaktivni u€inky, ale vykazuje tlumivé G¢inky a pfi urcitych vysokych davkach ovliviiuje
uc¢inky THC. Pasobi anxiolyticky, diky ¢emuz snizuje dusSevni napéti a uzkost. DalSimi
sedativni, analgetické, antibiotické vlastnosti a dalsi. CBD mize potlacit zacatek plisobeni
konopi, ale zarovent mize jeho plsobeni az dvojnasobné prodlouzit. Pokud rostlina obsahuje
malé mnozstvi THC a vysoké mnozstvi CBD, tak jsou ucinky konopi charakterizovany
utlumem, pocitem slabosti az otupé€losti téla a mysli. (Grotenhermen 2009; Dupal 2010).

CBD ma ziejmé& vice antagonisticky tc€inek a interaguje s ostatnimi neurotransmiterovymi
receptory, jako je serotonin, opioid a dopamin. Zda se, Ze pilisobi tak, ze snizuje zpétné
vychytavani anandamidu, endokanabinoidu produkovaného lidmi. CBD receptory jsou
rozSiteny v mnoha mozkovych oblastech, stejné jako v dal§ich castech téla, vcetné
gastrointestinalniho traktu a imunitniho systému. Studie odhaluji, Ze CBD ptisobi v mozku na
medidlni prefrontalni kiru, amygdalu a hipokampus, coz jsou oblasti pfimo souvisejici se

systémem odmeén (Russo & Marcu 2017).
CH;

i
HyC” XCH,
OH

Obrazek 4 Strukturni vzorec CBD (Abcam 2020)

Kanabinol (CBN)

Kanabinol je neenzymaticky vedlejsi produkt oxidace THC a nejCastéji se vyskytuje po
delsim skladovani, zejména pfi vyssich teplotach. CBN byl prvnim kanabinoidem, ktery byl
identifikovan a izolovan zkonopi (Wood et al. 1899). Tento objev byl s nejvetsi
pravdépodobnosti zpiisoben degradaci THC na CBN v disledku Spatné kontroly kvality,
podminek prepravy a skladovani tykajici se 19. stoleti; problémy, které¢ jsou u stdvajicich
konopnych produktii stale obtizné prekonatelné (Upton et al. 2013).

Ve srovnani s THC si CBN zachovava ptiblizn€ % ucinnosti (Rhee et al. 1997). CBN muze
mit sedativni, protikiecové ucinky, které byly prokazany ve studiich provadénych na zvitatech
a lidech. CBN taktéz prokazal vyznamné vlastnosti souvisejici s protizanétlivou, antibiotickou
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a anti-MRSA (methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus) aktivitou (Karniol et al. 1975;
Turner et al. 1980; Evans 1991; Appendino et al. 2008; McPartland & Russo 2012).

CBN ma potencial jako soucast lokalnich aplikaci, napt. pii 1é€bé popdlenin. Piehled
fytokanabinoidii shrnuje schopnost (Wilkinson et al. 2010) CBN inhibovat aktivitu fady
enzymu, vcetné cyklooxygendzy, lipoxygendzy a fady enzymi cytochromu P450 (Pertwee
& Cascio 2014). CBN muize rovnéz stimulovat aktivitu fosfolipdz. CBN navic podporuje nadbor
klidovych mezenchidlnich kmenovych bunék v kostni dfeni podporujicich tvorbu kosti a mtze
ovliviiovat proteiny rezistencni viuci rakoviné prsu (Scutt & Williamson 2007; Holland et al.
2008).

Obrazek 5: Strukturni vzorec CBN (SpectraBase 2022)

Kanabigerol (CBG)

Tato sloucenina byla extrahovana z konopi ve stejném roce jako THC, ale kanabigerol nema
psychoaktivni u€inky (Gaoni & Mechoulam 1964; Grunfeld & Edery 1969; Grunfeld & Gresty
1999). CBG, vychozi fytokanabinoidni slouc¢enina, ma relativné slaby ¢astecny agonisticky
ucinek na CB; a CB: receptory (Gauson et al. 2007).

CBG muze stimulovat fadu receptorti dillezitych pro bolest, zanét a tepelnou senzitivitu
(Cascio et al. 2010; de Petrocellis & di Marzo 2010; de Petrocellis et al. 2011). CBG miize také
se znacnou ucinnosti antagonizovat stimulaci serotoninovych receptorti a CB; (de Petrocellis
& di Marzo 2010).

Analgetické a antiarytmetické Gc€inky a schopnost blokovat lipooxygenazu idajné predci
ucinky THC (Evans 1991). CBG prokazal mirné antimykotické ucinky (Elsohly et al. 1982).
CBG ma v modelech zékladniho vyzkumu pozoruhodné protinddorové vlastnosti, ve vysokych
davkach se wukazal jako ucinny cytotoxicky prostiedek a je jednim zucinnéjSich
fytokanabinoidli proti rakovin¢ prsu (Baek et al. 1998; Ligresti et al. 2006). V modelu
u hlodaveli méd CBG vyznamné antidepresivni a mirné¢ antihypertenzni G¢inky (Maor et al.
2006; Musty & Deyo 2006).

V neposledni fadé je CBG silnym inhibitorem vychytdvani anandamidu a ucinnou latkou
proti MRSA (methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus) (Appendino et al. 2008;
de Petrocellis et al. 2011).

N OH

OH
Obrazek 6: Strukturni vzorec CBG (Agawi et al. 2020)
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3.4.2 Terpeny a terpenoidy

Terpeny jsou malé izoprenové molekuly klasifikované jako monoterpeny, seskviterpeny,
diterpeny nebo karotenoidy, zavislé na poctu jednotek izoprenu (C5) pouzitych k jejich syntéze.
Terpenoidy jsou malé lipidové slouceniny odvozené od terpentl, Casto doprovazené silnou vini
vhodnou pro ochranu proti moznym predatoriim (Zielonka et al. 2020).

Terpenoidy

Terpenoidy ptitomné v konopi maji nejen synergické funkce pfi spojeni s kanabinoidy, ale
jejich aktivita byla Siroce studovdana u mnoha rtznych rostlinnych druhti. Rovnéz jsou ve
farmacii uznavany diky jejich antioxidac¢ni, antibakteridlni, protiplisiové, protizanétlivé,
protistresové, protinddorové aktivité a analgetickym vlastnostem. Zatimco byly rozsahle
studovany genové site, které fidi biosyntézu kanabinoidll a jejich prekurzord, biosynteticka
draha molekul terpenoidi v konopi byla objasnéna teprve nedavno (Pollastro et al. 2017).
Zatimco kanabinoidy se vétSinou vyskytuji v konopnych rostlinach, terpenoidy produkuje také
mnoho dalSich druht rostlin, takze musi sdilet stejné enzymy podilejici se na jejich
metabolismu (Massimino 2017; Booth et al. 2017; Zielonka et al. 2020).

HQH

Obrazek 7: Strukturni vzorec terpenoidu EA-I (National Center for Biotechnology Information
2022)
Terpeny

Terpeny jsou slouceniny, které vytvareji viini a chut’ rostliny. Mezi nejc¢astéji identifikované
terpeny v rostlinach konopi patifi a-pinen, B-myrcen, limonen, B-karyofylen a linalol.
Dohromady jsou kanabinoidy a terpeny spojovany s tzv. kanabinoid-terpenovym entourage
efektem, ktery lze popsat tak, ze rizné slouceniny v konopi na sebe vzajemné pulsobi
a vyvolavaji specificky ucinek, ktery je vétsi, nez kdyby se jednotlivé slouceniny uzivaly
samostatné (Carlini et al. 1974; Wilkinson et al. 2010; Russo 2011).

Silice, zejména pokud jsou destilované, nemusi byt nutné¢ svym chemickym slozenim
totozné se silici, ktera je pritomna v zivé rostlin€. Pomérné casto se chemické latky s velmi
vysokym nebo nizkym stupném varu jednoduse ,,ztrati“ kvili povaze destilacniho procesu
a kviili ekonomickym a ¢asovym omezenim (Hanu§ & Hod 2020).

Ackoli vétSina slozek zistdva béhem destilace nedotcena, nékteré znich prochazeji
chemickymi zménami. Silice obsahuji také latky, které vznikaji z reaktivnich prekurzort pfi
destilaci. Rozdily ve slozeni silic mohou byt zptisobeny faktory, které ovlivituji prostiedi
rostliny, jako je zemé&pisnad poloha, povétrnostni podminky, typ pidy, pouZzité hnojivo, stari
rostliny, denni ¢i rocni doba a pocasi, kdy se sklizi. K degradaci dochdzi spise piti delSim
skladovani, za Spatnych skladovacich podminek nebo pokud je silice vystavena plisobeni
vzduchu. Atmosféricky kyslik mize zménit chemické slozeni silice reakei s nékterymi jeho

wev
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& Young 2014). Kdyz pouzivame rostlinny material, musime dbat na jeho ochranu pied UV
zafenim a oxidaci na vzduchu, jinak se nékteré terpeny mohou pieménit na alergeny (Karlberg
et al. 1992; Brared Christensson et al. 2016; Hanus$ & Hod 2020).

-y

Obrazek 8: Konopna silice (aedkaDPS 2018)

B-myrcen
B-myrcen je nejrozsifenéjSim terpenem v modernich chemovarech konopi ve Spojenych
statech a v Evropé. Pravdépodobn¢ se nejvice podili na sedativnich ti¢incich mnoha béznych

w1

v jatrech (Russo & Marcu 2017).
CH,

CH,

HsC~ “CHs
Obrazek 9: Strukturni vzorec B-myrcenu (Neznamy 2020)

Limonen

Limonen je cyklicky monoterpen, ktery je bézny v kiife citrusovych plodu a vyskytuje se
hojné v ptirode, 1 kdyz v soucasné dobé se v konopi nachazi spise sporadicky. Limonen je
v rostliné matefskou slouceninou celé¢ skupiny monoterpenoidi. Vykazuje vysokou
biologickou dostupnost se 70% absorpci po plicnim podéani ¢lovéku, je rychle metabolizovan,
ale hromadi se v tukovych tkanich a mozku, pfi¢emz odhadovana smrtelna davka pro ¢lovéka
je 0,5-5 g/kg (Russo & Marcu 2017).

Obrazek 10: Strukturni vzorec limonenu (Santa Cruz Biotechnology 2019)
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g-pinen

a-pinen, bicyklicky monoterpen, je nejrozsitenéjsi terpenoid v ptirodé (Noma & Asakawa,
2010), ale tato vSestranna 1é¢iva latka je bohuzel v modernich chemovarech konopi zastoupena
v niz$i koncentraci. Ma vysokou biologickou dostupnost inhalaci (60 %) s rychlym

-----

bronchodilatacni a antibiotické (Russo & Marcu 2017).

H

H

Obrazek 11: Strukturni vzorec a-pinenu (Santa Cruz Biotechnology 2019)

B-pinen
Bicyklicky monoterpenovy izomer B-pinen se bézné vyskytuje ve spojeni s a-pinenem.
Ukazalo se, Ze ma stejnou antibiotickou G€innost jako a-pinen (Russo & Marcu 2017).

H

H

Obrazek 12: Strukturni vzorec B-pinenu (Santa Cruz Biotechnology 2019)

Linalol

Linalol je necyklicky monoterpenoid, ktery se bézn¢ ziskava z levandule, rize a bazalky.
Linalol ma prokazané sedativni, antidepresivni, imunitu posilujici G¢inky a G€inky snizujici
uzkost. Tento terpen mize také ptsobit analgeticky a protikiecoveé (Russo & Marcu 2017).

HO
N =
Obrazek 13: Strukturni vzorec linalolu (Santa Cruz Biotechnology 2019)

Terpinolen

Terpinolen je cyklicky monoterpen, ktery se bézny nachéazi v borovici. Jeho pfitomnost je
udajné charakteristicka pro konopi typu sativa. Bylo prokazano, Ze terpinolen zabrafuje oxidaci
LDL cholesterolu, coz mé vyznam pfi lécbé aterogeneze a ischemické choroby srde¢ni (Russo
& Marcu 2017).
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Obrazek 14: Strukturni vzorec terpinolenu (Santa Cruz Biotechnology 2019)

B-karyofylen

B-karyofylen, bicyklicky seskviterpenovy alken, je nejbéznéjSim terpenoidem v konopnych
extraktech témét vSudyptitomny a nékterych potravindch (napf. esencidlni oleje) (Russo
& Marcu 2017). Tato sloucenina je jedinym terpenem, o némZ je znamo, Ze interaguje
s endokanabinoidnim systémem organismu (selektivné se vaze na CBa2receptor) (Hanu$ & Hod
2020).

.,,”I

H
Obrazek 15: Strukturni vzorec B-karyofylenu (Santa Cruz Biotechnology 2019)

Humulen

-----

a jejich produktim urcitou ochranu, protoze miZe zabraiiovat pafeni octomilek (Russo
& Marcu 2017; Hanus & Hod 2020).

/
\

~

Obrazek 16: Strukturni vzorec humulenu (Santa Cruz Biotechnology 2019)

Guaiol
Guaiol, bicyklicky seskviterpenoidni alkenicky alkohol, je netoxicky a nedrazdivy. Pouziva
se v aromaterapii k 1é€b¢ artritidy, revmatoidni artritidy a dny. Uvadéné ucinky silice jsou

-----

& Marcu 2017).
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Obrazek 17: Strukturni vzorec guaiolu (Santa Cruz Biotechnology 2019)

Nerolidol

Nerolidol je necyklicky seskviterpenovy alkenovy alkohol se sedativnimi U¢inky, ktery se
bézné vyskytuje v citrusovych slupkach. Nerolidol se vyskytuje v koznich ptipravcich, ale na
rozdil od nékterych béznych koznich ptipravkil se povazuje za netoxicky a nezvysujici citlivost
(Russo & Marcu 2017).

HQ
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Obrazek 18: Strukturni vzorec nerolidolu (MedChemExpress 2019)
3.4.3 Ostatni

Flavonoidy

Flavonoidy jsou Siroce se vyskytujici chemikalie v rostlinné fisi a jsou zodpovédné za
mnoho funkci ve fyziologii, ekologii a biochemii rostlin. Tyto slozky se vyskytuji v tkanich
kvétd, listl, pylu a vétvicek konopi. Bylo popséno asi 20 latek, coz predstavuje sedm
chemickych struktur (Pollastro et al. 2017). Naptiklad kanflavin A a kanflavin B jsou
metylované isoprenoidové flavony. Nekteré studie naznacuji pravdépodobnou modulaci
prostiednictvim kanabinoidi (Flores-Sanchez & Verpoorte 2008; Zielonka et al. 2020).

OCHs

CH3 CHg3 OH O

Obrazek 19: Strukturni vzorec kanflavinu A (PhytoLab 2022)

Stilbeny

Stilbeny jsou fenolové slouceniny, jejichz funkce v rostlinach zahrnuji zékladni a vyvolané
obranné mechanismy a inhibici rlstu. Stilbeny jsou casto pfitomny ve stonku, listech
a pryskyfici. Mohou mit antimykotickou a antibakteridlni aktivitu nebo jsou odpuzujici vici
hmyzu. Devatenact téchto latek bylo identifikovano v konopi (Duraisamy et al. 2017; Zielonka
et al. 2020).
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Obrazek 20: Strukturni vzorec stilbenu (Chemical Book 2022)

Alkaloidy

Dalsi skupinou sekundarnich metaboliti vyskytujicich se v rostlindch jsou alkaloidy.
Vétsinou obsahuji elementdrni atomy dusiku a mohou byt odvozeny z aminokyselin. Obvykle
vykazuji biologickou aktivitu u zvitat.

V konopi bylo identifikovano asi 10 alkaloidl v kofenech, stoncich, listech, pylu a plodech.
Cholin, neurin, L-(+)-isoleucin-betain — protoalkaloidy; hordenin — fenethylamin je repelent
proti kobylkam a trigonel — pyridin. Piperidin a pyrrolidin byly rovnéZz identifikovany v rostliné
(Pollastro et al. 2017; Zielonka et al. 2020).

Lignanamidy a fenolické amidy

Konopi se sklada nejméné z 10 slozek identifikovanych jako fenolické amidy a lignanamidy.
Vyskyt a akumulace fenolickych amidi v reakci na poranéni a UV zafeni naznacuje chemickou
ochranu proti predatorim. Lignany maji insekticidni U€¢inky, hraji vyznamnou roli v procesu
kveteni, v odolnosti vii¢i virim a v hojeni (GlodowsBehr et al. 2018; Zielonka et al. 2020).

23



3.5 Endokanabinoidni systém

Endokanabinoidni systém (ECS) je biochemicky systém, ktery se podili na regulaci mnoha
fyziologickych a kognitivnich procest. Funkcemi tohoto systému jsou regulace neurotransmise
prostiednictvim interakce s presynaptickymi receptory v centrdlnim nervovém systému
a kontrola mnoha fyziologickych procest pfimou aktivaci receptort v tkanich a organech. Mezi
kognitivni procesy regulované timto systémem nalezi zapamatovani a sjednoceni kratkodobé
paméti, motivace a vliv na motorickou aktivitu, pocit hladu a sytosti a pocit bolesti.
Fyziologické a biochemické procesy fizené timto molekuldrnim systémem jsou metabolismus
lipidt a sacharidu, aktivita adipocytil, hepatocytii a endokrinni ¢asti slinivky bfisni, implantace,
spravny prenatalni a postnatalni vyvoj, jakozto i fungovani imunitniho systému a pribch
procesu zanétlivé reakce (Marzo 2001; Mechoulam et al. 2014).

ECS ma tfi typy slozek, které dokazi rozlisit endokanabinoidni systém:

1. Receptory pro kanabinoidy
2. Endogenni kanabinoidy
3. Enzymy regulujici biosyntézu a biodegradaci endogennich kanabinoid (Marzo

2001; Mechoulam et al. 2014).
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Cévni systém (CB1)
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Obrazek 21: Endokanabinoidni receptory CB1 a CB: a jejich vyskyt v lidském organismu
(Anawe 2021)
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MOZEK SRDCE

Snizuje uroven chronického stresu. Snizuje riziko kornaténi cév
Ucinkuje proti depresim a uzkostem. (ateroskleréza).Napomaha snizeni
vysoké hladiny krevniho
tlaku (hypertenze).
ZALUDEK STREVA
Plsobi jako prevence proti nevolnostem Podporuje Iécbu nemoci spojenych

(zvraceni) a podili se na kontrole chuti s bolesti bficha, |éébu zanétu traviciho
k jidlu. Pomaha redukovat prebyteé¢né traktu a prispiva k celkovému zdravi.

Zaludeéni kyseliny a zmirnuje bolesti

Zaludku.

Endokanabinoidni systém

Obrazek 22: Endokanabinoidni systém s CB1 a CB: receptory a jejich funkcemi (HerbForce
2022)
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3.6 Lécba konopim

Vyraz ,lécebné konopi“ oznacuje rostlinné materidly a farmaceutické vyrobky ziskané
z konopi, které se pouzivaji na lékatské predpisy (Zielonka et al. 2020). Fytokanabinoidy
napomahaji 1é€eni a eliminaci pfiznakti nemoci, které jsou narocné na 1é€bu, a pozitivni vliv na
mnoho fyziologickych procest, které pii spojeni s nelegalnim lékem vyvoléavaji protichtidné
emoce (Ben Amar 2006).

Kanabinoidy se mohou podéavat peroralné nebo lokaln¢; 1ze je koufit, vdechovat, michat
s jidlem nebo pit jako caje. Mohou se uzivat v rostlinné formeé, kdy se ziskavaji pfirozené
z rostliny izomerizaci kanabidiolu nebo vyrabé&ji synteticky (Hazekamp et al. 2013).

Jedna z nejvétsich komplikaci u legalizace konopi jsou psychoaktivni vlastnosti THC, diky
nimz miize konopi vyvolat u n€kterych osob mirnou zavislost. Avsak je nutné si uvédomit, ze
pomérné dost jinych legalizovanych latek ma stejné nebo mnohem vétsi riziko zavislosti,
pfi¢emz jsou pouzivany naprosto bézné a legalné€ (napf. benzodiazepiny nebo opioidy) (Landa
et al. 2020).

V posledni dob& v USA vzrostlo legalni uzivani konopi pfi 1é¢b¢ cetnych zdravotnich potizi,
véetné nauzey, chronické bolesti a tzkosti. Existuji kurzy na internetu, do kterych se mohou
1¢kafti pfihlasit, aby ziskali licenci na pfedepisovani konopi. Legalni uzivani konopi v Evropé
je pfedmétem Siroké medialni a vefejné diskuse hlavné v otdzce zmény zadkonli o konopi
(Sanchez Artiles et al. 2019).

Prevazné se k1écbé konopim pouzivaji tii typy: s vysokym obsahem THC a nizkym
obsahem CBD, s vysokym obsahem CBD a nizkym obsahem THC a druhy, ve kterych je
zhruba stejné mnozstvi CBD 1 THC (Landa et al. 2020).

3.6.1 Onkologicka onemocnéni

Utinek konopi na rtizné symptomy souvisejici s rakovinou je u mnoha proménnych zavisly
na sebehodnoceni a ve vét§iné publikovanych studii ¢asto chybi kontrolni skupina. Prospektivni
observacni studie, kterd zahrnovala dva rozhovory zalozené na dotaznicich hodnoticich
symptomy a vedlejsi ucinky, ukazala, ze mnoho symptomil souvisejicich s rakovinou se pii
konzumaci konopi vyznamné zlepsilo. Nebyly zaznamenany zadné vyznamné vedlejsi t€inky
s vyjimkou ztraty paméti u pacientll s dlouhodobym uzivanim konopi (Bar-Sela et al. 2013).

Studie zamé&fend na uzivani konopi u vice nez 3 000 pacientli srakovinou prokazala
vyznamné zlepSeni kontroly dalSich béznych ptiznakd, vEetné problémi se spankem (70,8 %),
unavy (55,9 %), uzkosti a deprese (74,1 %) a nevolnosti a zvraceni (54,7 %). Pouze 18,7 %
pacientll uvadélo dobrou kvalitu Zivota pfed zahijenim 1écby, zatimco 69,5 % pacientd ji
uvadeélo po 6 mésicich. Déle 36 % pacientil piestalo uzivat opioidy a méné nez 20 % pacientli
prerusilo 1écbu konopim, z nichz 19,3 % z diivodu vedlejsich uinkti (Bar-Lev Schleider et al.
2018).

Ptipadova studie, u které bylo zaznamenano, ze uzivani konopi vedlo k vyznamnému snizeni
frekvence svalovych kie¢i a urovné bolesti u svalovych kieci souvisejicich s lécivem
vismodegibem u pacienta s pokro€ilym bazocelularnim karcinomem (Kutiel et al. 2018;
Abu-Amna et al. 2021).
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Ackoli se kanabinoidy klinicky pouzivaji v paliativnich indikacich, neddvné studie oteviraji
slibnou moznost jejich vyuziti jako protinddorovych latek. Do souvislosti mezi systémem
endokanabinoidil a rakovinou je zapojeno nékolik dobfe prozkoumanych bunécnych signalnich
drah a biologickych procesti (Turgeman & Bar-Sela 2019). Mezi tyto drahy a procesy patii
cyklicky adenosinmonofsfdit (cAMP), mitogenem aktivovanid proteinkinaza (MAPK),
proteinkindza b, ceramid, reaktivni formy kysliku (ROS) a dalsi. V souladu s tim vysledky
preklinické studie ukazaly, ze fytokanabinoidy mohou mit protinddorové ucinky, jakoZz
1 antimitotické, antimetastatické, antiangiogenni a proapoptotické ucinky na rtzné nadorové
buiiky in vitro (Pisanti et al. 2009; Alexander et al. 2009; Abu-Amna et al. 2021).

Konopi bude v nadchézejicich letech nepochybné hrat v onkologii vyznamnéjsi roli, ale stale
existuji prekazky, které je tieba prekonat. Provadéni randomizovanych kontrolnich studii
vétSiho rozsahu je naro¢né z diivodu regulacnich problémt. Presné davky lécebného konopi se
znaéné 1i8i a zavisi na individualnich potfebach pacienta a toleranci vedlejSich ucinka. Dalsi
velka vyzva v této oblasti je vhodna koncentrace THC a CBD a zptisob podani podle indikace
pacientl k uzivani (Abu-Amna et al. 2021).

3.6.2 Dermatologickda onemocnéni

Terapie aplikaci CBD byla zkoumana u nékolika druhti koznich onemocnéni a piedbézné
poznatky ukazuji na slibny potencial k 1é¢beé ekzémt a dalSich onemocnéni s vice moznymi
zpiisoby podani, které 1ze vyrobit tak, aby neobsahovaly psychoaktivni slozky (Nickles & Lio
2020).

Mykozy

Plisnové infekce kiize a nehtd tvoii nejpocetnéjsi a nejrozsitenéjsi skupinu vSech mykoz.
Dermatofytim se dafi pii teplotach 25-28 °C, kdy teplé a vlhké podminky podporuji infekci
lidské kaze. Z téchto diivoda jsou povrchové houbové infekce v tropickych zemich pomérné
Casté. Spektrum dermatofyti neni statické navzdory regiondlnim charakteristikdm
a predispozicim pro dermatofytové infekce. Rozmach masové turistiky, mezinarodni sportovni
aktivity a rostouci migrace znamena, ze se $ifi mén¢ bézné nebo zapomenuté druhy houbovych
infekci (Havlickova et al. 2008).

Povrchové houby lze rozdélit podle jejich prostfedi na antropofilni, zoofilni a geofilni
organismy. Plvodci koZznich myko6z jsou ptfedevSim antropofilni a zoofilni typy zroda
Trichophyton (T.), Microsporum (M.) a Epidermophyton (E.). Obecné plati, Ze antropofilni
houby zpisobuji povrchové dermatomykdzy, které se vyznacuji relativné nizkou zanétlivou
aktivitou diky ,,imunologickému uspotadani®, které existuje mezi houbou a jejim lidskym
hostitelem (Macura 1993). Prach v domécnosti mize fungovat jako rezervoar antropofilnich
dermatofyt a muze uchovavat jejich spory po mnoho let. Zoofilni zarodky se vyskytuji
pfedevsim u zvifat, ale ojedinéle mohou byt pfeneseny u ¢lovéka prostfednictvim koc¢ky, psa
(Microsporum canis), morcete a kralika (Trichophyton mentagrophytes var. granulosum).
Geofilni houby rostou v ptid¢ a ¢lovéka infikuji jen sporadicky (Macura 1993). Vysledkem je
slaby az silny zanét (Havlickova et al. 2008).

Na univerzité v Portu a Coimbie v Portugalsku Cavaleiro et al provedli studii, ve které
zkoumali antimykotickou aktivitu silic Juniperus proti kmeniim dermatofyth, Aspergillus
a Candida. Vsechny hodnocené silice inhibovaly kmeny dermatofyti. VSechny vykazovaly
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malou schopnost inhibovat kmeny Candida a Aspergillus na rozdil od silice z listl J. oxycedrus
ssp. oxycedrus (jalovec Cervenoplody). Kromé toho olej z listd J. oxycedrus ssp. oxycedrus
nejenze nejlépe plisobi proti dermatofytim, ale vykdzal i vyraznou aktivitu proti Candida. Neni
vSak snadné pfipsat aktivitu komplexni smési jedné konkrétni slozce. V silicich z listh
J. oxycedrus ssp. oxycedrus je za hlavni slozku povazovan a-pinen a za druhou dtlezitou slozku
d-3-karoten. Vysledky potvrzuji, ze silice nebo né€které jejich slozky mohou byt uzite¢né pfi
klinické 1écbé plisnovych infekci (Cavaleiro et al. 2006).

Dalsi studie, kterou provedli Ibrahim a Abd El-Salam, se zabyva antidermatofytni uc¢innosti
a environmentalni bezpefnosti nékterych komercnich a in vitro extrahovanych Ccistych
a kombinovanych silic proti ¢tyfem keratinofilnim patogennim plisnim. Pfi screeningu
antimykotické toxicity 26 komercnich silic proti keratinofilnimu Microsporum canis,
Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum a Trichophyton mentagrophytes byla
zaznamenana riznd antimykotickd ucinnost silic. Z této studie vyplynulo, ze 24 latek bylo
aktivnich, zatimco zbylé dvé byly neaktivni. Pfi porovnani Gdaji byly zaznamenany vysledky
podobné antimykotické G¢innosti (Ibrahim & Abd El-Salam 2015).

Bansod a Rai stanovili pfi screeningu silic extrahovanych z 15-ti variabilnich 1é¢ivych
rostlin rozdilnou antimykotickou aktivitu proti Aspergillus fumigatus a Aspergillus niger
(Dashrath Bansod et al. 2008). Chuang et al. Prokézali, Ze surové extrakty a silice moringy
olejodarné maji antimykoticky ucinek na 7. rubrum, Trichophyton mentagrophytes,
E. floccosum a M. canis (Chuang et al. 2007). Shin a Lim zjistili inhibici rlstu Sesti
Trichophyton spp. Nekterymi rostlinnymi silicemi (Shin & Lim 2004). Bruni et al. Zaznamenali
antifungalni aktivitu silic obalené (latina) zceledi vaviikovité proti dermatofytu
T. mentagrophytes (Bruni et al. 2004). Adam et al. Zjistili, ze silice dobromyslu obecného, maty
klasnaté, levandule uzkolisté a Salvéje fecké vykazovaly antimykotickou aktivitu proti
Malassezia furfur, T. rubrum a Trichosporon beigelii (Adam et al. 1998).

Akné

Prvni diikazy naznacuji, ze CBD mohou byt pfi 1écbé akné uzitecné. Oléh et al podavali
CBD kultivovanym lidskym sebocytiim (buiiky v mazovych zladzach) a kultufe lidskych
koznich organt. Zjistili, Ze CBD inhibuje lipogenni plsobeni n¢kolika sloucenin, vcetné
kyseliny arachidonové a kombinace kyseliny linolové a testosteronu (Oléah et al. 2014). V dalsi
studii in vitro s pouzitim lidskych sebocyti védci zjistili, Ze konopné seminkové extrakty
& Lee 2019). Oba autoti dospéli k zavéru, ze CBD/konopné semeno by se mélo dale zkoumat
pfi 1écbé akné. Nasledujici studie se tykala zdravych muZza, ktefi si aplikovali 3% extrakt
z konopnych semen v krému na jednu stranu oblic¢eje a na druhou stranu pouze krém. Po 12-ti
tydnech aplikace dvakrat denné védci zjistili, ze produkce kozniho mazu a erytém se na strané
s 3% vytazkem z konopnych semen ve srovnani se stranou oSetfenou pouze krémem vyrazné
snizily. Kromé& toho byl extrakt z konopnych semen dobife snaSen bez vyraznych vedlejSich
ucinkd. Studie dospéla k zavéru, ze 3% extrakt ze semen konopi mlze byt pii 1écbé akné
uzite¢ny (Felgueiras 2021).

Dalsi studie in vitro s pouzitim lidskych sebocytl a kultur lidskych koznich organti poskytly
diikkaz, ze CBD inhibuje lipogenni ptsobeni nékolika sloucenin (napf. kombinace kyseliny
linolové a testosteronu) a potlacuje mnozeni (proliferaci) lidskych sebocyti (Olah et al. 2014;
Martins et al. 2022).
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Atopicky ekzém (AD)

AD je velmi Casté zanétlivé onemocnénti, které je silné€ svédivé a souvisi s nadmérnou kozni
reakci na spoustéce pritomné v prostfedi. Konopi se miize pouzivat k 16cb¢ svédéni a zmirnéni
ptiznakt bolesti pii AD. Pomoci oleje ze semen konopi je mozné posilit pokozku, zvysit jeji
odolnost vii¢i bakteridlnim, virovym a plisiovym infekcim (Felgueiras 2021).

Studie Callawaye et al srovnavala uzivani dietniho konopného oleje a olivového oleje ve
20tydenni randomizované jednoslepé zkiizené studii s pacienty s AD. V této studii byla 1é¢ba
peroralni a bylo zjiSténo, Ze denni piijem 30 ml konopného oleje zplsobil vyznamné zmény
v profilu mastnych kyselin v plazmé&. Na rozdil od olivového oleje snizil suchost, podrazdéni
a svédéni kize. Autofi predpokladali, Ze tento ucinek byl zplisoben vysokym mnozstvim
polyenovych mastnych kyselin (PUFA) obsazenych v konopném oleji. Kromé toho se béhem
1é¢by u zadného z pacientl nevyskytly nezddouci reakce na oba oleje (Callaway et al. 2005).

Nedavno byla vyvinuta polykaprolaktonova (PCL) néplast s cilem studovat dlouhodobé
uvolnovani konopného oleje na modelu ktize a na kiizi tii lidskych dobrovolnikd (Metwally et
al. 2021). Vysledky ukazaly az 55% uvolnéni oleje béhem 6 h, pfi¢emz hydratace pokozky
dobrovolnikt se zvysila pfiblizné o 25 %. Toto fizené uvoliiovani oleje mé zasadni vyznam pro
udrZeni hydratace pokozky po delsi dobu, a proto byly néplasti navrzeny jako nova, snadno
pouzitelna terapie pro 1écbu AD (Martins et al. 2022).

29



3.7 Nanotechnologie a nanomaterialy jako vhodna lékova
forma aplikace konopi

Nérodni nanotechnologicka iniciativa (NNI) v USA definuje nanotechnologii jako ,,védu,
inzenyrstvi a technologii provadénou v nanomeéfitku (1 az 100 nm), kde unikatni jevy umoziuji
nové¢ aplikace v Siroké Skéle oborti, od chemie, fyziky a biologie, aZz po medicinu, inZenyrstvi
a elektroniku® (The United States National Nanotechnology Initiative 2021).

S manipulaci atom®i a molekul na nanometrové tirovni vznika novy model védy a techniky.
Novy obor nanotechnologie byl vytvofen ze sblizovéani tradicnich oborti chemie, fyziky,
biologie a strojirenstvi. Kviili této rozmanitosti z4jmi spojenych s nanotechnologiemi se nyni
zkoumaji témata jako nanobiotechnologie, nanoelektronika, nanomateridly a nanofotonika
(Sattler 2020).

Mg¢li bychom rozliSovat mezi nanovédou a nanotechnologii. Nanovéda je studium struktur
a molekul na Skalach nanometrii v rozmezi od 1 do 100 nm a technologie, kterd ji vyuziva
v praktickych aplikacich, jako jsou zafizeni atd., se nazyva nanotechnologie (Mansoori
&Soeclaiman 2005).

Nanomaterialy (NM) jsou chemické latky nebo materidly, které jsou vyrabény a pouZzivany
ve velmi malém méfitku, tj. 1-100 nm v nejméné jednom rozméru. Hromadné materialy jsou
castice, jejichz velikost je vyssi nez 100 nm ve vSech rozmérech. V hromadnych materiadlech
jsou fyzikalni vlastnosti nezdvislé na velikosti, zatimco v pfipad¢ nanomateriald mohou byt
razné fyzikalni vlastnosti zavislé na velikosti a tvaru nanomaterialii. Vyznam nanomateriall si
védci uvédomili, kdyz zjistili, Ze velikost ovliviiuje fyzikalné-chemické vlastnosti latky, véetné
jejich chemickych, elektrickych, mechanickych a optickych vlastnosti. Proto nanocasticové
materidly vzbudily zna¢ny zédjem diky svym jedineCnym vlastnostem. Nanocastice vykazuji
potencial pro n¢kolik aplikaci, v€etné tpraven vody, rafinerii ropy, petrochemického pramyslu,
pramyslovych procesi, katalytickych procesti, budov a stavebnich materialdi, diagnostiky
a podavani léki (Gleiter 2000; Saleh 2020).

3.7.1 Druhy nanomateriali

Nanomaterialy mohou byt klasifikovany do rGznych skupin na zaklad¢ riznych kritérii.
Obecné jsou nanomaterialy kategorizovany podle jejich morfologie, stavu a chemického
slozeni. Rozd€leni nanomateriald dle studie Saleha: kovové, oxidacné-kovové, bimetalické,
kompozitni, uhlikové, zeolit a nanomaterial na bdzi oxidu kiemicitého, keramické,
polovodi¢ové, polymerni, nanomateridly na bazi lipid, kovo-organické a nanomateridly
v jadru a plasti (Saleh 2020). Nékteré zuvedenych druhli nanomateriali budou detailnéji
rozebrany v podkapitolach.

Polymerni nanomaterialy

Polymerni nanomaterialy jsou pevné nanorozmérné ¢astice, které se skladaji z ptirodnich
nebo syntetickych polymerd. Tyto materidly jsou Siroce pouzivany ve farmaceutickych
a lékarskych aplikacich jako regulatory uvoliiovani 1é¢iv pouzivané ke snimani téla (Yang et
al. 2020; Saleh 2020).
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Nanomaterialy na bazi lipidi

Nanomaterialy na bazi lipidd, jako jsou pevné lipidové nanocastice (SLN), nanostrukturni
lipidové nosi¢e (NLC) a lipozomy, se pouZzivaji pro podavani 1ékli diky jejich moznosti
transportu hydrofilni a hydrofobni molekuly. Rovnéz maji nizkou toxicitu a mohou kontrolovat
uvoliovani 1€kt v cilenych mistech v lidském téle (Zhong & Zhang 2019; Saleh 2020).
Keramické nanomaterialy

Tento typ materidlu nanocastic je slozeny zkeramiky. Déle je klasifikovan jako
zaruvzdornd, anorganickd a nekovovd pevna latka vyrobena znekovovych a kovovych
sloucenin o rozmérech mensich nez 100 nm (Gleiter 2000; Pokropivny & Skorokhod 2007;
Saleh 2020).

Kovo-organické (organicko-kovové) struktury

Kovo-organické struktury (MOF) jsou hybridni materidly skladajici se z anorganickych
iontl kovii a organickych ligandi. Maji mnoho vyhodnych vlastnosti, jako je naptiklad vysoka
plocha povrchu, snadnd uprava povrchu, vysokéd porovitost a dobfe organizovana struktura
a konfigurace. MOF byly Siroce pouzivany jako podpirné materidly diky jejichz rozlozeni
nanocastic na povrchu, které zajistuje vysokou reaktivitu (Gascon et al. 2018; Saleh 2020).
Nanomaterial na bazi oxidu kiemicitého

Nejrozsitengj$imi materialy na bazi oxidu kiemicitého jsou nanojily, coZ jsou nanomaterialy
vrstvenych kiemicitand s atomy Si vazanymi Ctyisténné na osmisténny AI(OH)s3 nebo
Mg(OH). Hlinéna vrstva je obvykle spojena slabou van der Waalsovou silou, kterd miize
prorazit vmezefujici se polymerovy fetézec. VétSina polymerl je vSak nekompatibilni se
strukturou nanojilu kvili rozdilim v povrchové energii. (Kumar et al. 2018; Barua et al. 2018;
Saleh 2020).

Na pocatku 90. let védci z Mobil Oil Corporation syntetizovali prvni objednané mezoporézni
kfemicitanové materialy, které jsou znamé jako rodina M41S (Beck et al. 1992; Kresge et al.
1992, 2004). Termin M41S se pouziva k zobecnéni raznych typi MCM (Mobil Composition
of Matter) syntetizovanych pii zakladnich podminkach za ptfitomnosti alkylamoniovych
povrchové aktivnich latek a zdroje oxidu kiemicitého, jehoz velikost porti zahrnuje rozsah
3—10 nm (Zelendk et al. 2008). Mezi nejznam¢jsi typy této tiidy materialii se fadi MCM-41,
MCM-48, a MCM-50 (Kresge et al. 1992, 2004; Rev Sci 1992; Dubois et al. 1993; Weitkamp
et al. 1994; Costa et al. 2020).

3.7.2 Mezoporézni kiemicity material MCM-41

Mezoporézni materidly na bazi MCM-41 jsou slozeny z amorfniho oxidu kiemicitého
s velkymi pory ve formé valcovych kandli. Primér pori mezopartikli se mize pohybovat
v rozmezi 2-3 nm. MCM-41 ma vysokou povrchovou plochu kolem 1000 cm?/g! a objemy
port vétsi nez 0,5 ml/gl. Vykazuje dobrou tepelnou, hydrotermalni a hydrolytickou stabilitu
(Chon et al. 1996; Cakiryilmaz et al. 2019).

Mezoporézni materidly na bazi MCM-41 mohou byt pfipravovany riiznymi syntetickymi
cestami. Konvencni metodou, kterd se nejvice pouzivd, je vSak hydrotermdlni metoda
v poly(tetrafluorethylenovém)nerezovém autoklavu (Costa et al. 2020). Pfipadné byla ptiprava
mezopartiklt uspé$nd mikrovlnnym ozafovanim (Park et al. 1998; Chen et al. 2016). Vyhodou
mikrovinného ozatovani je, Ze tato metoda umoziuje ve srovnani s hydrotermalni metodou
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(Ergiin et al. 2013) vyssi vynosy, vysokou Cistotu a vyssi rychlost krystaliza¢ni reakce. Ob¢
metody se v podstaté provadéji se zdrojem oxidu kiemicitého [tetracthylorthosilikat (TEOS),
silikagel, koloidni oxid kifemicity, kfemicitan sodny nebo jiny], s fidicim ¢inidlem porovitosti,
kterym muize byt kationtova, aniontova nebo neutralni povrchové aktivni latka, a nakonec voda
jako rozpoustédlo. Poté se upravi pH a roztok se ohfeje hydrotermalnim nebo mikrovinnym
ozafovanim (Santos et al. 2013, 2019; Diindar-Tekkaya & Yiirlim 2015; Jesus et al. 2016).
Posledni krok syntézy spoCivda ve vépenaténi nebo extrakci ziskaného mezoporézniho
materialu, ktery dava vysokou krystali¢nost, a nakonec je potfeba odstranit zbytkové povrchové
aktivni latky po omyti struktury (Costa, de Jesuset al., 2020).

» ol

Obrazek 23: Mikrofotografie MCM-41-NH; (Rizzi et al. 2019)
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3.8 Epidermophyton floccosum

Epidermophyton floccosum (E. floccosum) je jednim ze dvou druhii rodu Epidermophyton,
ktery patii do skupiny dermatofytli. Jedna se o antropofilni druh, ktery infikuje spise ¢lovéka
nez zvitrata. Makrokonidie (typ nepohlavniho vytrusu) maji typicky hladké, tenké az stredné
tlusté stény. Obvykle jsou hojné a vyristaji jednotlivé nebo ve shlucich. Mikrokonidie chybéji
(Weitzman & Summerbell 1995; Makimura et al. 1999; Abdul & Al-Janabi 2014).

Dermatofyty (dermatomycety) maji schopnost pronikat do zrohovatélych tkani lidi a jinych
zvitat a vyvolavat infekci — dermatofytdzu (dermatomykézu) (Weitzman & Summerbell 1995).
Fylogeneze dermatofyti vSak zlstava nejasnd, protoze jejich ptislusnici jsou fylogeneticky
a taxonomicky velmi blizce ptibuzni, jejich fenotypové vlastnosti jsou nékdy chudé a mnoho
izolath z 1ékatskych a veterinarnich vzorki ztratilo sexudlni aktivitu (Makimura et al. 1999).
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Obrazek 24: Epidermophyton floccosum (Shamim et al. 2005)
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4 Material a metody
4.1 Chemikalie a biologicky material

VétSina pouzitych materialit byla zakoupena u firmy Sigma-Aldrich (SA). Terpinolen
(85%), karvakrol (98%) a linalol (97%) byly zakoupeny z Némecka od firmy SA. Nerolidol
(98,5%) a guaiol (99%) byly zakoupeny ze Svycarska od firmy SA. B-pinen (99%) byl
zakoupen z USA od firmy SA. Limonen (97%), B-myrcen, B-karyofylen a a-pinen (99%) byly
zakoupeny od firmy SA. a-bisabolol (95%) byl zakoupen z Itdlie od firmy SA. Epidermophyton
floccosum byl zakoupen z ceské sbirky mikroorganismi (CCM). Hexadecyltrimethyl-
ammonium (CTAB) (=99%) bylo zakoupeno od firmy Sigma-Aldrich z USA. Tetraethyl
orthosilicate (TEOS) byl zakoupen od firmy Merck z Némecka. Sabouraud dextrose agar
(SDA) jako zivné médium bylo pouzito od firmy Oxoid z Velké Britanie (VB). Hydroxid sodny
a ethanol (98%) byly zakoupeny od firmy Penta z Ceské republiky. Dimetylsulfoxid byl
zakoupeny od firmy VWE Chemicals z Francie. Bylo pouzito antibiotikum Clotrimazol.

Tabulka 1: Genotypy konopi a jejich charakteristika

Genotyp Slechtitel Rodokmen Nejzastoupenéjsi terpeny
a jejich koncentrace (%)
Critical Hog T.H. Seeds Critical Mass x Hog  a-pinen (22,05), B-pinen
(CH) (10,39), B-karyofylen

(9,59), 3,7(11)-selinadien
(5,33), karyofylen oxide?

(7,23)
Gorilla Glue Fair Seeds Chem’s Sister x Sour  -myrcen (17), limonen
(GG) Dubb x Chocolate (6,73), B-karyofylen
Diesel (17,71), a-humulen (5,04),

3,7(11)-selinadien (8,99),
karyofylen oxide? (12,50)
Green Poison Sweet Seeds Green Poison B-myrcen (28,25), limonen
(GP) (14,64), terpinolen (25,33),
cis-p-ocimen (5,56), B-
karyofylen (16,75), a-
humulen (7,10)

Forbidden Fair Seeds Cherry Pie x Tangie B-myrcen (10,12), limonen
Fruit (6,50), B-karyofylen (7,95)
(FF)

Chocolope Fair Seeds Chocolate Thai x B-myrcen (5,24), limonen

(Chocko) Cannalope Haze (12,75), linalol (7,04), B-

karyofylen (16,58), a-
humulen (5,37),
karyofylen oxide? (6,77)
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Tangie Fair Seeds California Orange x  -myrcen (18,38), limonen
(D) (Tangerine Dream) Skunk-1 (15,06), B-karyofylen
(16,09), a-humulen (5,41),
karyofylen oxide? (5,12)
*latky byly identifikovany a klasifikovany na Katedie kvality a bezpecnosti potravin Fakulty
agrobiologie potravinovych a piirodnich zdrojii Ceské zemé&délské univerzity

Zdroj: https://www.leafly.com, https://en.seedfinder.eu,

4.2 Enkapsulace

V poméru 1:1 bylo do 2 ml vialek navézeno 8 mg a 4 mg MCM-41 a k obéma koncentracim
byly pfidany dané latky ve stejnych pomérech. Vialky byly vlozeny do vortexu a za stalého
tiepani byly ponechany pfi teploté 40 °C po dobu 12-ti hodin.

4.3 Priprava inokula Epidermophyton floccosum

PIné narostlé plisent E. floccosum byla seSkrabana z Petriho misky a vloZena do zkumavky
s fyziologickym roztokem. Zkumavka s roztokem byla vlozena do ultrazvukové lazné na
10 minut. Poté bylo pipetou odebrano 50 ul roztoku a ptidano do eppendorfovy zkumavky, kam
bylo posléze doplnéno pipetou stejné mnozstvi jodu. Vzorek byl protfepan na vortexu
a nasledné mikroskopovan v Biirkerové komtrce. Finalni hodnota, se kterou se pracovalo, byla
6,7x 10°KTJ.ml".

4.4 Test antifungalni aktivity

Test byl provadén in vitro v Petriho miskach o priméru 60 mm. Jako Zivné médium pro
E. floccosum bylo pouzito 10 ml SDA na misku. VySe zminéné latky byly méfeny a navzajem
porovnavany ve dvou koncentracich 8 a 4 mg/ml v enkapsulované a Cisté formé. Z divodu
optimalizace metod byla rozdilné aplikace plisné u obou koncentraci. Pro koncentraci 8 mg/ml
bylo pouzito inokulum E. floccosum, které bylo naneseno na misku 1 kapkou (30 pl). Oproti
tomu koncentrace o velikosti 4 mg/ml byla aplikovana z plné narostlé plisné E. floccosum, kdy
bylo jehlou odebrano kolecko o velikosti 2 mm. Zaroven byl pokus s koncentraci 8 mg/ml
proveden stejné jako 4 mg/ml, ale probehl v jiné laboratoti nez ptedchozi dva pokusy, ve které
soucasné probihal vyzkum na brambordch a jablkdch a cely pokus byl kontaminovany.
Enkapsulované a Cisté latky byly rozpustény v destilované vodé s 30 pl dimethylsulfoxidu. Dale
bylo na Petriho misku formou sprejovaci pistole rozptyleno 300 ml daného roztoku. Kontrolni
Petriho misky byly zaockovany totozné ve dvou vyse zminénych koncentracich, ale nebyly
aplikovany konopné latky. VSechny Petriho misky byly ulozeny do kultiva¢niho boxu pfi
teploté 25 °C. VSechny vySe zminéné latky v enkapsulovné i €isté form¢ byly provedeny ve
ttech opakovanich. Narist plisné byl hodnocen méfenim a vizualné fotoaparatem v rozmezi
5-ti, 14-ti, 30-ti a 45-ti dnl. Ze stanovenych hodnot méfeni byly vypocitany praméry,
smérodatné odchylky a procenta nartistu jednotlivych latek oproti velikosti objemu celé misky.
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Obrazek 25: Aplikace plné€ narostlé plisn¢ E. floccosum jehlou do Petriho misek s pfedem
pfipravenymi koncentracemi Cistych aktivnich latek a silic konopi

4.5 Statistické vyhodnoceni

Ke zhodnoceni Gc¢innosti aktivnich latek a silic konopi v priitbéhu mésice a ptl viici plisni
E. floccosum a posouzeni jednotlivych latek mezi sebou byla pouzita popisna statistika, presnéji
metoda jednofaktorovda ANOVA na hladiné vyznamnosti p <0.05 a Tukyeho post hoc test
(ANOVA Statistica 12, StatSoft 12, CZ).

36



5 Vysledky

5.1 Antifungalni aktivita

U vSech vySe uvedenych latek byla ovéfena a potvrzena antifungalni aktivita. Latky bud’to
inhibovaly, omezily anebo zpomalily rast E. floccosum. Pti poslednim méteni (45 dni) se narist
plisn€ u nekterych latek shodoval s nartistem kontroly, ale vétSina nérlst omezila. Pti pouZiti
antibiotika Clotrimazol s MIC (minimalni inhibi¢ni koncentraci) 16 pg/ml plisei nenarostla.
Vysledky jsou rozdéleny predevsim na dvé koncentrace (4 a 8 mg/ml), ve kterych byl vyzkum
provadeén.

5.1.1 Antifungalni aktivita G¢innych latek pri koncentraci 4 mg/ml

Jak je patrné z tabulky €. 3, tak pfi koncentraci 4 mg/ml nejlépe fungovala enkapsulovana
silice Forbidden Fruit, ktera inhibovala rist E. floccosum a oproti velikosti misky (kontrola)
narostla jen do 50 %. Enkapsulovana silice Forbidden Fruit narostla od prvniho do posledniho
méfenti (45 dni) o 24 %. Cisty nerolidol a enkapsulovany terpinolen taktéz zdatile ptisobily proti
nartistu plisné. Tyto latky inhibovaly rist do 60 % oproti velikosti misky.

542 3.

- b A 2 — = — — =
Obrazek 26 a 27: Prvni méfeni enkapsulovaného a Cistého nerolidolu v porovnani s kontrolou
(autorka, 2021)

Tabulka 2: Procenta narustu E. floccosum oproti velikosti Petriho misky pfi koncentraci
4 mg/ml

aktivni latky a silice 5. den 14. den 30. den 45. den
B-pinen 47 % + 0,981 8394+ 1,8 100 % £ 0 100 % =+ 0h
B-pinen E 37 % £+ 0,06 47 %+ 0,14 65 % +2,1 82 9% +2,12
karvakrol 34 %+ 0,08 56 % 1,52 63%+224 |85%=+1,79
karvakrol E 36 % + 0,06 83%+0,18 100%+0 100 % =+ 0h
B-myrcen 39 % +0,1 62%+0,67 64%+2,1 67 % + 0,51
B-myrcen E 37 % £+ 0,09 64%+1,87 66%+0,43 |100%=+0
B-karyofylen 41 %+ 0,15 65%+1,46 69 %+1,88 |67 %+1,88
B-karyofylen E 40 % + 0,37 79% +£2,02  69%+1,89 |69 %=+1,88
limonen 38% +0,14 63%+1,69 66%+2,11 |100%+0
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limonen E
nerolidol

nerolidol E
terpinolen
terpinolen E
guaiol
guaiol E

a-pinen
a-pinen E
a-bisabolol
a-bisabolol E
chocko
chocko E

GP

GPE

FF

FFE

CH
CHE
GG
GGE

T

TE
linalol
linalol E

*statisticky vyznamné rozdily byly vyhodnoceny z poslednich tii méfeni

Na rozdil od ¢istého B-pinenu, limonenu, terpinolenu, a-pinenu, silice Green Poison, Critical
Hog, Chocolope a enkapsulovanému karvakrolu, B-myrcenu, linalolu, silici Gorilla Glue

42 % £ 0,16%
32%+0,15

26 %+ 1,582
36 % + 0,04
34%+0,16
32%+0,5
20 % +

0,83acgprswxy
33 %+ 0,52
36 % + 0,04
38 % + 0,05
30 %+ 0,12
45 % + 0,65
37 %+ 0,08
46 % + 0,65
37 % + 0,64
43 %+ 0,41%
26 % + 0,39°

40 % £ 0,09
38 % £ 0,08
40 % £ 0,05
44 % £ 0,02¢
42 % £ 0,04%
42 % £ 0,27%
40 % £ 0,05
38 % £ 0,04

67 % +2
54%+1,7

47 % £ 3,19
92 % £ 0,18
57 % + 1,43
50% £ 1,1
37%+0

89 % + 0,95
44 % + 0,18
87 % + 0,7
87 % + 0,48
93 % +£0,22
71 % £ 1,98
98 % £ 0,19
48 % £+ 0,95
81 % £ 1,56
43 % £ 0,45

68 % £ 2,06
69 % + 1,98
46 % £+ 0,39
78 % £ 2,09
85 %+ 1,13
90 % + 1,25
82 %+ 1,23
92 % £ 0,06

84 % + 1,86
56 % £ 1,99

49 % + 3,47
100% £ 0
58 % £ 1,53
61 % +£2,36
92%+0

100% £ 0

70 % £ 2,08
92 %+ 1,01
96 % £ 0,54
100% £ 0

74 % £2,29
100% £ 0

61 %+ 1,11
84 % + 1,68
49 % £+ 0,58

62 % £2,26
64 % +£2,22
66 % + 2,11
100 % £ 0
90 % £ 1,18
100% £ 0
89%=+1,3
100% £ 0

85 %+ 1,79
56 % +

2’ 1 2aciloprwz

74 % + 2,23
100 % =+ Qhis
59 % + 1,551l
82 % +£2,17
59 % + 3,48

100 % =+ O
71 % +£2,06"
94 % +0,71°
96 % + 0,47
100 % =+ O
96 % + 0,45
100 % = Qhims
81 % +£2,24
85% +1,77
50 % £

0 , 37 acilnoprwxyyz
100 % + 0

60 % £ 2,38
85 % + 1,84
100 % =+ 0h
90 % + 1,18
100 % =+ 0°

89 % + 1,27°
100 % =+ Qhis

a Tangie, které proti rastu E. floccosum nefungovaly témé&f viibec nebo velmi nepatrné.

Cisty limonen pfi prvnim méfeni vypadal pomé&mé slibné a riist zpomalil, jak je patrné
z obrazku €. 28 a 29, ale béhem druhého a tfettho méfeni narostla pliseit nad 60 % a pfi

poslednim méfeni byla velikost plisné shodna s velikosti misky.
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Obrazek 28 a 29: Prvni méfeni enkasulovaného a €istého limonenu v porovnani s kontrolou
(autorka, 2021)

U enkapsulované silice Tangie byl pfi prvnim méfeni narust plisné néco malo pies 40 %,
coz je patrné z obrazku €. 30 a 31. Avsak pti druhém byl jiz 90 % a nez probéhlo tfeti méfent,
tak byla plisen pln¢ narostld. Zaroven 1 Cista silice Tangie méla pifi prvnim méfeni totozny
procentudlni narlst, ale pti poslednim méteni témét vitbec rust plisné neinhibovala.

Obrazek 30 a 31: Prvni méfeni enkapsulované a €isté silice Tangie v porovnani s kontrolou
(autorka, 2021)

Silice Chocolope pii prvnim méfeni zpomalila rist jak v enkapsulované, tak Cisté forme
velmi dobfe jak je zjevné z obrazku ¢. 32 a 33, ale nakonec pfi poslednim méteni silice chocko
rust plisné neinhibovala.
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Obrazek 32a 33 Prvni méteni enkapsulovane a Cisté silice Chocolope v porovnani s kontrolou
(autorka, 2021)

Ostatni latky, které nebyly zminény, taktéz ¢aste¢né zpomalily a omezily rist plisnég, ale
inhibice nebyla tak signifikantni, a proto nebyly vice prodiskutovany. Narist je mozné vidét na
grafu ¢. 1 a2 av tabulce €. 2.

Nartst silic konopi pti poslednim méteni

(45. den)
12
10
5 s
>
%2 6
o3
5 4
0
C“ 0°
&

Silice konopi

Graf 1: Porovnani velikosti narstu enkapsulovanych a Cistych forem silic konopi
v koncentraci 4 mg/ml po 45 dnech se smérodatnou odchylkou
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Nartst Cistych aktivnich latek konopi pti poslednim
méfeni (45. den)
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Cisté aktivni latky konopi

Graf 2: Porovnéni velikosti nartstu enkapsulovanych a ¢istych forem aktivnich latek konopi
v koncentraci 4 mg/ml po 45 dnech se smérodatnou odchylkou

Porovnani latek v obou formach a koncentracich, které¢ byly nejuciné€jsi nebo nejméné ucinné
proti rust E. floccosum se u obou koncentraci (8 a 4 mg/ml) vétSinou lisily.

Nejvétsi rozdil je u enkapsulované silice Forbidden Fruit, kterd pti koncentraci 4 mg/ml
inhibovala rist nejvice, ale pii 8 mg/ml ho neinhibovala viitbec. Enkapsulovany terpinolen
a nerolidol u koncentrace 8 mg/ml rtst lehce zpomalil a omezil, ale plisent narostla o ptiblizné
20 % vice nez u 4 mg/ml.

Enkapsulovany B-myrcen pii koncentraci 4 mg/ml neinhiboval riist viibec, ale pti 8 mg/ml
to byla jedna z latek, kterd nejvice omezila rist plisné. U ostatnich latek, které jsou vysSe
zminény jako ty s nejslabs$i inhibici, se u koncentrace 8 mg/ml se nartst pohyboval mezi
60-80 %.

Pfi prvnim méfeni byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi n¢kolika latkami,
které jsou zaznamenany v tabulce €. 2. Guaiol se vyznamn¢ statisticky li§i oproti Cistému
B-pinenu, B-karyofylenu, silici Chocolope, Green Poison, Forbidden Fruit a enkapsulovanému
limonenu, silici Gorilla Glue a Tangie v obou formach. B-pinen se statisticky li§i oproti
enkapsulovanému nerolidolu, silici Forbidden Fruit a guaiolu.

Béhem zbylych tif méteni byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily u enkapsulovanych
1 ¢istych latek, které jsou zaznamenany v tabulce €. 2. U enkapsulovanych latek se statisticky
1i$i karvakrol, terpinolen, a-bisabolol, silice Forbidden Fruit, Gorilla Glue, Tangie a linalol.
U cistych latek se odliSuji B-pinen, nerodil, terpinolen, a-pinen, o-bisabolol, silice Green
Poison, Tangie a linalol. Ze vSech latek byly nejvétsi statistické rozdily u enkapsulované silice
Forbidden Fruit, coz je zjevné z tabulky ¢. 2. Tato silice se statisticky odliSuje od
enkapsulovaného i ¢istého terpinolenu, linalolu, a-bisabololu a silice Tangie.

U terpinolenu jako jediné latky v koncentraci 4 mg/ml jsou statisticky vyznamné rozdily
mezi enkapsulovanou a ¢istou formou. Prvni méfeni terpinolenu je zaznamenano na obrazku
¢.34a35.
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Obrazek 34 a 35: Prvni méfeni nl%épsulovaného a Cist¢ho terpinolenu v porovnani
s kontrolou (autorka, 2021)

5.1.2 Antifungalni aktivita G¢innych latek pri koncentraci 8 mg/ml

Prvni nartist u této koncentrace nebylo mozné zméfit, a proto byl zdokumentovan
fotoaparatem a fotografie n¢kterych ptikladl latek je k dispozici zde na obréazcich ¢. 36—40.

sz
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Obrazek 36: Prvni méfeni nerolidolu v enkapsulované a ¢isté formé pii koncentraci 8 mg/ml
v porovnani s kontrolou (autorka, 2021)
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Obrazek 38: Prvni méfenti silice Gorilla Glue v enkapsulované a €isté formé pii koncentraci
8 mg/ml v porovnani s kontrolou (autorka, 2021)
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Obrazek 39: Prvni méfeni a-bisabololu v enkapsulované a ¢isté forme pii koncentraci
8 mg/ml v porovnani s kontrolou (autorka, 2021)

Obrazek 40: Prvni métfeni B-myrcenu v enkapsulované a ¢isté formée pii koncentraci 8 mg/ml
v porovnani s kontrolou (autorka, 2021)

Pti koncentraci 8 mg/ml nejlépe fungoval B-myrcen a enkapsulovany B-karyofylen, jak je
patrné z tabulky €. 3, ve kterych plisen narostla nejméné v porovnani s velikosti Petriho misky
(kontrola).

Tabulka 3: Procenta nartstu E. floccosum oproti velikosti Petriho misky pii koncentraci
8 mg/ml

aktivni latky a silice 5. den 14. den 30. den 45. den
B-pinen nemeétiteny 64%+2,18 62%=+232 |61%=+2735
B-pinen E nemeétiteny 63%+191 64%=+2,17 |81%=+2,29
karvakrol neméfiteny 54%+1,69 74%=+2,11 100% + 0
karvakrol E nemé&fiteny 52%+0,3 50% 40,19 |50 % =+ 0,225

44




B-myrcen
B-myrcen E
B-karyofylen

B-karyofylen E

limonen
limonen E
nerolidol
nerolidol E
terpinolen
terpinolen E
guaiol
guaiol E
a-pinen
a-pinen E
a-bisabolol
a-bisabolol E
chocko
chocko E
GP

GPE

FF

FFE

CH
CHE
GG
GGE

T

TE
linalol
linalol E

*statisticky vyznamné rozdily byly vyhodnoceny z poslednich tii méfeni

nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny

nemcétiteny

nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny
nemcétiteny

47 %+ 0,2
47 % + 0,5
46 % £+ 0,12
45 % + 0,47
64 % +£2,18
67 % +£2,01
44 % +2,13
55 % +3,7
46 % + 0,1
55%+1,3
47 % £ 0,05
41 %=+0
46 % £+ 0,31
49 % + 0,62
43 % £ 0,31
44 % + 0,54
36 %+ 0,51
74 % £ 2,09
59 % £ 2,06
49 % £+ 0,24
100% £ 0

93 % £ 0,82

63 % £2,25
53%+2,12
80 % + 1,7
44 % + 0,2
64 % £2,18
74 % £2,25
39% £ 0,24
46 % = 0,12

44 % + 0,16
47 % + 0,33
63 % +2,22
45 % + 0,33
81 % +£2,26
66 % £ 2,04
56 % +£2,28
100 % £ 0

46 % +0

77 % £ 2,09
49 % £ 0,21
49%+0

46 % + 0,23
49 % £ 0,68
62 % +£2,28
60 % + 2,42
77 % £2,71
73 % £ 2,06
100% £ 0

69 % + 1,85
100 % £ 0

99 % £ 0,09

68 % + 1,93
77 % £2,38
100 % + 0

62 % +£2,28
81 % +£2,26
100% £ 0

54%+1,52
46 % £ 0,02

44 % + 0,29¢hrssv
46 % + 0,455

63 % +2,22%
44 % + 0,15¢hrss
81 % + 2,24

64 % 1,97

80 % + 0,28

100 % =+ Oééilz
46 % + 0,07¢hrss
79 % + 1,93

48 % + 0,195
48 %+ 0

45 % + 0,22¢hrs
63 % +2,23%
66 % + 2,12
59 % + 2,45
77 % + 2,71

73 % =+ 2,06

100 % = i
69 % =+ 1,85

100 % +
(cédegijimnowyz

100 % +
(cédegijimnowyz

81 % +2,31

78 % + 2,49

99 0% + 0’14cédéijlyz
64 % +2,19%
100 % + 0

100 % + 0

60 % + 2,425
46 % + 0,07¢hrss

Enkapsulovany B-karyofylen od druhého meéteni (14 den), kdy bylo mozné méfit, omezil
rust plisné€ velice dobie a po celou dobu méteni se jeji nartst nezvétsil.
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Obrazek 41 a 42: Druhé méfeni enkapsulovaného a cist¢ho B-karyofylenu v porovnani
s kontrolou (autorka, 2021)

B-myrcen pusobil nejucinnéji jak v enkapsulované, tak Ccisté formé proti naristu
E. floccosum. Enkapsulovany -myrcen inhiboval nartst béhem celého méteni a zlstal po celou
dobu stejny. Cisty B-myrcen inhiboval riist plisné po celou dobu méfent, jak je zjevné z obrazku
¢.43 a 44.

Obrazek 43 a 44: Druh¢é méteni enkapsulovaného a Cistého f-myrcenu v porovnani s kontrolou
(autorka, 2021)

Dalsi ucinné latky, které plsobily pozitivné proti ndrhstu plisné, jsou enkapsulovany
karvakrol, linalol a €isty terpinolen, a-pinen a guaiol v obou formach. VSechny vyse zminéné
latky za dobu méfeni (45 dni) omezily rist plisné a pliseit nepiekrocCila vice nez 50 %
v porovndni s velikosti misky.

Cisty terpinolen béhem celého méfeni inhiboval nartist plisng, procentudlné se nezménil
a udrzel se na 46 %. Naprosto stejné vysledky jako terpinolen mél i enkapsulovany linalol, ktery
se svou inhibici taktéz udrzel na 46 % po celou dobu méteni.
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Obrazek 45 a 46: Druhé méteni enkapsulovaného a €istého linalolu v porovnani s kontrolou
(autorka, 2021)

Cisty o-pinen potlacil riist a po celou dobu méfent si udrzel stejny nartist plisné v porovnani
s velikosti misky.

Obrazek 47 a 48: Druhé méteni enkapsulovaného i ¢istého a-pinen v porovnani s kontrolou
(autorka, 2021)

Naproti tomu ¢isty karvakrol, silice Green Poison, Gorilla Glue, enkapsulovany nerolidol,
silice Forbidden Fruit a Tangie v obou forméach neomezily rast témét viibec nebo velice Spatné.
Vsechny vyse uvedené latky neinhibovaly riist plisn€ a nariist na misce byl 99 % a vice.

V piipadé Cisté silice Green Poison narostla pliseni na velikost misky mezi druhym a tfetim
méteni, coz odpovida dobé mezi 14-30 dnem. Jak je patrné z obrazku ¢. 49 a 50, tak u Cisté
i enkapsulované silice GP se velikost nartstu plisné shoduje s velikosti nartistu kontroly.
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Obrazek 49 a 50: Druhé méfeni enkapsulované i neenkapsulované silice Green Poison
v porovnani s kontrolou (autorka, 2021)

Enkapsulovany nerolidol mél stejny pribch, kdy mezi druhym a tfetim méfenim plné
narostla plisent v misce. Silice Forbidden Fruit a Tangie v obou formach pii poslednim méteni
rust jiz neinhibovaly. Avsak jak je patrné z obrazku €. 51 a 52, tak pii druhém méfenti silice FF
rust jesté zpomalovala.

Obrazek 51 a 52: Druhé méfeni enkapsulované i neenkapsulované silice Forbidden Fruit
v porovnani s kontrolou (autorka, 2021)

Latka, kterd se vyznamné statisticky odliSuje od zbylych, je silice Forbbiden Fruit v obou
formach meéteni. Statisticky vyznamné rozdily jsou u této silice vic¢i enkapsulovanému
i Cistému a-pinenu, linalolu, B-myrcenu, a-bisabolu, a-pinenu a B-karyofylenu.
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Nartst Cistych aktivnich latek konopi pfi poslednim méteni (45.
den)
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Cisté aktivni latky konopi

Graf 3: Porovnani velikosti naristu enkapsulovanych a Cistych forem aktivnich latek konopi
v koncentraci 8 mg/ml po 45 dnech se smérodatnou odchylkou

Ostatni latky, které nebyly zminény, rovnéz zpomalily a omezily rlst plisné, ale inhibice
nebyla tak signifikantni, a proto nebyly vice prodiskutovany. Hodnoty z méfeni je mozné nalézt
v tabulce €. 3 ana grafu €. 3 a 4.

Nartst silic konopi pfi poslednim méteni
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Graf 4: Porovnani velikosti naristu enkapsulovanych a €istych forem silic konopi v
koncentraci 8 mg/ml po 45 dnech se smérodatnou odchylkou

Pti porovnani latek, které u 8 mg/ml koncentrace piisobily nejlépe s koncentraci 4 mg/ml,
jsou viditelné rozdily. Enkapsulovany B-karyofylen, guaiol a Cisty B-myrcen zpomalily rist
plisné a finalni velikost neptesahla 70 % oproti velikosti misky. AvSak ostatni latky, které u této
koncentrace nejlépe inhibovaly rist, u koncentrace 4 mg/ml neiinhibovaly rist viibec anebo ho
lehce zpomalily.

Oproti tomu latky, které pfi koncentraci 8 mg/ml riist témét neinhibovaly, se nasly 1 nékteré,
které u koncentrace 4 mg/ml riist omezily.
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U silice Tangie v obou formach a Green Poison v obou koncentracich nebyla inhibice témé&f
zadna nebo nulova. Zbylé latky, které pii koncentraci 8 mg/ml rlst neinhibovaly, tak pfi
koncentraci 4 mg/ml ho lehce zpomalily, ale vétSina méla narist na misce 85 % a jen
u enkapsulovaného nerolidolu méla plisent 74% narust.

Statisticky vyznamné rozdily u jednotlivych latek byly prokézany v n¢kolika ptipadech.
V ptipadé¢ enkapsulovanych latek to jsou karvakrol, B-myrcen, B-karyofylen, nerolidol, a-pinen,
a-bisabolol, silice Forbidden Fruit a linalol. U ¢istych latek jsou to B-myrcen, B-karyofylen,
terpinolen, guaiol, a-pinen, a-bisabolol, silice Forbidden Fruit, Gorilla Glue a linalol viz tabulka
¢. 3. V ramci této koncentrace nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi jednolitvymi
latkami v enkapsulované a Cisté formé.
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6 Diskuze

Ugelem prace bylo zjistit, zda enkapsulované latky budou vykazovat antifungalni aktivitu
jak v ¢isté, tak v enkapsulované formé, ale v enkapsulované budou uc¢inkovat podstatn¢ déle.
Jak je patrné z ptedchozi kapitoly s vysledky, tak se to zcela nepotvrdilo. V nékterych piipadech
latka v enkapsulované formé pisobila 1épe a déle nez v Cisté formé, avsak statisticky to bylo
potvrzeno pouze u jedné latky — terpinolen v koncentraci 4 mg/ml, ve které 1épe a déle piisobil
v enkapsulované formé oproti Cisté. Nejlépe u obou koncentraci ptsobil enkapsulovany guaiol,
ktery u koncentrace 8 mg/ml inhiboval rist na 48 % a u koncentrace 4 mg/ml na 59 % oproti
velikosti misky. Je nutné poznamenat, ze u koncentrace 4 mg/ml mél guaiol E pomérné velkou
smérodatnou odchylku, takze se nariisty u vSech tii opakovani znacné lisily.

Z vysledki 1ze celkove usoudit, Ze koncentrace 8 mg/ml pisobi mnohem Iépe nez 4 mg/ml.
Pouzit¢ konopné silice potiebuji byt ve vétsi koncentraci, pokud jde o dermatofyta
E. floccosum, ktery byl testovan. Méteni nartstu E. floccosum nebylo viibec snadné, protoze se
jeji tvar ménil, a proto nékteré méfeni mohlo byt zavadéjici a hodnoty se nemusely presné
shodovat.

Nejzajimavéjsi vysledky vysly u silice Forbidden Fruit v koncentraci 4 a 8 mg/ml. Protoze
v koncentraci 8 mg/ml silice FF neinhibovala rlst viibec v enkapsulované ani v ¢isté formé¢.
Oproti tomu u koncentrace 4 mg/ml silice FF E méla nejlepsi vysledky. Dle mého nazoru by
jednim z divodi mohlo byt, Ze vSechny tfi opakovani byly zna¢né kontaminovany jinymi

mikroorganismy, ¢imz byl utlatovan rist plisné. Kontaminaci silice FF E je patrna na obrazcich
¢. 53 a 54. Jednim z diivodii kontaminace, ktera se stala u pokusu pfi koncentraci 8 mg/ml, byla
zména laboratofe, ve které byl pokus proveden, protoze tam zaroven probihal vyzkum brambor
a jablek.

Obrazek 53 a 54: Kontaminace enkapsulované silice Forbidden Fruit v koncentraci 4 mg/ml pfi
prvnim a poslednim méteni

Metoda, ktera byla pii tomto vyzkumu pouzita, nebyla jednoducha. Od zacatku bylo potieba
ji v pritbéhu upravovat a ptizptisobovat si ji. Komplikace zacaly jiz pti aplikaci E. floccosum
na Petriho misku. Bylo potfeba vyzkouset, zda se maji nejdtive rozptylit konopné silice s jejich
hlavnimi latkami na Petriho misku a poté umistit plisen anebo postup provést opacnym
zpusobem. Ptiprava néstfiku a sprejové pistole byla znaéné narocna. Vzdy bylo potieba

51



pfipravit v laboratofi lahev se stlacenym vzduchem, diky které funguje néstiik pistole
vybranych latek na Petriho misku. Manipulace s bombou nebyla snadnd, a ne vzdy byla
moznost si bombu propiijcit. Celkovy pocet latek, které bylo potieba nastiiknout na misku, bylo
diky tfem opakovanim 102. Problém nastal u enkapsulace latek, protoze nebylo snadné
mezoporézni kiemi&ity nanomaterial MCM-41 v nich rozpustit. Céstice se ob&as zasekavaly ve
sprejové pistoly, coz pokus dost ztizilo a prodlouzilo.

Porovnani s dfive provedenymi studiemi nebylo uplné¢ mozné, protoze nikde v literatuie
nejsou tolik dostupné infromace tykajici se antifungélni aktivity konopnych extraktti. Je mozné
porovnat odlisné rostliny, ve kterych se latky, které byly pouzity, nachazi. Rozhodné je nutné
vzit v potaz odliSnosti v testovani, které nebyva v kazdé¢ studii totozné a mize se li§it v mnoha
ohledech.

Pfi testovani antifungélni aktivity silic jalovce (Juniperus) proti kmentim Apergillus
a Candida Cavaleiro et al (2006) zjistili, ze vSechny hodnocené silice kmeny inhibovaly. Jedny
z dulezitych slozek silic jalovce jsou myrcen a a-pinen (Cavaleiro et al. 2006). Toto zjisténi
potrzuje vysledky této prace, kdy myrcen v Cisté i enkapsulované formeé a a-pinen v ¢isté forme
byly jedny z latek, které nejlépe inhibovaly rist E. floccosum u koncentrace 8 mg/ml. Oproti
tomu v koncentraci 4 mg/mlneméla ani jedna ztéchto dvou latek tak dobré vysledky
a v n¢kterych formach neinhibovaly rist viibec.

Je potfeba si uvédomit, ze antidermatofytickou vlastnost nelze pfisuzovat pouze silicim
v rostlin€, protoze ve studii od Lima et al (1993) Sest extrakti ze 13 testovanych rostlin
nevykazovaly Zadnou antimykotickou aktivitu, ackoli maji spole¢né silice s u¢innymi slozkami.
Rozdily mohou byt zplsobeny kvantitativnimi rozdily v obsahu silic u jednotlivych druhti
rostlin nebo kvalitativnimi rozdily ve slozkach silic, které mohou piisobit aditivng, synergicky
nebo antagonisticky s ohledem na jejich antifungalni vlastnosti (Gompertz et al. 1993).

Prasad et al (2010) se zabyvali in vitro a in vivo antimykotickou aktivitou silic voiatky
martinovi (Cymbopogon martini) a merliku vonného (Chenopodium ambrosioides) a jejich
synergismem proti dermatofytim. Hlavnimi slozkami silice vonatky byly trans-geraniol
(60,9 %), b-elemen (12,26 %), E-citral (3,95 %) a linalol (3,44 %). Jak silice obou rostlin, tak
jejich kombinace vykazovaly vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vici testovanym dermatofytim
(Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum) (Prasad et al. 2010). V celkovém vyhodnoceni
vysledku této prace linalol rast spiSe neinhiboval, ale zarovei v této studii u vySe zminénych
silic nebyl v tak vysokém zastoupeni, a proto nemusel mit tak markantni vliv na testované
dermatofyty.

Wanas et al. (2016) hodnotili antifungalni potencial n-hexanové frakce konopi proti Zivot
ohrozujicimu lidskému patogenu Cryptococcus neoformans, ktery je zodpovédny za infekci
plic. Vysledky ukézaly, Ze rast patogenu lze minimalizovat pouzitim nizSich koncentraci
rostlinnych extraktti konopi (Wanas et al. 2016). V porovnani s vysledky této prace se nizsi
koncentrace neosvédcila, ale neni mozné to Uplné srovnavat, protoze hlavnim rozdilem je
patogen, ktery u vySe zminéné studie zkoumali. Studie, které maji pozitivni ohlas na konopné
silice, pracovaly s houbami, a piedev§im s druhem Candida. Singh et al. (2018) uvedli, Ze
konopi je bohatym zdrojem bioaktivnich slozek, jako jsou terpeny, kanabinoidy, flavonoidy
a fenoly, které maji silné antimykotické vlastnosti a mohou byt G€inné pii zastaveni rlstu
Aspergillus flavipes (Singh et al. 2018). U jiné studie konopné silice obsahuji slouceniny
karyofylen (10,6 %), o-humulen (12,8 %) a (E)-karyofylen (35 %), které ve srovnani
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s konvenéné pouzivanymi slouceninami vyznamné snizovaly biomasu hub druhu Candida
(Nafis et al. 2019). Ale v jinych studiich, které se zabyvaly slouceninami vyskytujicich se
v konopnych silicich, se zastoupeni latek lisi. Proto nelze fict, ze kazd4 konopna silice ma stejné
zastoupeni jako u marockého druhu, ktery pouzivali ve své studii Nafis et al (2019).

Hlavni slozky hoi¢i¢né a skoficové silice; Cinnamaldehyd (CNAD, 1,5 ml),
allylisothiokyanat (AIT, 750 ul) byly vybrany pro enkapsulaci nanoc¢astic diky jejich silnému
antimikrobialnimu u¢inku proti v§em testovanym druhiim bakterii. Kromé toho byl vybran olej
ajwain, protoze ma vysoce antimikrobialni Gi¢inek a nebyl dosud studovén tak rozsahle jako
hot¢ice nebo skoftice. Bylo hodnoceno zapouzdreni silic do mezoporézniho materidlu za ucelem
zvySeni jejich antimikrobialni aktivity. Zajimavé je, Ze pfidani prazdnych nanocastic zvysilo
zivotaschopnost bakterii. Testované bakterie byly Pseudomonas fluorescens, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas syringae, Escherichia coli a Pseudomonas
aeruginosa. To mohlo byt zpiisobeno tim, ze mikroorganismy vyuzivaly oxid kiemicity nebo
jeho vedlej§i produkty jako zdroj zivin, nebo tim, Ze mezoporézni nanocastice oxidu
kfemicit¢tho zmeénily prostiedi a zpfistupnily dalS$i Zziviny (Wainwright et al. 1997,
Umamaheswari et al. 2016). Jiné studie ukazaly, ze bakterie a houby mohou rozpoustét
nerozpustné kifemicitany (Duff et al. 1963) a Ze slouceniny kifemiku mohou zvysit rast bakterii
nebo hub (Price 1932; Wainwright et al. 1997; Umamaheswari et al. 2016). V souladu s t€mito
zjisténimi vysledky této prace prokazaly, Ze pridavek prazdnych MSNP zvysil rist bakterii
P. syringae pv. pisi, P. fluorescens a P. carotovorum subsp. carotovorum o 222 %, 25 % a 45 %
ve srovnani s neoSetfenymi kontrolami (Bravo Cadena et al. 2018). Ukazalo se, ze skoficovy
aldehyd byl transplantovan na povrch mezoporéznich nanocastic oxidu kifemicitého
prostiednictvim své aldehydové skupiny, ¢imz se jeho antimikrobidlni aktivita zvysila
desetinasobné a doslo k eliminaci az 99,99 % bakterialniho ristu péti riznych druht bakterii,
coz dokazuje ucinnost mezoporéznich nanoc¢éstic oxidu kiemicitého jako nosicii t¢kavych latek.
Tento vyznamny vysledek potvrzuje, ze mezoporézni nanocastice oxidu kiemicitého jsou
velkym pfislibem jako prostiedek k vyuziti antimikrobidlniho potencialu silic, ktery byl diive
ptehliZzen kviili omezenim jejich fyzikéalnich vlastnosti (Bravo Cadena et al. 2018). V této praci
se vyuziti mezoporézniho kifemicitého nanomateriallu MCM-41 nepotvrdilo jako tak ucinné,
a proto je mozné, ze v oblasti antifungéalni aktivity nebude natolik efektivni jako v ptipadé
antimikrobialni.

Vyuziti mezoporéznich nanocéstic oxidu kiemicitého je smysluplné a doufam, Ze se bude
¢im dal vice zakomponovavat pii riznych studiich k 1é¢bé onemocnéni nebo jejich ptiznaka
ptirodnimi latkami. Dle mého nédzoru mohou mit nanomateridly velkou budoucnost nejen pfi
1é¢bé riznych druhi onemocnéni, ale i v jinych odvétvich, ve kterych nasly ¢i najdou uplatnéni.
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7 Zavér

Lze konstatovat, Ze na zéklad¢ vysledkt byly cile prace naplnény, ale hypotéza se zcela
nepotvrdila. U vSech latek v priitbéhu méteni byla ovétena fungistaticka aktivita. VéEtSina latek
zpomalila a ¢astecné omezila rast plisn€ oproti kontrole, kterd pln€ narostla ptiblizn¢ do 9 dne.
Predpokladany synergicky ucinek, pii kterém mély silice fungovat 1épe a odlisné oproti hlavnim
latkdm v nich pfitomnych, se nepotvrdil. Nékteré z vybranych latek v enkapsulované i Cisté
form¢ vykazovaly antifungalni aktivitu ve stejnych koncentracich (4 a 8 mg/ml). Jen
u nerolidolu, jako jediné latky ze 17-ti, byl fungistaticky ucinek podstatn¢ delsi
v enkapsulované oproti ¢isté formé. Toto tvrzeni bylo 1 statisticky podloZeno.

Byly zjistény pomérné znaéné rozdily mezi latkami u koncentrace 4 a 8§ mg/ml. Z vysledkt
lze konstatovat, ze pfi koncentraci 8 mg/ml latky rist zna¢né inhibovaly oproti koncentraci
4 mg/ml. U latek s koncentraci 8 mg/ml, které mély nejlepsi fungicidni ucinek, narostla pliseni
do maximalné 50 % oproti kontole. Latky s koncentraci 4 mg/ml mély nartst plisné¢ maximalné
do 60 % oproti velikosti kontroly. Jako nejucinngjsi latky v tomto vyzkumu se ukézaly guail,
B-karyofylen a f-myrcen.

Dalo by se fici, ze E. floccosum byl spiSe malo citlivy proti vySe zvolenym latkdm. Zaroven
je tfeba vzit v potaz dobu méfenti, kterd byla 45 dni. Nejvétsi zmény se dély mezi 14 a 30 dnem,
kdy pomérné dost latek rast lehce zpomalilo nebo ho piestalo inhibovat GipIné.

Metodu se povedlo alespon ¢astecné optimalizovat pomoci sprejové pistole, je vSak potieba
pistoli nejdiive nastiikly na Petriho misku G¢inné latky a nasledné se k nim ptidala pliseni, byl
spravn¢ zvolen.

Metodika pouzitd v této studii byla vjejim pribéhu mnohokrat riznymi zpisoby
optimalizovana, ale stale se obejvuji urcité prekazky, které mohou vyrazné ovlivnit vysledky.
Je zapotiebi dalSich navazujicich experimetnd, které by pomohly metodiku zcela optimalizovat
a alespoil in-vitro potvrdit lé€ebny potencial konopi.

Podrobnéjsi prizkum latek obsazenych v konopi a jeho silic by mohlo pfispét ke zjisténi
antifungélniho G¢inku proti jinym patogentim. Enkapsulace by mohla zajistit fizené uvoliiovani
podle potieby riistu patogenti a tim snizit jeho rist a pfipadné ho témét eliminovat.
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11 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AD — atopicky ekzém

AIT — allylisothiokyanat

BMC — Utad pro lékai'ské pouzivani konopi
C5, C21 — pocet atomi uhliku v fetézci terpenickych sloucenin
cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

CBD — kanabidiol

CBG — kanabigerol

CBN — kanabinol

CNAD - cinnamaldehyd

CTAB — hexadecyltrimethyl-ammonium
CR — Ceska republika

E — enkapsulovany

ECS — endokanabinoidni systém

FF — Forbidden Fruit

GG — Gorilla Glue

GP — Green Poison

CH — Critical Hog

Chocko — Chocolope

KTJ — kolonie tvofici jednotky (colony-forming unit)
MAPK — mitogenem aktivovana proteinkinaza
MCM — Mobil Composition of Matter

MIC — minimdlni inhibi¢ni koncentrace
MOF — kovo-organické struktury

NLC — nanostrukturni lipidové nosice

NNI — Narodni nanotechnologicka iniciativa
PCL — polykaprolaktova

PUFA — polyenové mastné kyseliny

ROS — reaktivni rofmy kysliku

SDA — abouraud dextrose agar

SNL — pevné lipidové nanocastice

SUKL — Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv

T — Tangie

TEOS — tetraethylorthosilikat

THC — tetrahydrokanabinol

THCYV — tetrahydrokanabivarin

USA — Spojené staty americké

VB — Velk4 Britanie

69



